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1.- ABREVIATURAS

ADN-= Acido desoxirribonucleico

CET= Complejo de Esclerosis Tuberosa

ERM= Ezrina-radixina-moesina

NMI= Sin mutacion identificada

MLPA= Amplificacion de sonda dependiente de ligadura multiplex
AAN=American Academy of Neurology

LAM = Linfangioleiomiomatosis

MTOR = Objetivo mecanicista de la rapamicina

MTORI = Inhibidor de mTOR

SEGA = Astrocitoma subependimario de células gigantes
SEN= Nédulos subependimarios

AML= Angiomiolipoma renal

LOVID= Leiden Open Variation Database

6MWT = prueba de caminata de 6 minutos

TC = Tomografia computarizada

EEG = Electroencefalografia

TFG = Tasa de filtracién glomerular

MRI = Imagenes por resonancia magnética

PFT = Prueba de funcién pulmonar

TAND = Trastorno neuropsiquiatrico asociado a CET



2.- RESUMEN

Un numero considerable de enfermedades neuroldégicas son monogénicas. Las
enfermedades neuroldgicas de origen genético representan un problema de Salud Publica
por su curso cronico e invalidante. Para mejorar la calidad en la atencion de los pacientes
con este grupo de enfermedades se ha desarrollado la medicina de precision. EI Complejo
Esclerosis tuberosa es la segunda facomatosis mas frecuente, cursa con diversas
mutaciones y cuyos fenotipos podria relacionarse genotipos definidos.

Para lo que se realizara mediante previa informacién y consentimiento de tutor u
asentimiento del paciente una extraccion de sangre la cual se colocara en tubo morado,
acorde a técnicas estandarizadas para ser congelado y posteriormente realizar analisis
masivo de ADN y secuenciacion en pacientes previamente seleccionados que cumplan
criterios diagnoésticos a fin de ampliar con estudio genético.

Dentro de los resultados esperamos ver la correlacion fenotipo y genético. Asi como
determinar si hay mas variantes a parte de las mencionadas en la literatura, comparando
datos demogréficos, criterios diagnosticos y manifestaciones clinicas.

Esperando con este estudio puedan seguirse lineas de investigacién en un futuro y aportar
un poco sobre esta sindrome neuro cutaneo.



3.- INTRODUCCION

La genética habia sido tradicionalmente una disciplina basada en el comportamiento de una
enfermedad a través de varias generaciones y se reestructuré e incorporo a la biologia
molecular como parte de su arsenal diagndstico cotidiano lo que ha permitido-conocer mejor
las modificaciones biolégicas moleculares de un padecimiento e con curso inexorablemente
como el Complejo de esclerosis tuberosa (CET) con lo que hubo cambios paradigméticos
en la medicina de esta y de otras enfermedades de origen genético?.

El desarrollo de la medicina gendmica ha permitido una nueva perspectiva del DNA como
una molécula transcribible rodeada y sometida por elementos de control y regulacion, que
se transcribe y se traduce en proteinas,? este paradigma ha sido esencial para el
entendimiento de los mecanismos en el desarrollo de enfermedades genéticas, tanto
monogénicas con herencia mendeliana, como las enfermedades comunes con herencia
multifactorial o compleja.

Las enfermedades monogénicas suman un poco mas de seis mil, de ellas un respetable
namero corresponden a las enfermedades neuroldgicas hereditarias. Muchos de los genes
responsables estas enfermedades ya han sido localizados en el genoma humano, se han
caracterizado e identificado los productos génicos de los mismos y con ello, en algunas
condiciones, se ha podido diagnosticar la enfermedad en etapa preclinica, identificar
portadores y ofrecer un diagnéstico prenatal y se trabaja arduamente en lograr
tratamientos Optimos para resarcir 0 al menos mitigar los estragos de estas
anormalidades genéticas®

El complejo de esclerosis tuberosa es un trastorno genético de trasmisiéon autosémico
dominante causado por mutaciones y pérdida de funcién en los genes TSC1y TSC2, cuya
funcion es conducir a la activacion constitutiva de rapamicina C1 en mamiferos (mMTORC1)
y desacoplamiento de las entradas reguladoras *°. Debido a que mTORC1 integra una serie
de sefiales moleculares que controlan la sintesis de proteinas y el metabolismo energético
su activacion desenfrenada aumenta el crecimiento y la divisién celular, lo que da como
resultado el desarrollo de tumores benignos en el cerebro y otros érganos entre los que
destacan corazén, rifién, pulmén, ojo y piel)®,®

En los seres humanos, las malformaciones cerebrales suelen manifestarse a través de una
serie de sintomas neuropsiquiatricos, entre los que se encuentran discapacidad intelectual,
signos de autismo y las crisis refractarias, entre otros®.



4.- MARCO TEORICO

El complejo de esclerosis tuberosa (CET) es un trastorno autosémico dominante por lo que
un padre afectado tiene un 50% de riesgo de tener un hijo afectado. Debido a la falta de
una soélida correlacion genotipo-fenotipo y la alta variabilidad fenotipica incluso entre
familias, el fenotipo clinico y el pronéstico no se pueden predecir de manera confiable®.
Aunado a la deteccién de diversas variantes, verbigracias si se trata de un padre mosaico,
el riesgo reproductivo no se puede calcular con precisién, por lo que el riesgo de recurrencia
se estima en hasta un 50% .

Epidemiologia

Afecta aproximadamente a 1 de cada 6.000 a 10.000 personas, dado que la penetrancia es
variable y las manifestaciones clinicas pueden ser sutiles hacen predecir que la incidencia
en realidad puede ser mayor **

Genética

Los genes supresores, TSC1 localizado en el cromosoma 9q34 y TSC2 en el cromosoma
16p13, estan implicados en su patogenia®. Hasta ahora, se han identificado mas de 1200
tipos diferentes de mutaciones en los genes TSC1 y TSC2. La incidencia de mutaciones en
el gen TSC2 es aproximadamente 5 veces mayor que la del gen TSC1; las mutaciones en
el gen TSC2 también conducen a fenotipos clinicos mas graves que los del gen TSC1.%47
Alrededor de un tercio de los pacientes con CET tienen una forma familiar, en la que el
trastorno sigue una herencia claramente dominante, mientras que los otros dos tercios
son casos esporadicos resultantes de mutaciones germinales de novo en uno de los
genes TSC.48

Los espectros de mutacién de los genes TSC son muy heterogéneos y no se han informado
puntos criticos para las mutaciones. Hay muchas mutaciones en cada gen que se ven
recurrentemente, pero ninguna mutacion individual explica mas que alrededor del 1% de
todos los pacientes con CET. A pesar de la penetracién completa de la enfermedad en
pacientes con CET, la variabilidad fenotipica puede dificultar la determinacién del estado
de la enfermedad entre los familiares de las personas afectadas.>®

El gen TSC2 también conocido como LAM, TSC4. PPP1R160

Contiene 43 exones distribuidos en un area genémica de aproximadamente 40 286 pares
de bases en el cromosoma 16p13, produce una transcripcion de 5,5 kb y codifica una
proteina de 200 kD denominada tuberina o proteina TSC2. Los dominios funcionales
incluyen el dominio de interaccién hamartina N-terminal (exones 1 a 23) y el dominio
activador de GTPasa (GAP) (exones 35 a 40)"® con expresion en mas de 25 tejidos

El espectro de mutaciones en TSC2 es mayor se enumer6 3238/8157 variantes hasta abril
de 2020, en Leiden Open Variation Database LOVD que representaban a indeles pequefios
los mas comunes (35.6%), seguidas de las variantes sin sentido, variantes del sitio de
empalme, deleciones genémicas’ y eliminaciéon de genes contiguos de TSC2 y PKD1°



En general, el TSC2 representa la mayoria de los casos (70 %), es mas comun de novo y
es mas probable que se asocie con una mayor gravedad de la enfermedad, como al inicio
mas temprano de crisis y enfermedad renal poliquistica.

El gen TSC1

Se extiende sobre una regién gendémica de 55 kb®, contiene 23 exones, en donde los Ultimos
21 contienen una secuencia codificante y el segundo se empalma alternativamente.
Codifica la hamartina proteina que interactia con la tuberina”'% Los dominios funcionales
incluyen el dominio de interaccién de la proteina N-terminal (exones 4-8), el dominio de
bobina enrollada de interaccion de tuberina (exones 17-21), TBCD7 (exones 22-23) y el
dominio de interaccion HSP90 (exdén 23)*>79, Se demostrd que la hamartina y la tuberina
se estabilizan con la ayuda de TBC1D7 y actdan en un complejo multimérico, que suprime
el crecimiento celular al inhibir la activacion de mTOR, una quinasa maestra que regula
multiples procesos, incluida la traduccién, la biogénesis de ribosomas y macromoléculas, la
neoangiogénesis y autofagial’. Ademas de unirse y estabilizar la tuberina, la hamartina
también interactla con el N-terminal de la familia de proteinas de unién a actina altamente
reguladas de ezrina-radixina-moesina (ERM) y desempefia un papel clave en la adhesion
celular, la movilidad y la activacién de los pequefia proteina de unién a GTP Rho?!! Las
proteinas ERM forman enlaces cruzados entre los filamentos de actina y la membrana
plasmatica, desempefiando un papel clave en la organizacién de las balsas de proteinas y
lipidos en la membrana superficial, uniendo las proteinas transmembrana y los andamios
del citoesqueleto. La interaccion de la hamartina con la moesina, una proteina
concentrada en el cono de crecimiento neuronal, sugiere un papel clave para el complejo
hamartina-tuberina en el crecimiento y la motilidad axonal y en la elongacién de las
neuritas? "%

La base de datos de variaciones de Leiden (LOVD) enumera 1121/3658 variantes Unicas
de TSC1. Las variantes que causan enfermedades se distribuyen en toda la regién de
codificacién, excepto en el exén 23. Las variantes de truncamiento de proteinas sin sentido
representan el principal tipo de mutacién causante de enfermedad (40 %), seguidas de
pequefas indeles, variantes del sitio de empalme (8,3 %) y variantes sin sentido raras en
la region 5 'y rara vez en los exones 4-15 (2%). En general, TSC1 representa
aproximadamente el 20-25% de los casos del trastorno* 711,

Diagnostico

Los criterios para el diagnostico de CET requieren lesiones asociadas de dos o mas
sistemas de 6rganos o al menos dos lesiones diferentes del mismo érgano para confirmar
el diagnostico. La adicién de pruebas basadas en el ADN complementa el diagnostico
clinico y permite un asesoramiento genético mas preciso!?2. Los criterios clinicos
actualizados de diagndstico tienen solo dos cambios con respecto a la version del 2012 y
ahora incluyen 11 caracteristicas principales y siete caracteristicas menores (tabla 1). Se
encontré que el principal criterio de la version anterior denominada "displasias corticales"
era demasiado inespecifico en la practica y potencialmente confuso, dado que el CET es
una de varias causas de displasias corticales focales se prefiri6 modificar por “multiples
tubérculos corticales y/o lineas de migracion radial”’, que es mas especifico para CET 1213,



De tal manera que el Diagnéstico definitivo: son 2 criterios mayores o 1 criterio mayor

y 2 criterios menores

Diagnéstico Posible: ya sea 1 criterio mayor o 22 criterios menores.

Tabla 1 Criterios Diagnoésticos del CET 2016. Adaptado de Northrup H, Aronow M, Bebin E. et al.Pediatric

Neurology 123 (2021) 50-66

I -- = 1. criTERIOS DIAGNOSTICOS DE CETIEEEEEEEEEE

Macula >5mm  de
diametro)

Angiofibroma >3

Fibroma ungueal >2

Placa shagreen

Multiples hamartomas retinianos
Rabdomioma cardiaco

Mdltiples tuberes corticales y/o
migracion radial

Ndédulo subependimario >2

SEGA

Angiomiolipoma >2

LAM

hipomelanotica (>3y

linea de

Diagnoéstico genético: una variante patogénica en TSC1 o TSC2 es diagnéstica de TSC.
Algunas variantes compatibles con la produccién de proteina [p. €j., algunos cambios sin sentido]
estan bien establecidas como enfermedad -causantes; otros tipos de variantes deben

considerarse con Erecauciéni.

Lesiones en confeti

Fibroma intraoral >2

Alteracion dentales esmalte/hoyuelos
Parche retinal acromico

Quiste renal

Hamartoma no renal

Lesiones Oseas escleroéticas

astrocitoma de cels gigantes subependimario

Abreviaturas: LAM = Linfangiomiomatosis. CET = complejo de esclerosis tuberosa SEGA:

Figura 1. Sintomas y Criterios Diagndsticos Dependientes de la Edad.

Periodo fetal-neonatal

rabdomioma cardiaca

tuberes corticales

manchas hipopigmentadas quiste renal

SEGA
*epilepsia

* epilepsia

hamartoma retiniano

Adolescencia -adultez

SEGA
angiofibroma facial
linfangiomiomatosis

*autismo

Figura 1 Adaptado de Fuente Mizuguchi M, Ohsawa M, Kashii H, Sato A. Brain Symptoms of Tuberous Sclerosis
Complex: Pathogenesis and Treatment. Int J Mol Sci. 2021.



Seguimiento
Debera ser acorde a los criterios, sintomas presentador y curso de la enfermedad.

Los pacientes son monitoreados con un chequeo minimo anual incluida la deteccion de
trastornos Neuropsiquiatricos asociados?*3.

ITabla 2 Recomendaciones de seguimiento por 6rganos o areasf

Genético Obtener antecedentes familiares de 3 generaciones para evaluar miembros
adicionales en riesgo de CET, ofrecimiento de prueba genética
Cerebro EEG de rutina inicial. Si es anormal o si hay caracteristicas de TAND,

seguimiento con video-EEG de 8 a 24 h para evaluar la actividad clinica.
La RM del cerebro se realiza a intervalos de 1 a 3 afios en pacientes
asintomaticos hasta los 25 afios. Excepto para seguimiento de rutina en
pacientes que han sido diagnosticados con SEGA u otras circunstancias en
caso de craneo hipertensivo o empeoramiento de crisis

Rifdn Obtenga una resonancia magnética del abdomen para evaluar la presencia
de angiomiolipomas y quistes renales.
Evaluar la funcion renal mediante la determinacion de la TFG

Pulmén Realice una TC toracica inicial en todas las mujeres y hombres sintométicos,
a partir de los 18 afios de edad.
Realice PFT de referencia y 6MWT en pacientes con evidencia de
enfermedad pulmonar quistica compatible con LAM en la TC de térax de

deteccion
Piel Realizar inspeccion y examen clinico detallado
Diente Envio a odontélogo minimo cada 6 meses con ortopantomografia
Corazén Considere la ecocardiografia fetal para detectar personas con alto riesgo de

insuficiencia cardiaca después del parto cuando se identifiquen
rabdomiomas mediante ecografia prenatal.
Obtenga una ecocardiografia en pacientes pediatricos, especialmente si
son menores de tres afios.
Obtenga una electrocardiografia en todas las edades para evaluar los
defectos de conduccion subyacentes.
Ojo Revisiéon completa derivando a oftalmologia
TAND Brindar apoyo psicolégico, psiquiatrico y social a las familias en torno al
diagndstico, aceptar el diagnéstico de TSC y TAND, y garantizar que se
implementen estrategias para apoyar el bienestar del paciente.
Abreviaturas: 6MWT = prueba de caminata de 6 minutos, TC = tomografia computarizada
EEG = Electroencefalografia, TFG = tasa de filtracion glomerular,
LAM= Linfangiomiomatosis
MRI = Imé&genes por resonancia magnética, PFT = prueba de funcién pulmonar, SEGA =
astrocitoma subependimario de células gigantes, TAND = trastorno neuropsiquiatrico
asociado a TSC, CET = complejo de esclerosis tuberosa
Tabla 2 adaptado de Fuente Mizuguchi M, Ohsawa M, Kashii H, Sato A. Brain Symptoms of Tuberous
Sclerosis Complex: Pathogenesis and Treatment. Int J Mol Sci. 2021.

Tratamiento

Los inhibidores de mTOR son Utiles en el tratamiento de tumores asociados con CET en el
cerebro, corazoén y rifiones (everolimus)!4, asi como en la piel y los pulmones (sirolimus)*®.

En epilepsia refractaria al tratamiento, everolimus est4 aprobado como tratamiento
adyuvante para nifios y adultos'® y opciones a considerar como la cirugia de epilepsia, la

10


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/lymphangiomyoma

estimulacion del vago y la dieta cetogénica. Sin embargo, la estimulacion del nervio vago
limitara las posibilidades de seguimiento con una resonancia magnética.

Pronostico

Estos pacientes cursan con aislamiento, retraimiento social y pueden ser objeto de
discriminacion 7. Asi la alta proporcion de pacientes que presentan trastornos psiquiatricos
podria contribuir, junto con la discapacidad intelectual, a la limitada autonomia alcanzada
por estos pacientes en su vida social, profesional y personal 8

Aunado a que en la edad adulta pueden presentar afectaciones renales y SEGA resulta
dificil establecer un prondstico certero®1°

11



5.- JUSTIFICACION

La implementacion de algoritmos de diagnéstico para enfermedades neuroldgicas de origen
genético y sobre todo en las que se ha descrito heterogeneidad genética de un mismo
cuadro clinico representa un problema de salud por su frecuencia, su curso cronico e
invalidante. De igual manera en enfermedades complejas cuyo componente genético es
alto se ha definido estrategias de estimacion de riesgos y en ciertos casos se ha llegado a
consensos sobre la utilidad de las pruebas moleculares para facilitar el asesoramiento
genético. Por esto, para mejorar la calidad en la atencién de los pacientes, particularmente
en los hospitales de tercer nivel, estamos iniciado diferentes esfuerzos por desarrollar la
medicina genémica e impulsar una medicina de precision, sin embargo, para tales efectos
es necesario conocer las enfermedades prioritarias y delinear los blancos diagnédsticos y
terapéuticos a abordar con la tecnologia disponible y de forma sustentable. Existen
alrededor de 250 genes vinculados con alrededor de 85 padecimientos neurolégicos, sin
embargo, los cambios en el DNA en estos genes y la prevalencia de estas enfermedades
es diferente en distintas poblaciones.

Para dar respuesta a esta necesidad estamos proponiendo unos paneles en donde se
analizaran genes especificos de las enfermedades neuroldgicas de componente genético
mas prevalentes de México. En dicho proyecto mediante una extraccién de hemoderivado
colocado en un tubo morado se realizara extraccion de ADN y posteriormente un estudio
de secuenciacion a fin caracterizar el genotipo de los pacientes con criterios de esclerosis
tuberosa.

Econdmica

Debido a que el CET es un padecimiento crénico requiere atencién multidisciplinaria,
seguimiento de comorbilidades, manejo hospitalario y tratamiento especializado siendo que
a la fecha no hay un Gold estandar de tratamiento a fin de mejorar prondstico y calidad de
vida. Por lo que dicho estudio pudiera ser pauta para nuevas estrategias

Cientifica

Evaluar si existen asociaciones genotipo fenotipo den pacientes con CET, ademas de que
los resultados obtenidos sirvan de referencia bibliografica para futuras lineas de
investigacion.

6.- OBJETIVOS
6.1 General

Saber sobre los genes implicados en CET TSC1 y TSC2 correlacionando con la de la
literatura.

6.2 Especificos
Describir la demografia y el fenotipo clinico de los pacientes con CET.
7.- HIPOTESIS

Estudio de descubrimiento

12



8.- MATERIALES Y METODOS

Estudio transversal Descriptivo y Analitico

Tiempo de ejecucion. 1 afio (recoleccién de datos)
8.1 Poblacion de estudio.

Enfermos con el diagnéstico clinico hecho por un experto y en base a los criterios
consensados 8.2 Universo de trabajo

Enfermos con esclerosis tuberosa
8.3 Criterios de inclusion
Pacientes que cumplan con los criterios diagnoésticos para CET.

Ser evaluado y diagnosticado con criterios clinicos y paraclinicos previamente por
neurélogo

Que el paciente y su tutor legal firmen la carta de consentimiento bajo informacion, en casos
de nifios con la capacidad de comprender den su asentimiento.

8.4 Criterios de exclusion.

Anormalidades en la hemostasia que contraindique la obtenciéon de muestra sanguinea
Imposibilidad para obtener muestra de sangre por cualquier otro motivo.

No autorizacién de extraccion de hemoderivados por parte del paciente o tutor.

8.5 Criterios de eliminacion.

Muestra inadecuada o mal procesada

Que se retire su consentimiento

8.6 Tipo de muestreo- Muestreo no probabilistico.

Sera consecutivo. (Estudio piloto) atendidos en el CMN 20 de Noviembre

8.7 Variables

Se registraran las siguientes variables:

. Definicion Definicion Tipo de Unidad de
Variable ; . o
conceptual operacional variable Medicién
Nimero de afios Afios
Edad Afos desde la fecha de | Cuantitativa
nacimiento
Nifios En meses cumplidos Numérica discreta Cuantitativa Meses
Adultos Afios cumplidos Numérica discreta Cuantitativa Afios
Genero  biologico de C Cualitativa 1.Masculino
Sexo una persona | Genero biol6gico . :
nominal 2. Femenino

(masculino/femenino)

13



Criterios

Padecimiento | Cumplir criterios . . mayores
. Cualitativa nominal
clinico consensados Y
Menores
Variantes . . oL .
L. Tipo de variantes Cualitativa nominal
génicas
Variable

Antecedentes familiares S . . .-
Los criterios diagndsticos

Padre
Mayores y Menores que se citan en la

tabla 1.

Madre

Consanguinidad

Diagnéstico

Definitivo

Posible

El andlisis estadistico fue descriptivo se realizé de acuerdo con la distribucion de los datos;
medianas. Las variables cualitativas fueron resumidas como frecuencias absolutas,
relativas y porcentajes.

Todos los analisis realizados fueron llevados a cabo con Graph-Pad Prism V9.01
Una vez obtenidas las variables genéticas se revisaran con el programa Alamut (pendiente)
8.- Metodologia

Primero se busc6 en expediente electrénico con clave CIE-10 de esclerosis tuberosa y
tumor cardiaco o rabdomioma cardiaco con 10 afios para una mayor cohorte de 2011-2022
y se recabaron datos posteriormente se les contacto y dio previa informacién, una vez
confirmado se sito en hospital para firma de consentimiento informado, explicando posibles
efectos adversos se procedi6 a realizar antisepsia en sitio de puncion, se colocara ligadura
y una vez visualizando la vena a puncionar se extraeran 5cc de sangre, una vez extraida la
muestra se desechard la aguja en contenedor de RPBI acorde a NOM. Posteriormente la
muestra obtenida se refriger6 a -20 °-Pendiente la secuenciacion masiva.

Analisis de las variaciones genéticas. Los paneles propuestos se realizaran en el equipo
ION-S5 con ayuda del IONCHEF, utilizando chips 520, siguiendo las indicaciones del
proveedor. Para tal efecto y tomado las plataformas de disefio se generara la propuesta
para cada uno de los paneles. Por ultimo, se validaran las variaciones genéticas observadas
por Secuenciacion en una corte independiente que constardn de 5 pacientes por panel.
Producto: Paneles diagnésticos adecuados a nuestra poblacion de utilidad en la practica
clinica cotidiana.

9.- IMPLICACIONES ETICAS DEL ESTUDIO
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Nos apegaremos irrestrictamente a las normas de buenas practicas clinicas a lo consignado
en los codigos de Helsinki y Belmont sobre investigacién se seres humanos. Para la
realizacion de este estudio se sometera a la revision y a la aprobacion del Comité de
Investigacion, de Bioseguridad y de Etica en Investigacion del Centro Médico Nacional “20
de Noviembre”, ISSSTE. El proceso de obtencién del consentimiento informado sera por el
médico que del grupo de trabajo identifique la paciente e idealmente se contactara al padre
biologico. Se le explicara la naturaleza de la investigacion, sus alcances y limitaciones y de
estar en disposicion de participar en la investigacion se realizard una lectura acompafiada
de la carta de consentimiento escrito bajo informacién (anexo 1), la cual una vez que sea
firmada bajo el principio ético de autonomia, el caso sera incluido. Se mantendra la
privacidad de los datos personales para lo que se emplearan folios para identificacion de
las muestras de forma impersonal y solo el investigador principal tendra la informacion
completa de cada caso. En caso necesario (esto es, un hallazgo incidental o un evento
genético relevante generado por la investigacion en si) y una vez verificado el o los
resultados, serd un médico especialista en genética quien abordara el caso y las acciones
gue correspondan. La informacién del presente estudio proviene de datos recolectados del
cuestionario de factores de riesgo, asi como de la revision de historias clinicas o de bases
de datos, y la toma de una sola muestra sanguinea de sangre periférica de 5 ml, donde la
Unica molestia probable es un pequefio hematoma el cual se desvanece 2 dias posteriores
a la toma. Para garantizar la confidencialidad y privacidad de los datos obtenidos del
cuestionario de factores de riesgo de PE asi como los datos obtenidos del estudio de los
genes, se utilizara en la base de datos obtenida, nimeros de folios para identificacion

de las pacientes y de esta forma conservar el anonimato. Todos los cuestionarios y
resultados que se obtengan se guardaran en un archivo exclusivo que solo sera
manejado por el investigador responsable.

De acuerdo con los Articulos 16, 17 y 23 del CAPITULO |, TITULO SEGUNDO: De los
Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos, del REGLAMENTO de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Los investigadores
confirmamos que la revisibn de los antecedentes cientificos del proyecto justifican su
realizacién, que contamos con la capacidad para llevarlo a buen término, nos
comprometemos a mantener un estandar cientifico elevado que permita obtener
informacion atil para la sociedad, a salvaguardar la confidencialidad de los datos
personales de los participantes en el estudio, pondremos el bienestar y la seguridad de
los pacientes sujetos de investigacion por encima de cualquier otro objetivo.

9.1 Consentimiento informado y aviso de privacidad
Anexo 1, 2

9.2 Conflicto de intereses.

Los investigadores declaramos no tener conflicto de intereses
10. CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD.

Esta investigacion se desarrollard en seres humanos ajustandonos a los principios
cientificos y éticos que dicta la NOM-012- SSA2-2012: Que norma la ejecucion de proyectos
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e investigacion para la salud en humanos. El protocolo se sometera a la aprobacion de los
comités de Investigacion, Bioseguridad y Etica de la institucion, sera realizado por
profesionales de la salud con la capacidad de suspender la investigacién en cualquier
momento si sobreviene el riesgo de lesiones, invalidez o muerte del sujeto en quien se
realice la investigacion. De acuerdo con el tipo de investigacion esta se encuentra
clasificada de Riesgo Minimo ya que se realizard una extraccion de muestra de sangre
periférica del antebrazo, la Unica molestia probable es un hematoma pequefio, mismo que
se desvanece transcurridos dos dias posteriores a la extraccion. Se seguira lo establecido
en Ley General para la prevencion y gestion integral de los residuos; la NOM-007-SSA3-
2011. Para La Organizacion y Funcionamiento De Los Laboratorios Clinicos; Norma Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo; Norma Oficial
Mexicana PROY-NOM-005-STPS-2017, Manejo de sustancias quimicas peligrosas o sus
mezclas en los centros de trabajo-Condiciones y procedimientos de seguridad y salud,;
NOM-009-STPS-2011. Relativa a las condiciones de seguridad e higiene para el
almacenamiento, transporte y manejo de sustancias corrosivas, irritantes y toxicas en los
centros de trabajo; NOM-018-STPS-2015. Que establece el sistema para la identificacion y
comunicacion de riesgos por sustancias quimicas en los centros de trabajo y para las
medidas del manejo de desechos biologicos y material contaminado se seguiran los
lineamientos De la PROY-NOM-007-SSA3-2009

11.- RECURSOS

11.1 Humanos

Residente de 5to afio de Neurologia Pediatrica, y tutores.
11.2 Materiales

Computadora con acceso a sistema SIAH para busqueda de Expediente clinico virtual de
pacientes con esclerosis tuberosa.

El laboratorio del CMN “20 de Noviembre”-ISSSTE en donde se realizaran los experimentos
se encuentra en el edificio de Investigacion y esta dividido en varias secciones: la primera
esta disefiada para que cada etapa del proceso, por ejemplo extraccién de los acidos
nucleicos y realizacion de las mezclas de PCR, estén fisicamente separadas para evitar la
contaminaciéon cruzada entre las muestras. La otra seccidén esta destinada para realizar
experimentos de diferente naturaleza por ejemplo western blots, inmunofluorescencia,
ELISAS, electroforesis de acidos nucleicos etc. y finalmente tiene un area que cuenta con
las instalaciones para el cultivo celular. Por lo que en resumen este laboratorio cuenta con:
seis campanas de flujo laminar nivel II, un termociclador tiempo real, termocilador punto
final, centrifugas clinicas, centrifugas de alta velocidad eppendorf, equipo Nanodrop, lector
de absorbancia, sistema de transferencia semihumedas, microscopio invertido, bafio maria,
incubadora para células eucariontes, vortex, micropipetas, camaras de electroforesis
horizontal y vertical y fuentes de poder. Equipo: El proceso de secuenciacion se realizara
en el equipo ION-S5 con ayuda del ION-CHEF, utilizando chips 520, siguiendo las
indicaciones del proveedor. El andlisis bioinformético se realizara con el software Alamut
Visual V.2.9.0.
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11.3 RECURSOS FINANCIEROS.
ISSSTE a través del programa E015.
11.4 APORTACIONES O BENEFICIOS GENERADOS PARA EL INSTITUTO.

Ofrecer a los pacientes diagnosticos precisos y oportunos eficientizando equipamiento y
costos. Realizar al menos una solicitud de patente que prevea los paneles propuestos en
una agrupacion dirigida a pacientes especificos

12.- RESULTADOS

Se incluyeron a pacientes que fueron atendidos en el Servicios de Neurologia Pediatrica
los dltimos 10 afios (2012-2022), con busqueda en expediente electronicos inicialmente 33
pacientes, sin embargo, fueron excluidos 6, 2 correspondian a diagnéstico de
Neurofibromatosis, 2 no tenian criterios diagnosticos y 2 si cumplian criterios, pero
decidieron darse de alta y no tenian seguimiento en el hospital.

Dentro del grupo predomino el sexo masculino correspondiendo al 70.3% de los casosy 8
mujeres representando el 29.6%. No hubo casos de consanguinidad y solo 5 pacientes
tenia antecedente familiar en 4 casos por parte del padre y 1 por linea materna siendo
diagnéstico por criterios clinicos representa el 18.51% Como se muestra en el siguiente
flujograma

Flujograma del estudio.

Pacientes con esclerosis tuberosa de mayo de 2012 a mayo
del 2022

Excluidos:
N =6 (18.18%)
No cumple definicién operacional: 4
Pérdida de Seguimiento: 2

Incluidos

Masculino Femenino
N =19 (70.37%) N = 8 (29.63%)

Tabla 3 Caracteristicas socio — demogréficas de la cohorte de estudio

Variable N =27 (100%)
Edad 14.0 [7.0 - 21]p
Masculino 19 (70.37%)
Antecedentes familiares 5

Padre 4 (14.81%)

Madre 1 (3.7%)
Consanguinidad 0 (0%)
Diagnéstico
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Definitivo 26 (96.28%)
Posible 1(3.7%)
p valores expresados en medianay ric [25 75%]

La mediana de edad al inicio de los sintomas fue de 3 meses (media, 2.5 £ 5.5 meses)
rango, 0-5 afios). Asi como una edad de diagnéstico a los 3 afios. Solo se reporté el caso
de un paciente con diagnostico posible debido a solo tenia un criterio mayor (Rabdomioma)
y asintoméatico sin contar con estudio genético..

Tabla 4 Caracteristicas socio — demograficas de la cohorte de estudio — Caracteristicas de
la enfermedad

Variable N =27 (100%)
Edad al diagnéstico (afios) 3.0 [1.0-6.0]P
Edad al inicio de los sintomas (meses) 3.0[2.5-5.5)p
Diagnéstico Definitivo 26 (96.29%)
Criterios diagnosticos
Mayores 26 (96.29%)
Tuberes corticales multiples 26 (96.29%)
Manchas Hipocrémicas 26 (96.29%)
Rabdomioma Cardiaco 24 (88.88%)
Placa de Shagrin 7 (25.92%)
Nédulo Subependimario 5 (18.51%)
SEGA 5 (18.51%)
Angiofibroma Facial 5 (18.51%)
Hamartoma Retiniano 4 (14.81%)
Angiomiolipoma Renal 3 (11.11%)
Menores 14 (100%)
Manchas Confeti 13 (72%)
Fibroma Intraoral 4 (22 %)
Quiste Renal 1 (6%)
Desarrollo de criterios 10 (100%)
SEGA 3 (30%)
Hamartoma Retiniano 2 (20%)
Rabdomioma Cardiaco 4 (40%)
Tuberes corticales 1 (10%)

P Valores expresados en medianay RIC [25 — 75%]
Abreviaturas: SEGA

El Rabdomioma cardiaco se presentdé en 7 pacientes como hallazgo prenatal y fue
confirmado al nacimiento

Dentro de los criterios diagnésticos los mayores predominaron manchas hipocromicas,
tuberes corticales y rabdomiomas en 26 pacientes correspondiendo al 96.29%, seguido de
rabdomiomas cardiacos en 24 pacientes (88.8%), en 7 pacientes placa shagrin, en 5
pacientes correspondiente al 18.51% tenian nddulo subependimario, SEGA y Angiofibroma
Facial. En menor frecuencia hamartoma retiniano y angiomiolipoma renal en 14.81% vy
11.11% respectivamente. Como se muestra en la siguiente tabla
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Por otra parte, se desarrollaron nuevos criterios en 10/27 pacientes a lo largo de su
seguimiento que por orden de frecuencia se observé rabdomioma en 4 (40%, SEGA en 3
pacientes (30%) 2 pacientes hamartoma retiniano y 1 tuberes corticales

GRAFICO 2.CRITERIOS MAYORES

E Tumor Tubercorticales = Manchas Hipocrémicas = Rabdomioma Cardiaco

Placa de Shagrin E Noédulo Subependimario 2 SEGA
E Angiofibroma Facial E Hamartoma Retiniano = Angiomiolipoma Renal
120
96.29 96.29

100 88.88

80

60

0 25.92 18.51 18.51 18.51

20 : ) : 14.81 11.11

. = ===

Frecuencia (%)

En lo que respecta a los criterios menores los representativos fueron 3 con lesion dérmica,
seguido de fibroma oral en 22% y quiste renal en 1 paciente correspondiendo al 6%
representado en el grafico 3.

GRAFICO 3. CRITERIOS MENORES

B Manchas Confeti W Fibroma Intraoral ~ m Quiste Renal

De las manifestaciones clinicas como sintoma inicial 7 debutaron como taquicardia o
desaturacion asociado a Rabdomioma cardiaco y el resto 20/27 presentaron crisis.

Tabla 5. Tratamiento empleado

Variable N =27 (100%)
Farmacoldgico 26 (96.29%)
LVT 15 (57.69%)
AVP 9 (34.61%)
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CBZ 7 (26.92%)

Everolimus 5 (19.23%)
VGB 5 (19.23%)
TP 4 (15.34%)
OXC 4 (15.38)
Fenitoina 3 (11.53)
No farmacolégico 1 (100%)
Dieta Cetogénica 1 (100%)

P Valores expresados en medianay RIC [25 — 75%)]
Abreviaturas:

En cuanto al tratamiento se encontr6 que 27 pacientes (96.29%) tenia algun tipo de
tratamiento con algun antiepiléptico ya sea en monoterapia o politerapia y un paciente por
crisis refractarias en tratamiento con everolimus.

Tabla 6 Comorbilidades asociadas

Variable N = 27 (100%)
Comorbilidades asociadas 26 (96.29%)
Tipo de comorbilidades
Discapacidad 19 (73.07 %)
Autismo 2 (7.69 %)
Agresividad 4 (15.38%)
Disfuncién visual 1 (3.84 %)
Tiempo de aparicion de comorbilidades (afios) 7.0[5.0 - 8.5)p

P Valores expresados en medianay RIC [25 — 75%)]

Dentro de las comorbilidades de nuestro grupo la mas frecuente fue de 19 paciente el
73.07% por algun grado de discapacidad intelectual, englobada de manera general ya que
no se hizo diferenciacion de la gravedad de esta, agresividad 4 pacientes (15.38%) y
autismo en 2 pacientes siendo el 7.69%, como se representa en la tabla 6 y grafico 4

Grafico 4. Tipo de Comorbilidades
80
70 e
60
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40
30

20

10 LV —
VR

Discapacidad (%) Autismo (%) Agresividad (%) Disfuncién visual (%)

En el caso del paciente con disfuncion visual también cursaba con Hamartoma retiniano.
El diagnostico de autismo fue acorde a lo reportado en expediente electrénico.
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13.- DISCUSION

Se realizo una busqueda en la literatura de genotipo y fenotipo en pacientes con CET
encontrando 3 poblaciones diferentes, China, India y Grecia.

En 77 pacientes del suroeste de China de los cuales 47 correspondian a hombres 30 a
mujeres incluyeron 13 casos indice y 64 esporadicos cumpliendo criterios diagndsticos del
CET acorde a criterios del 2012, en éstos las edades de los pacientes indice en su primer
examen fueron de 0.9 a 65 afios, con una mediana de edad de 10 afios y una edad promedio
de 14.3 + 13.8 afios. La edad de los pacientes al diagndstico se centra principalmente en
menores de 10 afios, lo que se puede observar de forma evidente en el grupo TSC2 siendo
masculinos 61% 44/77 sin diferencias significativas en distribucion de las caracteristicas
clinicas se reportaron nédulos subependimarios (83.1 %), crisis 58/77 (75.3 %) y lesiones
cutaneas como angiofibroma facial (68.8 %) y maculas hipomelanoéticas (68.8 %)

La correlacion fenotipica la manchas hipomelanéticas ocurrieron mas en pacientes con
mutacion en el gen TSC2 y la placa Shagrin rel al Tscl (44.4% Frente a 26.7%)*°

Se realizé estudio de genes TSC1, TSC2, mediante secuenciaciéon Sanger para todos los
exones codificantes de los genes TSCI Y TSC2 y amplificacién de sonda dependiente de
ligadura multiplex MLPA. Un cambio de nucleétido se consideré como una variante de
significado desconocido cuando era nuevo y los padres no estaban disponibles para el
estudio. Se identificaron mutaciones en un total de 63/77 (81,8 %) casos, incluidas 18
mutaciones en TSC1 puntuales en 18 paciente_(8 mutaciones sin sentido, 6 cambio de
marco, 1 con cambio en el marco, 1Imutacion sin sentido y 2 en el sitio de empalme), Y

en el exon 8 del gen tscl detectaron >mutaciones 5/63; 7.9 del total de las mutaciones y 45
mutaciones en TSC2 (13 sin sentido (13/40, 32%), 3 sin sentido (3/40, 8%), 6 de empalme
(6/40, 15%) 6 de cambio de marco (6/40, 15%), 12 mutaciones de cambio de marco (12/40,
30%) y 5 deleciones grandes). Grandes deleciones se presentaron exclusivamente en el
gen TSC2, lo que representa el 7.9% de todas las mutaciones en este estudio 2%

Los exones 27 y 40 del gen TSC2 revelan una frecuencia relativamente mayor de
mutaciones en este estudio. Casi todas las mutaciones de cambio en marco identificadas
en el TSC2 El gen se distribuy6 en los dominios de la proteina activadora de GTPasa (GAP)
y Rabaptin (exdn 34—40. Catorce nuevas mutaciones fueron identificadas en este estudio.

En comparacién con nuestra cohorte encontramos que la edad de presentacion fue mas
temprana respecto a este estudio ya que la mediana de edad al inicio de los sintomas fue
de 3 meses (media, 2.5 £ 5.5 meses) rango, 0-5 afios). Asi como una edad de diagnéstico
a los 3 afos posiblemente porque se realiz6 basqueda de pacientes en seguimiento por
Neurologia Pediatrica, se encontraron pacientes adultos quiz& por tratarse de un hospital
de referencia. En las manifestaciones clinicas a diferencia de lo que reportan de fenébmenos
fueron tuberes corticales y maculas hipopigmentadas de los criterios mayores y manchas
confeti de los menores.

En la poblaciéon de la India en noventa y ocho pacientes con TSC por criterios diagnésticos
y edad comprendida de 0-16 afios, se inscribieron para las pruebas genéticas de TSC
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después de una evaluacion clinica y neuro-conductual. De los 98 pacientes fueron hombres
59 (60%) y mujeres39 (40%). 9 fueron no incluidos por no consentir al estudio: 89 pacientes
de estos 83 (84.7%) casos se clasificaron como definitivos mientras que 6 (6.1%) se
clasificaron como posible diagndstico de CET?. Las Manifestaciones con mayor frecuencia
detectados fueron: dermatoldgicas (mancha confeti, placa Shagrin, macula hipomelanoticas
y fibroma), tuberes de predominio frontal en los pacientes con autismo, alteraciones renales
en 30%, y 10% presentaron alteracion oftalmoldgica. Crisis referidadas como ténico clénico
generalizada 28%, espasmos infantiles 27% espasmo flexores 13.5%, crisis focal 13.5 y
mioclonias en 9% 2. Comorbilidades en 17/89 (19% autismo en base a escala DSM-V y
CARS), discapacidad intelectual 56/89 (62%) En la evaluacién del desarrollo vy
comportamiento para establecer el nivel de gravedad ésta fue leve en 23(26%), moderada
en 19 (21%) y grave en 14 (15%) enfermos?! En los estudios de MLPA y Secuenciacion
Sanger a los casos negativos para MLPA, asi como secuenciacion de exoma completo en
un paciente que no se encontré ninguna variable. Se identificaron en 15/89 (15.3%) grandes
reordenamientos en aproximadamente el 1 % en los genes TSC1 y el 14.3 % en los genes
TSC2. El presente estudio observo la presencia de duplicaciones en dos (2%) casos, ambos
relacionados con genes contiguos TSC2/PKD1 en 7 pacientes que, segun nuestro
conocimiento, se informa por primera vez. Se identificaron un 8,1% de pequefias variantes
en el gen TSC1 y un 85,7% en el gen TSC2, de las cuales 23 eran variaciones novedosas
y en seis (6,1%) no se encontraron variantes. En la secuenciacion de genes TSC1/TSC2,
en los 83 casos restantes de TSC, 23 (2.7 %) eran familiares y 60 (72.3 %) eran
esporadicos. En 23 casos familiares, se identificaron variantes causantes de la
enfermedad en cinco casos (6%) en el gen TSC1.

Respecto a nuestra cohorte fueron similares las comorbilidades siendo la discapacidad
intelectual, seguido de agresividad 4 pacientes (15.38%) y autismo en 2 pacientes 7.69%.
este Ultimo probablemente con menor frecuencia porque no se indago con pruebas de
diagnosticas pertinentes, lo que explicaria un mayor porcentaje de agresividad. En lo que
respecta a los criterios mayores al igual que nuestros pacientes fueron los tuvieres
corticales y las lesiones dérmicas. Nosotros encontramos como sintoma inicial en 20/27
crisis epilépticas las cuales se modificaron segun la evolucién y edad del paciente.

En poblacién griega se estudiaron a 20 pacientes (65%) pacientes de los cuales 13 tenian
diagnéstico definitivo y 7(35%) un diagnostico probable conforme??.Dentro de los criterios y
manifestaciones las displasias corticales se encontraron en TSC1: 5/6 (83%); TSC2: 5/7
(71%), el desarrollo de SEGA fue una caracteristica de los probandos TSC2 Unicamente
(TSC1: 1/5 (20 %); TSC2: 5/7 (71%). Las crisis epilépticas fueron mas graves en los
pacientes TSC2 y esto fue seguido por caracteristicas Trastorno neuropsiquiatrico asociado
a CET (TAND) mas pronunciadas. Ademas, se observaron multiples hamartomas retinianos
y un solo caso de LAM solo en pacientes con TSC2, mientras que la Linfangioleimiomatosis
LAM estuvo presente en pacientes con TSC1 y TSC2 en porcentajes bastante similares
(TSC1: 2/6 0 33 %; TSC2: 3/7 0 43 %)?. En el estudio, se realizé un andlisis mutacional en
los exones codificantes y las uniones intrén/exén de TSC y TSC2. De los pacientes con
diagnostico definitivo 11/13 se encontré una mutacion TSC1 31% y en TSC2 en 54%, en el
resto solo se detectaron 2/7 mutaciones de TSC1 en 29% de los casos. Se identificaron
para el primer grupo 13 mutaciones con 5 nuevas variantes (c.1681 1700del20
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(p.Ser561Glyfs*20) y ¢.2263 C > T (p.GIn755*) en TSC1; c.648 + 1 G > T, c.826delA
(p.Met276CysFs*17) y ¢.4942 A > T (p.llel648Phe) en TSC2%.6 mutaciones del TSC1
incluian (3 mutaciones sin sentido, 2 delecciones, 1 mutacién missense 4/6 ya se habian
informado en LOVID Leiden Open Variation Database; de éstas 3 eran mutaciones de novo
y 3 familiares ?2. Del gen Tsc2, 7 mutaciones correspondian a 1 insercién, 1 deleccion, 2
mutaciones sin sentido, 3 mutaciones en sitio de empalme, una de ellas de origen familiar
y el resto de novo.

En nuestra cohorte solo un paciente tenia diagndstico posible y el resto cumplian con
diagnéstico definitivo acorde a criterios diagndésticos y 2 pacientes presentaron Deleccion y
Mutacién del gen TSCL1 y el otro afectacion en TSC2 y un polimorfismo heterocigoto C3324¢
>T en proteina pGly1108Gly. Debido a que actualmente las muestras estan pendientes de
ser procesadas se continuara surgiendo informacion.

14.- CONCLUSIONES

En nuestros paciente se observo un predomino del sexo masculino (70.3% de los casos)

Hubo una correlacion entre las manifestaciones clinicas y criterios diagnésticos
principalmente los que afectan a piel, cerebro y corazén con epilepsia

Aun pendiente de secuenciacion masiva para observar si existe asociacion mas
estrecha de genotipo fenotipo lo que resultaria importante ya que no existen estudios al
respecto en poblacién mexicana.
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ANEXO 1
CARTA DE ASENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO

CARACTERIZACION DE LOS GENES TSC1 Y TSC2 MEDIANTE ESTUDIO MOLECULAR EN PACIENTES
CON ESCLEROSIS TUBEROSA EN EL CMN 20 DE NOVIEMBRE

Ciudad de México., a de del afio 2022

La investigacion a la que se me invita es un estudio que hacen los doctores para saber sobre mi enfermedad.

De mi sangre sacaran en el ADN (donde se encuentra la informacion de la herencia) para ver si se encuentra la
causa de mi enfermedad

Se van usar unos aparatos muy nuevos por personas que saben mucho sobre estas pruebas
Esta prueba puede dar a mi doctor la informacidon sobre la enfermedad que tengo y él me dara el mejor tratamiento.
A mis papas (tutor-es) ya les dijeron de la prueba y estan de acuerdo

Me van a sacar sangre del pliegue de mi codo y eso me podra doler y sacarme un moretén chiquito.

(s (NO) quiero.

Datos de la Responsables de la investigacion a la cuales puedo comunicarme en caso de dudas o preguntas
relacionadas. Silvia Garcia rolasil@yahoo.com.mx, Teléfono: 52005003 ext. 14609. Dra. Sofia Lizeth Alcaraz Estrada
E-mail: sofializeth@gmail.com, Teléfono: 52005003 ext. 14509; Dr. José Antonio Venta Sobero, Teléfono: 52005003;

Presidenta del Comité de Etica Zoé Sondén zoesondon@yahoo.com.mx

(Nombre completo y firma)

Dra. Silvia Garcia
Paciente o tutor

Responsable
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ANEXO 1.1
CARTA DE CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO

NOMBRE DEL ESTUDIO: CARACTERIZACION DE LOS GENES TSC1 Y TSC2 MEDIANTE ESTUDIO
MOLECULAR EN PACIENTES CON ESCLEROSIS TUBEROSA EN EL CMN 20 DE NOVIEMBRE

Ciudad de México., a de del afio 2022

Por favor tome el tiempo necesario para leer este documento, pregunte al investigador sobre cualquier
duda que tenga, para decidir si participa debera tener conocimiento suficiente acerca de los beneficios y
riesgos del presente estudio.

La investigacion a la que se le esta invitando a participar tiene como objetivo estudiar su ADN
(material donde se encuentra la informacion genética —herencia- que se localiza en todas la células

de su cuerpo) a través de una técnica que se llama secuenciacion, esto es, mediante el uso de
tecnologia avanzada y novedosa en nuestro pais se estudiara el ADN, con el propdésito de intentar explicar,
al menos parcialmente, la causa de su enfermedad (o de su hijo). Este estudio podria ayudar al diagndstico
de la enfermedad neuroldgica que le aqueja (a su hijo).

En esta prueba, se pueden identificaran aquellos cambios en el ADN cuyo significado clinico no sea
evidente y no estén registrados como cambios presentes en poblacién sana. En estos casos, podrian
realizarse estudios predictivos de bioinformatica (por computadora) para estimar los posibles efectos de
estas variantes.

En ocasiones, se requerira una nueva muestra si es necesario la realizacion de otras pruebas genéticas,
a partir de este estudio. Es una practica rutinaria, si la persona lo acepta (si) (no) que los excedentes de
muestra (ADN) sean almacenados, durante un maximo de 5 afios, para poder ser utilizados en caso de
una repeticién del estudio para confirmacion diagnéstica o para estudios de investigacion vinculados con
otras enfermedades. El material generado a partir del ADN obtenido de las muestras, denominado librerias
gendmicas, seran destruidos después de ese tiempo.

Limitaciones
En casos excepcionales, no se puede realizar la lectura de regiones especificas del ADN lo que limita la
obtencion de resultado confiable para cierta regién de su ADN.

Informe de Resultados

La interpretacion clinica de los resultados se basara en la informacion cientifica actualizada disponible, la
informacion clinica facilitada y el tipo de estudio solicitado y sera su médico tratante quien se la
proporcionard y le proporcionara toda la informacién que usted solicite. Mediante la realizacién de esta
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prueba se puede obtener informacidn genética de la persona estudiada o sobre los miembros de su familia
no relacionada con la preocupacion médica para la cual esta prueba ha sido solicitada.

Conocer esta informacién podria causar ansiedad y estrés psicoldgico. Esta informacion podria revelar un
riesgo genético de desarrollar una enfermedad mas adelante en la vida. Estos hallazgos podrian estar en
relacién con:

1) Enfermedades distintas a la razén médica por la que se ha solicitado la prueba de secuenciacion
2) Trastornos que no tienen tratamiento actualmente.
3) No paternidad (el padre no es el progenitor biolégico) u otros parentescos familiares no esperados.

Siguiendo las recomendaciones del colegio Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG) solo se
informard, si se identificasen en el analisis de los resultados, sobre aquellas variantes que afectan a los
genes seleccionados por estar implicados en condiciones médicas que pueden ser validadas por otros
métodos diagndstico o requerir intervencion clinica.

Riesgos y molestia
Ya que se obtendran 5 ml de sangre en una vena del pliegue del codo podria haber las siguientes
molestias:
Por latoma de sangre:
a) Malestar y dolor leve, formacion de hematoma o morete en el sitio donde se extraiga a
sangre (del piquete de la vena) y en casos excepcionales una infeccién.
Por la extraccién de sangre:
b) Ninguna

La muestra sera tomada por personal calificado del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre,
ISSSTE, México o de su médico tratante.

Beneficios:
La informacion recabada en este estudio servira en el tratamiento de futuras generaciones.

Una vez que lei la informacién anterior bajo la tutela y explicacién del proyecto

CARACTERIZACION DE LOS GENES TSC1 Y TSC2 MEDIANTE ESTUDIO MOLECULAR EN PACIENTES

CON ESCLEROSIS TUBEROSA EN EL CMN 20 DE NOVIEMBRE
”,yo nombre del tutor del paciente he recibido la informacion de mi médico sobre la indicacion, proposito
caracteristicas y riesgos potenciales del estudio mediante secuenciacién de mi muestra sanguinea y/o la
de mi hijo la cual sera obtenida a través de una vena de mi antebrazo.

Asimismo, he tenido la oportunidad de leer la informacion adicional facilitada sobre la prueba y mis
preguntas han sido respondidas satisfactoriamente.

Comprendo el propdsito y las limitaciones de la prueba, en particular que podrian no detectarse
mutaciones

Comprendo que es posible que se me solicite una nueva extraccion de sangre para repetir la prueba o
para la realizacién de pruebas adicionales.

Entiendo que la interpretacién clinica de los resultados se basara en la informacion cientifica disponible
actualmente, la informacion clinica facilitada y el tipo de estudio solicitado. A medida que el conocimiento
médico avance y se realicen nuevos descubrimientos, la interpretacion de los resultados podria cambiar.

Comprendo que mediante la realizacion de esta prueba se puede obtener informacion genética sobre mi
(mi hijo) o sobre los miembros de mi familia no relacionada a la preocupacion médica para la cual esta

prueba ha sido solicitada.
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Acepto que en caso de identificarse se informaran como hallazgos incidentales las variantes patogénicas
0 probablemente patogénicas se me de la informacidn de acuerdo a las pautas anteriormente descritas

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de la toma de muestra.

El investigador responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier hallazgo
gue pudiera ser ventajoso para el tratamiento, evolucidon o prondstico de cualquier padecimiento de
guienes participamos, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar las dudas que le plantee acerca
de los procedimientos que se llevardn a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado
con la investigacion en cualquier momento que lo solicite.

Los investigadores responsables han brindado la seguridad de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que se deriven de mi participacion y que los datos relacionados con mi
privacidad seran manejados en forma absolutamente confidencial. Para cumplir lo anterior, el investigador
utilizara para la creacion de la base de datos (que tendran mi informacion clinica, asi como las respuestas
del cuestionario acerca de mis datos que se me aplicard), nimero de identificacion (NO se empleara mi
nombre) para identificarme y de esa forma conservar mi anonimato. Esta informacion y la derivada del
estudio serdn manejadas Unicamente por los investigadores responsables y solamente se dara a conocer
a otra persona si yo lo solicito por escrito.

Si procede: Asi mismo manifiesto haber recibido informacién suficiente y clara para el estudio propuesto,
doy mi autorizacion de ser incluido en este proyecto de investigacion

A si mismo manifiesto que se ha obtenido el ASENTIMIENTO del menor a mi custodia, para participar
voluntariamente en el proyecto de Investigacion.

Nombre y firma del Participante o Representante legal
Parentesco

TESTIGOS:

(Nombre completo y firma) (Nombre completo y firma)

Datos de la Responsable a la cuales puedo comunicarme en caso de dudas o preguntas relacionadas.
Dra. Sofia Lizeth Alcaraz Estrada, E-mail: sofializeth@gmail.com, Teléfono: 52005003 ext. 14509; Dr.
José Antonio Venta Sobero, Teléfono: 52005003; Silvia Garcia rolasil@yahoo.com.mx, Teléfono:
52005003 ext. 14609.

Dra Silvia Garcia (Nombre completo y firma)
Paciente o tutor
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ANEXO 2

AVISO DE PRIVACIDAD
TITULO DEL PROYECTO DE

INVESTIGACION: CARACTERIZACION DE LOS GENES TSC1 Y TSC2 MEDIANTE
ESTUDIO MOLECULAR EN PACIENTES CON ESCLEROSIS TUBEROSA EN EL CMN
20 DE NOVIEMBRE

El presente Aviso de Privacidad tiene como objeto informarles sobre el tratamiento que se le daré a
sus datos personales cuando los mismos son recabados, utilizados y almacenados.

Investigador responsable de recabar sus datos personales, de su uso y proteccién:
Nombre: DRA SILVIA GARCIA
Domicilio: SAN LORENZO COL DEL VALLE, ALCALDIA BENITO JUAREZ

Teléfono: 52005003 EXT 14609 Correo electronico: even.fi@gmail.com

Su informacién personal sera utilizada con la finalidad de proporcionar informacién sobre
examenes practicados, informacién sobre su padecimiento. para lo cual requerimos obtener los
siguientes datos personales: nombre, fecha de nacimiento, numero de seguridad social. estos
datos son considerados como sensibles de acuerdo a la Ley Federal de Proteccion de Datos
Personales en Posesion de los Particulares.

Es importante que usted sepa que todo el equipo de investigacion que colabora en este estudio se
compromete a que todos los datos proporcionados por usted seran tratados bajo medidas de
seguridad y garantizando siempre su confidencialidad. En el caso de este proyecto las medidas que
se tomaran para ello serdn: numero de expediente y se almacenaran en archivo electrénico a
cargo del investigador principal.

Los datos que usted nos proporcione no seran compartidos con otras instancias o instituciones y
Unicamente seran usados por el equipo de investigadores para este proyecto.

Usted tiene derecho de acceder, rectificar y cancelar sus datos personales, asi como de oponerse
al manejo de los mismos o anular el consentimiento que nos haya otorgado para tal fin,
presentando una carta escrita dirigida a el/ la investigador responsable Dra. Silvia Garcia
investigador responsable rolasil@yahoo.com.mx, Teléfono: 52005003 ext. 14609
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