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RESUMEN

La deficiencia mdltiple de sulfatasas (DMS) o enfermedad de Austin es una
enfermedad metabdlica del tipo de las lipidosis. Se manifiesta por ictiosis y alteraciones
neurodegenerativas que afectan principalmente a nifios y jovenes en la primera y
segunda décadas de la vida. Su patron de herencia es autosémico-recesivo siendo una
entidad rara en la gue no se ha determinado su frecuencia. La DMS se debe a un
defecto en un factor activador, comun a 9 sulfatasas, que lleva a cabo una medificacion
postraduccional en el dominio activo de dichas enzimas.

El objetivo del presente trabajo es el estudio de una familia mestiza mexicana con DMS,
en la busqueda de nuevos datos que enriquezcan el conocimiento de la enfermedad.

El diseno del estudio es reporte de casos clinicos.

Los procedimientos incluyeron valoracion clinica especializada (neurologica,
oftalmoldgica, audioldgica y genética), estudios de gabinete (Rx, EEG, RMN]}, analisis
de la actividad enzimatica de las enzimas arilsulfatasas A, B y C. El estudic de la
actividad de la enzima FALDH se realizd para el diagnéstico diferencial de DMS. El
estudio molecular de STS se llevé a cabo para descartar un sindrome de genes
contiguos,

El andlisis de los datos obtenidos muestra caracteristicas clinicas nuevas y ausencia de
otras informadas anteriormente. Nuestros pacientes presentan un cuadro clinico atipico
de DMS.



ANTECEDENTES

Las enfermedades manifestadas por ictiosis y deterioro neurolégico progresivo son
heterogéneas. Las caracteristicas clinicas especificas de estas enfermedades han
permitido identificar diferentes patologias, entre ellos e! sindrome de Rud caracterizado
por ictiosis, deficiencia mental, epilepsia e hipogonadismo; el sindrome de Sjbgren-
Larsson que presenta como caracteristicas fenotipicas principales ictiosis laminar,
pardlisis espastica, retraso mental, retinitis pigmentosa y deterioro neuroldgico
progresivo, el sindrome de Conradi con datos clinicos como alopecia cicatricial, nariz en
silla de montar, catarata congénita, ictiosis eritrodérmica y condrodisplasia punctata; el
sindrome de Kid caracterizado por queratitis, sordera e ictiosis laminar; la enfermedad
de Refsum con ictiosis discreta, paralisis flacida progresiva, polineuritis crénica
hipertréfica y degeneracion retiniana pigmentaria; la deficiencia multiple de suifatasas
(DMS) que consiste en retraso mental, ataxia, coriorretinitis, alteraciones del tono
muscular, alteraciones del lenguaje, datos moderados de enfermedad de depésito e
ictiosis. Se ha incluido en este grupo de enfermedades a la deficiencia de sulfatasa
esteroidea (STS) gque presenta ictiosis asociada en ocasiones a criptorquidia y
opacidades comeales. Cuando esta deficiencia se asocia a hipogonadismo, anosmia y
retraso mental representa lo que se conoce como un sindrome de genes contiguos (1).
La eficlogia de estas enfermedades es metabdlica debida generalmente a alguna
deficiencia enzimética, siendo dificll su caracterizacién bioquimica. Todas presentan
una gran similitud clinica y el defecto molecular de estos padecimientos no se ha
identificado en muchas ocasiones (2}.

Dlesde 1910 Alzheimer realizando la autopsia de un adulto con una enfermedad
neurotdgica progresiva, encontrd material que se tefiia metacromaticamente en tejido
cerebral adulto, denominando a esta enfermedad leucodistrofia metacromética (LMC).
Posteriormente en 1958 Jatzkewitz y Austin en forma independiente describieron un
gran exceso de sulfatidos en tejidos de pacientes con LMC. En 1963 Austin reporto ia
deficiencia de arilsulfatasa A (ARS-A) en fejidos de pacientes con LMC y lmés tarde
Mehl y Jatzkewitz en 1964 demostraron en un paciente con LMC atipica, un bloqueo del
sulfato de cerebrdsido e hicieron una descripeidn de [a deficiencia de un factor estable



al calor, cuya funcidn era aumentar ia actividad de ARS-A. En 1965 se describid una
variante de LMC con datos de mucopolisacaridosis, pero es Austin en 1973 quien
identifica é la deficiencia de dos sulfatasas lisosomales (A y B) y una arilsulfatasa
microsomal (ARS-C) como causa de esta variante. Posteriormente, Basner la denomina
DMS al encontrar deficientes 7 sulfatasas. Horwitz en 1979 concluyé que este defecto
probablemente se debe a una falla en el proceso regulatorio de la produccion de
sulfatasas (3). Mas tarde en 1995, Schmidt confirma este mecanismo de enfermedad en
las enzimas ARS-A y arilsulfatasa B (ARS-B), extrapolandolo al residuo de cisteina
conservado en las 6 sulfatasas humanas conocidas, incluide dentro de una secuencia
de 13 residuos altamente homélogos, 9 de elics conservados en 5 de 6 sulfatasas (4).
Neison en 1897 logrd inmortalizar y caracterizar una linea celular con el defecto
molecular, demostrando el defecto al realizar pruebas de complementacion en hibridos
con deficiencia tnica y con DMS (5).

{a DMS, denominada actualmente sulfatidosis juvenil tipo Austin es una enfermedad
autoséimica recesiva rara, Se han reportado alrededor de 50 casos (3) y su diagnéstico
se realiza con base en la deficiencia de mas de 9 sulfatasas {6). Como consecuencia de
la deficiencia de estas enzimas, se acumulan sus correspondientes sustratos gue
corresponden a los sulfatos de glicolipidos, glicosaminoglicanos (GAGS) y estercides
(7).

Las manifestaciones clinicas de }a DMS incluyen datos tanto de leucodistrofia
metacromatica como de mucopolisacaridosis. El deterioro neurclégico muestra una
expresion variable y la ictiosis se desarrella a los 2 0 3 arfios de edad. Los hallazgos
oculares incluyen estrabismo, opacidad comeal, atrofia Optica, degeneracién retiniana y
ocasionalmente se presenta méacula rojo-cereza. Ademas de las caracteristicas faciales
toscas, se advierte retraso en el desarrollo, hepatoesplenomegalia y anommalidades
esqueiéticas que ocurren en etapa tardia. (7).

£n los estudios paraclinicos se encuentran cantidades elevadas de los sulfatos de
dermatan y heparan en orina e incremento de las proteinas de LCR en estadios tardios.
En los estudios histopatolégicos pueden observarse como datos inconstantes granulos
de Alder-Reilly en médula 6sea y en leucocitos de sangre periférica. Los rayos X



muestran datos de disostosis multiple como son silla turca en “J°, aplanamiento de
arcos costales, deformidades en acetdbulo, esterndn, vértebras lumbares en “pico de
loro” y falanges ensanchadas. La biopsia de nervios periféricos muestra degeneracion
metacromatica de mielina (3).

La Tomografia axial computarizada (TAC) y/o Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
muestra patrones anormales de mielinizacion y crecimiento ventricular con moderada
atrofia cerebral progresiva (3).

El diagnostico de certeza se realiza al encontrar disminuida la acfividad enzimatica de
las arilsuifatasas (ARSs) A, B y C de liquidos corporales, rifion, cerebro, higado y otras
lineas celulares, aunque tedricamente 9 sulfatasas deben estar deficientes (5).

Se ha intentado clasificar a esta enfermedad por diversos criterios. Uno de ellos es el
dinico y se basa en las caracteristicas tempranas de la LMC (9). Sin embargo, los
casos reportados de DMS no permiten esta clasificacién, ya que el cuadro clinico inicial
puede pasar desapercibido. Por otra parte, las fases clinicas no se han podido
correlacionar con las clasificaciones bioquimicas,

Una de las clasificaciones bioquimicas se basé en la correccion del defecto in vitro al
afiadir tiol-proteasas, denominando grupo | a la deficiencia grave y grupo Il a la
deficiencia moderada. Lo inconveniente de esta clasificacion es que se planted antes de
conocerse el defecto basico de la enfermedad, de manera que en el grupo | se incluian
los casos con actividad residual de las ARSs A, B y C menor o igual al 10% de lo
normal o una actividad 10 veces menor que el control y en el grupo Il los casos con
actividad residual de mas del 90% o una actividad de la ARS-A 2-3 veces menor y de
ARS-B a 1a mitad de lo normal (10). Otra clasificacién bioquimica se realizd con base en
la variabilidad bioquimica. E1 grupo | incluye los casos con deficiencia de las 3 ARSs. El
grupo |, en donde se ha encontrado francamente deficiente la actividad de las enzimas
ARS-A y ARS-B y la mitad de la actividad de ARS-C o inclusive normal y el grupo I con
actividad enzimatica de ARS-A semejantes a las de la pseudodeficiencia (niveles
intermedios sin manifestaciones neurodegenerativas de LMC) y deficiencias de ARS-B
y ARS-C (11).



Las sulfatasas son responsables de activar a los suifatidos, los cuales son glicolipidos
anidnicos esenciales para [a integridad de fa membrana y pueden participar como
cofactores para la Na'/K'-ATPasa y para receptores GABA, serotonina y opiaceos (6).
Todos los miembros de la famiia de las sulfatasas catalizan l2 hidrdlisis de enlaces
éster sulfato {actividad de O-sulfatasa) en glicosamincgiicanos {(GAG), sulfolipidos y
sulfatos beta-hidroxiesteroides. La mayoria de las sulfatasas estan localizadas en
lisosomas, donde efectlian en un medio acidico las reacciones de desuifatacion, fas
otras son microsomales y actuan a pH medio (12).

Las ARSs estan caracterizadas por su capacidad de hidrolizar éster sulfato de
compuestos aromaticos cromogénicos o flucrogénicos, tales como p-nitrocatecol-sulfato
(p-NCS8) y el sulfato de 4- metil lumbeliferil (4-MU). Se conocen 6 enzimas de este grupo
denominadas de la A ala F (6).

La ARS-A es lisosomal, se encuentra principalmente en higado, placenta y fibroblastos.
Es un polipéptido con pese molecular {PM) de 62 kDA, cuyo cDNA clonado predice una
proteina con 507 aminoacidos (aa) con 3 sitios de N-glicosilacién, con actividad de
hidrolasa del éster-sulfato de los galactosil-cerebrésidos. Su deficiencia aislada produce
leucodistrofia metacromatica aunque también se ha implicado en algunas
enfermedades psquiatricas y en los efectos neuropatoldgicos dei alcohot (13-14).

La ARS-B es lisosomal y se ha relacionado con el sindrome de Maroteaux-Lamy o
mucopolisacaridosis VI. La enzima se ha purificado de placenta humana e higado
donde existe como monémero. Tiene 533 aa, 46 de los cuales corresponden a un guia
péptido, presenta gran similitud con otras sulfatasas especialmente en el extremo amino
e hidroliza e grupo sulfato de la posicion 4 de los residucs N-acetilgalactosamina de los
residuos de sulfato de dermatan, sulfato de condroitin y GAG (15).

La ARS-C es conocida como STS. Esta enzima difiere de otros miembros de la familia
por su localizacién microsomal y su actividad a pH neutrg. Esta implicada en la via
sintética no degradativa de hormonas esteroideas, siendo su principal sustrato natural
el sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS). Ademas hidroliza p-nitrofenilsulfato y el
sulfato de 4-MU. La enzima activa es un multimero de subunidades idénticas con PM
cada una de elias de aproximadamente 63 kDa, el agregado mas pequefio que tiene



actividad parece ser un dimero de 126 kDa. Por analisis de inactivacion de neutrones
se enconfré uno con PM de 533 kDa y por cromatografia otro de 1000 kDa. La enzima
parece ser una glicoproteina, con una vida media de aproximadamente 4 dias. Los
estudios de secuenciacion predicen una forma madura de 583 aminoacidos (aa) con
una sefial hidrofobica de 22 aa, la cual es escindida después de la translocacién a
través de la membrana del reticulo endoplasmico (RE). Presenta una larga region
hidrofébica asi como 2 dominios transmembranales potenciales. Stein propuso un
modelo con tres dominios ubicando los extremos carboxilo y amino en los extremos
luminales de [a membrana (16-17).

Las ARSs D y F se han localizado en RE y la arilsuifatasa E (ARS-E) en aparato de
Golgi. El papet fisiologico y los sustratos naturales de las ARSs E y F no han sido
definidos, sin embargo, son activas con el sustrato artificial fluorogénico (6). De este
grupo, la ARS-E es la tnica que se ha relacionado con enfermedad (Condrodisplasia
punctata) (Tabla 1). Aunque esta enfermedad presenta heterogeneidad genética, la
forma ligada al cromosoma X tiene algunas caracteristicas comunes a la DMS. El
praducto del gen se ha reconocido como Un precursor de 60 kD, sujeto a N-glicosilacién
con una forma madura de 68 kD. En forma interesante la ARS-E presenta homologia
con STS en tres de 4 sitios de glicosilacion (18-19).

Enzima | Enfermedad Localizacién celular Proteina  Localizacién del gen
ARS-A [Leucodistrofia metacromatica Lisosomal 507 aa  22q13

ARS-B | Maroteaux-L.amy Lisosomal 553aa  5q13-ql4

ARS-C | Ictiosis ligada al X Microsomal 583aa Xp223

ARS-D [? Reticulo endopidasmico  * Xp22.3

ARS-E | Condrodisplasia punctata Lig-X  Aparato de Golgi 584aa Xp223

ARS-F |7 Reticulo endopldsmico  * Xp22.3

Tabla 1; Se muestran algunas caracteristicas de las ARSs. * Dato no informado



Otras enzimas con actividad de sulfatasa son las suifatasas de iduronato-2-sulfato, de
heparén, de acetilgalactosamina-6-suifato y de N-acetifglucosamina-6-sulfato (6).

El defecto original de la DMS reside en el gen que modifica postraduccionalmente las
sulfatasas dentro de la ruta secretoria (6). El residuo de cisteina modificado se
encuentra en una secuencia consenso de 13 aa y puede actuar como un residuo de
reconocimiento colineal para la maquinaria que modifica a la cisteina (figura 1).

ARS-A SLCTPSRAALLTGRL
ARS-B PLCTPSRSQLLTGRY
STS PLCTPSRAAFMTGRY
Sulfatasa de N-acetil-glucosamina ALCCPSRASILTGKY
Sulfatasa de iduronato AVCAPSRVSFLTGRR
Sulfatasa de N-acetil-galactosamina PLCSPSRAALLTGRL

Figura 1: Residuos de aminodcidos en comun de las sulfatasas humanas

Esta cisteina se ha correlacionado con un novedoso derivado de aminoacido, la
formilglicina (Fgly) o &cido 2-amino-oxo-propiénico gue se encuentra en el sitio predicho
para la cisteina, Este residuc es altamente conservado como parte del hexapéptido L/V-
FGly-X-P-8-R, ubicado en la regién amino-terminal del polipéptido y contiene un grupo
OH o tiol en el residuo X. El residuo FGly es critico para la actividad catalitica de la
sulfatasa y puede ser generado a partir de cisteina o serina, en sulfatasas de
eucariontes y procariontes (20).

Se ha postulado que el mecanismo de oxidacion de las sulfatasas ocurre en el RE
cuando aun no se conforma la estructura secundaria de la proteina. Puede concebirse
como el resultado de una reaccién de dos pasos, el primero es una reaccién de
oxidacién que produce un tioaldehido como intermediario, seguida por un paso de
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hidrélisis que produce el aldehido y el sulfuro de hidrégeno (Figura 2) (21). Uno de los 2
grupos hidroxilos del modificador acepta el sulfato durante ¢l rompimiento del éster
Jlevando a la formacién de un intermediario de ia enzima (tioaldehido). £l ofro hidroxilo
es requerido para la subsecuente eliminacion del sulfato y la regeneracién del grupo
aldehido (hidrdlisis) (22). E! aldehido es parte del sitio catalitico y es probable que actie
como hidruro de aldehido para una rapida desulfatacién de la enzima a un pH acide
(23).

x xXH,H 85 HO HSH O

N
H,C-SH \ i‘ ¢ \ i‘ N\/CI:
1 e N E = -

NG H
H QO H O H O

Figura 2: Esquema del mecanismo de reaccion postulade para la conversion de cisteina en Fgly.{4)

Los estudios realizados por cristalografia en ARS-B también han sugerido gue los
residuos conservados en el sitio activo de ias suffatasas, estabilizan el ién calcio vy el
éster-sulfato en el sitio activo, apoyando el arquetipo de plegamiento en las sulfatasas
{Figura 3). Recientemente se observe el mismo efecto en la enzima ARS-A en relacién
al ién Mg {24-25).



Figura 3: Modelo tridimensional de ARS-B (7}

De las 6 ARSs conocidas, la A y la B, son autosdmicas (cromosomas 5 y 22}, mientras
que las demas estan codificadas en Xp22.3 (6).

ARS-A: El gen se localiza en 22q13 y consiste de 8 exones dentro de una regién de 3.2
kb. La regién 5' no traducida contiene elementos de control corriente arriba tipicos de
los genes estructurales. No tiene caja TATA ni CAAT y el sitio cap de RNAm se localiza
370 pb corriente arriba del inicio del ter coddn. Mas arriba se encuentran 4 secuencias
GC localizadas a -10, -40, -50 y -60 pb con posiciones tipicas de interaccion con el
factor de transcripcién Sp1 (5). Se han encontrado dos transcritos, de 4 y 3.2 kb y la



diferencia es debida a {a iniciacion de la transicion 5' del sitio cap de las especies de
RNAm de 3.2 kb. La secuencia codificante tiene 1518 pb y predice una proteina de 507
aa. Las secuencias de nucledtidos y aa de la ARS-A son altamente conservadas (26).

ARS-B: El gen contiene 8 exones y se localiza en 5q13-q14. Presenta miiltiples sitios
de inicio y la actividad del promotor se ha estudiado utilizando un fragmento de 398 pb
de DNA cuando se expresa transitoriamente en células BHK-21. En este caso se ha
utitizado el gen bacteriano de acetiltransferasa de clorarnfenicol como reportero. Este
promotor presuntivo estd focalizado en una isla CpG y contiene sitios de union Sply
AP2 pero carece de cajas TATAy CAAT { 15,27).

ARS-CISTS: El gen esta localizado en Xp22.3. Tiene una estructura completamente
distinta. Et gen STS se extiende sobre una regién de 146 kb, tiene 10 exones y
presenta dos regiones que no se transcriben, una en el extremo 5" de 206 pb y ofra
region 3' de 668 pb intercaladas por una secuencia de marco de lectura abierta de 1683
pb. La sefal de poliadenilacion se encuentra a 13 pb del inicio de la cola de poli-A. Se
han identificado 3 transcritos de RNAm de pesos moleculares diferentes en distintas
lineas celulares, como consecuencia de la adicion de colas de poli-A de longitud
variable. El promotor de STS tiene bajo contenido en GC, carece de sitios de union para
factores de transcripcion conocidos, Se han caracterizado varios sitios de inicio de
transcripcion dentro de una region de 1.3 kb en ef extremo 5. Estos incluyen tres
elementos potenciadores URE1, URE2 y URE3 y un elemento represor URE4 (16,28).

El gen STS se transcribe principalmente en placenta, higado y pulmén y es el Unico
gen que escapa a la inactivacion del X que no esta asociade con una isla CpG (25). El
producto del gen es un polipéptido con masa molecular de 62 kDa y presenta dos sitios
de glicosilacion (17,28,29).

Los genes de las demas arilsulfatasas estin localizadas dentro de un grupo de genes
en el brazo corto del cromosoma X humano en la banda Xp22.3. Los 3 miembros
identificados son los correspondientes a ARS-D, ARS-E y ARS-F que se expanden en
200 kb de DNA, 150 kb proximales ai limite de la regién pseudcautosémica. ARS-D y
ARS-E se encuentran en una region de 60 kb proximales a la region de 150 kb det
limite pseudoautosémico (PABX). ARS-D esta dividido en 10 pequefios exones,
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mienfras que ARS-E tiene un exén adicional en el extremo 5 no traducido, ambos
genes estan separados por 6 kb. ARS-F contiene 11 exones. El alineamiento de las
ARS-D, ARS-E y ARS-F revela una perfecta conservacion de las uniones intron-exon,
ocurriendo el empalme en la misma posicién (6, 18, 30).

AlGn no se ha logrado identificar al gen que codifica para el factor activador de las
sulfatasas.

1



JUSTIFICACION Y PROBLEMA

En Ia literatura interacional existen pocos casos reportados de DMS y en México
ninguno. Este caso familiar presenta un cuadro clinico atipico aunque la mayoria de los
datos observados corresponden a DMS. Consideramos que el estudio clinico-
bioquimico completo de nuestros pacientes puede contribuir al conocimiento de la

enfermedad.

OBJETIVO

Analizar clinica y bioquimicamente a una familia mexicana con DMS.

DISENO DEL ESTUDIO

Reporte de casos clinicos.



PACIENTES Y METODOS:

I.- Descripcién clinica: Se lievé a cabo utilizando una hoja de vaciamiento de datos

{Anexo1).

La poblacién estudiada es una familia mestiza mexicana con dos hijos afectados.

[ I L |
7 B
1’2’ 3 4

. Deficiencia multiple de sulfatasas

Figura 4: Arbol genealdgico
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FOTOS CLINICAS

Figura 6: Caracteristicas faciales de paciente I-3: RW




PACIENTES

II-2 RJ: Producto de la segunda gesta entre padres jovenes no consanguineos, padre
originario de D.F., madre originaria del edo. de Sinaloa. Obtenido por parto eutdcico con
peso de 3820 g, talla de 51 cm, lloré al nacer, sin datos de sufrimiento fetal o hipoxia
neonatal. Su crecimiento y desarrollo fueron normales hasta i afo de edad en que
presenté un retroceso en sus habilidades. Inicia el padecimiento a ios 5 afios de edad
con ictiosis en exiremidades e hipotonia, asi como retraso psicomotor, marcha peculiar
y dislalia. A la edad de 7 afios presentd criptorquidia manejada con orquidopexia
bilateral. A los 13 afios de edad se diagnosticod retraso en el desarrolio sexual y se
manejé con tratamiento hormonal sustitutive durante 1 afio. La evolucidn es iniciaimente
rapidamente progresiva y posteriormente es lenta, se revisa a la edad de 22 afios. A la
exploracion fisica presenta marcha ataxica, facies peculiar, lenguaje articulado de 6
vocablos. Peso de 53 kg, talla de 1.63 m, cabello abundante, implantacién alta de
cabello en region frontal, cranea normacéfalg, sinefris, ojos simetricos con plosis leve,
pestafias abundantes dirigidas hacia abajo, nariz grande con punta bulbosa y tricostasis
espinuiosa, filtrum normal, labios gruesos, tendencia a mantener ia boca abierta,
paladar alto, Gvula corta, malociusién dental, alteraciones en esmalte, torax en tonel, no
visceromegalias, extremidades simetricas con pulgares de implantacion proximal,
primer ortejo ancho bilateral, columna con ligera escoliosis hacia la derecha,
espasticidad, ROT aumentados y Babinsky (-). E! examen neurolégico reportd paresia
espastica. Lesiones ictiosiformes de escama fina oscura en cuello y axilas y escama
gruesa oscura en abdomen inferior y regiones de flexion,

En fondo de ojo se observa atrofia coroidea bilateral manifestada por puntilleo grisaceo
alrededor de la macula, reportada como atrofia tapetoretiniana. El EEG se reporta como
anormal por actividad cortico-subcortical moderada. La RMN muestra atrofia cortico-
subcorical difusa acentuada con dilatacién ventricular compensatoria simétrica,
hiperintensidad de localizacion perifrontal y occipital a ventriculos laterales. Atrofia olivo-
pontocerebelosa. La RMN se interpreté como enfermedad desmielinizante en fases
iniciales de evolucion. La biopsia de piel se reporta con hiperqueratosis ortoqueratésica
marcada, epidermis con acantosis moderada irregular con zonas de alargamiento y

ensanchamiento, anastomosis de los procesos interpapilares. Hipogranulosis marcada
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con areas de ausencia de la capa granuiosa, hiperpigmentacién basal y los haces de
colagena densos con discretos focos de infiltrado inflamatorioc de predominio
perivascular, datos compatibles con ictiosis ligada al X.

Cariotipo con BG 48, XY, sin alteraciones numéricas ni estructurales.

1I-3 RW: Producto de la tercera gesta, obtenido por parto eutdcico a los © meses de
gestacién con peso de 3100 g, sin antecedentes de hipoxia perinatal, presentd retraso
psicomotor evidenciado después del afio de edad. En etapa pre-escolar manifiesta
lesiones ictiosiformes en extremidades y dificultades de aprendizaje. Acude a la edad
de 17 afios junto con su hermano por ictiosis y deterioro neurologico progresivo. A la EF
presenta facies peculiar y marcha ataxica, no articula palabras. Peso de 40.5 kg, talla
de 1.59 m, brazada 1.68 m, PC 54 cm, SS 75 cm, S| 84 cm, implantacién adecuada de
cabello, cranec normocéfalo, sinofris, pestaias rizadas abundantes, nariz regular con
tricostasis esbinulosa, boca pequefia, labios gruesos, paladar alto, Gvula corta,
maloclusion dental, alteraciones en esmalte, cuello cilindrico, térax en tonel, no
visceromegalias, genitales masculinos normales, extremidades simétricas espasticas,
pulgares de implantacién proximal, primer ortejo ancho bilateral, columna vertebral con
escoliosis dorsal dirigida a !a derecha. Se determina paresia espastica. Las lesiones de
ictiosis presentan la misma localizacién que su hermano y son de escama gruesa y fina.
Se observan los mismos hallazgos en fondo de ojo y EEG que en RJ. La RMN reporta
mismos hallazgos méas gran quiste aracnoideo retrocerebeloso de 30 mm x 60 mm. La
biopsia de piel se reporta como epidermis con hiperqueratosis ortoqueratdsica marcada,
acantosis moderada irregular con ausencia del estrato granuloso. Hiperpigmentacion de
la capa basal. En el estroma los haces de colagena se observan densos y un tanto
homogeneizados con aparente disminucion en las fibras elasticas. Compatible con
ictiosis igada al X.

Cariotipo con BG 46, XY, sin alteraciones numéricas ni estructurales.

Il.- Mucopolisacaridos en orina

Se realizd en 4 muestras de orina congelada de cada paciente, previa medicién de la
concentracidn de creatinina, 1a cual debe ser mayor a 0.3 mg/mi.
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Para la prueba de albdmina acida se utilizé un tubo estandar {no. 1) en donde se colocd
acido nitrico 2.63 N y agua y un tubo problema (no. 2) para la muestra de orina mas dos
gotas de HCI. A ambos tubos se les afiadié albiimina acida, preparada en una solucién
de acetato de sodio y se agitd, esperando de 15 a 20 minutos. Un precipitado turbio es
interpretado como resultado positive habitualmente.

Para la prueba de azul de toluidina se disolvié azul de toiuidina en una soiucidn de
acetona y agua agregandose 4cido acético al 10%. Con esta solucién se humidificod el
papel filtro Whatman No. 1 en donde se coloco la orina gota por gota. Una mancha
morada contra el fondo del papel filtiro que es azul da un resuitado positivo. Un débil
margen metacromatico alrededor det halo es considerado negativo (31).

iil.- 8T8

1.- Actividad de STS:

Se obtuvo a partir de leucocitos de sangre periférica, extrayendo 10 ml de sangre
venosa de venas antecubitales en jeringa estérit utilizando EDTA cormo anticoaguiante.
Al suero sanguineo separado por centrifugaciéon a 1400 r.p.m. se afadid cloruro de
amonio, se permitié reposar por 3-5 minutos y posteriormente se centrifugé a 6000
r.p.m. durante 5 minutos para lavar el botén de leucocitos obtenido. Este proceso de
lavado se repilié por 3 ocasiones. El ensayo enzimatico se realizd con el botén de
ieucocitos homogeneizado en buffer-tris 0.014 M helado (pH 7) utilizando un polytron
con vastago del no. 10 para liberar estructuras microsomales en dos ciclos de 20 y 10
segundos respectivamente. Al incubar ia reaccién, el sustrato utilizado fue suifato de 7-
(*H)- dehidroepiandrosterona y el producto de la hidrélisis se recuperd con benceno,
agitandose vigorosamente en vortex durante 2 minutos y centrifugandose 5 minutos a
2500 r.p.m. Posteriormente Ia fase superior (sobrenadante de benceno) fue leida en un
espectrometro de centelleo Packard Tri-carh modelo 3255. Como valor de referencia se
utilizd el método de Bradford para detemminacion de proteinas y cada uno de los

ensayos se realizd por duplicado (32).
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2.- Estudio molecular de STS:

Se obtuvo DNA a partir de leucocitos de sangre periférica, agregando a cada muestra
amortiguador de lisis de eritrocitos (tritén 1% 10 mM y sacarosa 22mM), se disolvio y
centrifugd hasta obtener un botén de leucocitos itbre de eritrocitos. Después el botén de
leucocitos se resuspendié en NaCl 5nM, se afadié SDS al 10% agitandose durante 10
minutos y se centrifugé a 12,000 r.p.m. a 4° durante 15 minutos, El sobrenadante se
transfiri® a tubos estériles vy se agregaran 2 volimenes de etanol fric al 100% para
precipitar el DNA, el cuai fue recogido con una pipeta Pasteur, lavado en etanol al 70%,
secado, redisuelto en agua y procesado después de la extraccién.

El DNA extraido se analizd por técnica de PCR {reaccion en cadena de polimerasa),
utilizando el siguiente material: DNA, Tag polimerasa, buffer, mezcla de dNTPs, cloruro
de magnesio, termaciclador y un par de oligonucledtidos que amplifican 2 regiones, una
cotrespondiente al exén 1y la ofra correspondiente al exon 10 del gen de STS.

Secuencia de oligonuciedtidos para amplificar el exén 1 de STS:
F-5'GGCCTAGAAGAAGGTTGAAGGTCCC,
R-5'AAGAGGTTGGATGAGATGGGCATAC.

Secuencia de oligonucledtidos para amplificar el exén 10
F-5'GAAATCCTCAAAGTCATGCAGGAAG,
R-5'CCTCCAGTTGAGTAGCTGTTGAGCT.

Ef tiempo de extension fue de 1 minuto a una temperatura de 94°C. El alineamiento de
Jos oligonucledtidos se realizd a 60 °C por 30 segundos con tiempos de extension de 2
minutos a 72 °C, durante 30 ciclos de amplificacion.

El producto de PCR se observd en un gel de agarosa ai 1.5% y se tomd fotografia del
mismo (33).

IV.- ARSs. Determinacion de actividad enzimatica.

1- ARS-A: Se analizd suero sanguineo{ 2 ml) aimacenado a -20 °C, utilizando p-NCS
en buffer como sustrato. La actividad enzimatica se midio por el aumento de p-NCS a
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una densidad optica de 545 nm, registrandose la actividad en nM/ mL de suero por 4
horas a 37 °C (34).

La actividad también se puede cuantificar de lisado de leucocitos por el método de
dextran. El boton de leucocitos se resuspende en solucidn de sacarosa 0.25 M,
ocupando una décima parte de! volumen original de sangre total del que se obtuvieron
los leucocitos y la actividad se determiné utilizando como sustrato p-NCS. Los lisados
se utilizaron para cuantificar la actividad enzimatica con un dispositivo que extrae el
exceso de proteinas a partir de la digestién final. La cantidad de proteinas se determiné
con el método de Lowry (31, 34).

2.- ARS-B: Se realiza utilizando p-NCS, por inhibicién de ARS-A, con la misma técnica
de ia empleada en ARS-A.

La diferencia entre las actividades de los dos tiempos (30’ y 90°) se tomd como la
actividad de ARS-B por hora. La acfividad de los primeros 30’ incluye cierta actividad de
la ARS-A, por lo que la inactivacion de esta enzima es tiempo dependiente y se
descarté para la valoracién de la actividad de ARS-B (31).

V.- Oxido-reductasa de alcoholes grasos dependiente de NAD (FAQ): Se estudio en
colaboracion con el Dr. William Rizzo, Departments of Pediatrics and Human Genetics,
Medical College of Virginia, Virgina Commonwealth University, Richmond, Virginia,
USA.

1.~ Se realizd biopsia por “punch” de la piel afectada para llevar a cabo un cultivo de
fibroblastos en el laboratorio de referencia. Una vez obtenidos los fibroblasos se
recolectaron por tripsinizacion y fueron lavados 2 veces con PBS. Posteriormente
fueron resuspendidos en Tris-MCI 25mM y sacarosa 0.25M a pH de 8, fueron
homogeneizados, resuspendidos y separados por ultracentrifugacion secuencialmente
a 33,000 gy 120,000 g.

2. El estudic enzimatico de la FAO, como complejo enzimatico, se realizé en
homogenados de fibroblastos que contenian de 10-25 pg de proteina utilizando
hexadecanol radioactivo como sustrato. £l producto de la hidrélisis fue recuperado con
hexano, agua e NaCH 0.3M en etanol. La fase superior contenia el hexadecanal
radioactivo mientras que la inferior contenia los extractos de hexano incluyendo
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hexadecanal, acido hexadecanoico y hexadecanol. Estos extractos fueron incluidos en
placas de cromatografia y tefiidos con Rodamina G. Las manchas correspondientes a
los lipidos se visualizaron bajo luz UV. Dichas manchas se recuperaron y los lipidos se
cuantificaron por espectroscopia de centelico.

3.- Se analizd sélo la primera etapa del complejo enzimatico que implica a la enzima
FALDH o deshidrogenasa de acidos grasos, enzima que cataliza la conversidn del
aldehido graso al acido graso. El producto de la reaccidén se valoré al medir
fiuorométricamente la produccion de NADH dependiente de aldehidos grasos utilizando
como sustrato hexadecanal radioactivo y ia actividad se midié con centelleografia.

La segunda etapa correspondiente a la enzima FADH o deshidrogenasa de alcoholes
grasos no se analizb ya que no se ha encontrado alterada en los pacientes con
sindrome de Sjégren-Larsson (35-36).



ANALISIS ESTADISTICO
No necesaria para este tipo de estudio.

ASPECTOCS ETICCS Y DE BIOSEGURIDAD '

Se realizé una carta de consentimienic para participar en el estudio, en donde se
informé a los padres de los pacientes de los riesgos existentes en ia toma de muestras
necesarias para el estudio, de acuerdo al tratado de Helsinki. El riesgo de foma de
muestra de sangre por venopuncidén se considera menor al minimo y el de biopsia de
piel afectada es bajo basandose en el tiempo de cicatrizacién y al peligro de infeccién
poco probable en este tipo de casos, va que se realiza en condiciones ideales de
asepsia y anfisepsia.
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RESULTADOS

Los daios atipicos de DMS observados en estos pacienies fueron: atrofia olivo-
pontocerebelar y un deterioro neurolégico en “meseta”. Se observo ausencia de ofros
datos clinicos clasicos como hepato-esplenomegalia y mucopolisacariduria (cuadro

combparativo).
Caracteristica Paciente II-2 Paciente [1-3 DMS
Edad de inicio 5 afhos 2 afios 1-5 afios

Curso de la enfermedad

Retraso mental

Paresia espastica + + +
Facies tosca + + r
Opacidad corneal - - +-
Coroiditis + + *
Térax en tonel + + +
Hepato-esplenomegalia +
Ictiosis +
Sensibllidad al dolor - *f- -
Vejiga neurogénica + - +
Mucopolisacariduria P TR AT T DR R +
EEG anormal + +
Atrofia otivopontocerebelosa -
Quiste aracnoldeo - + +1casa |
retrocerebeloso

Patrones anormales de +/- +- i~

mielinizacién

Tabla 3+ Cuadro comparative mostrando en tonos de grises mis intensos para los datos no informados previamente y més

claros para los ausentes en este caso familiar,

T
(3%



El tamiz metabdlico en orina fue negativo para mucopolisacaridos.

Los estudios de actividad enzimatica se muestran en las tablas siguientes

ARS A N
PACIENTE LEUCOCITO (pmol/mg proteina/min} | SUERO (nmol/mVhora)
RJ 0.466 4.93
RW 0.255 7.70
Padre 0.756 42.92
Madre 1.079 17.97
Control 0.7-5.0 35-50
ARS B
PACIENTE LEUCOCITO (nmol/mg proteina/hr)
RJ 0.61
RW 0.30
Padre 18.34
Madre 79.62
Control 115-226
ARS C
PACIENTE LEUCOCITO (pmol/mg proteina/hy
RJ 0.30
RW 0.28
Padre 0.94
Madre 0.50
Control 0.84
FALDH/FAO
PACIENTE |FIBROBLASTOS (pmolmin/ing FIBROBLASTOS (pmol/min/mg
proteina proteina)
RS 8586 3700
RW 8406 3430
Sjgren-Larsson | 654+/- 412 (147-1600) 4420 +/- 810
Control 8540 +/. 1158 4350+/- 440




Estudio molecular de STS

CARRILES 1 2 3 4

OM=Z0O>»xm

363 pb
292 pb

100 pb

Figura 7: Control sano en el caril 1, paciente con ILX en el carril 2, paciente RJ en el
caril 3 y paciente RW en el carril 4. En el margen derecho se sefala el exén 1 con
292 pb y el exén 10 con 363 pb.



DISCUSION

Los pacientes fuercn diagnosticados inicialmente con sindrome de Sjogren-Larsson, las
caracteristicas clinicas atipicas para este sindrome eran la coroiditis y el gran quiste
refrocerebeloso, datos no informados para este padecimiento. Considerando que
pudiera tratarse de una alteracion desconocida del gen FALDH, se realizé cuantificacién
de la actividad enzimatica en cultivo de fibroblastos, la cual fue normal descartandose
este diagndstico. Dentro de los datos clinicos también se encontraba el retraso en el
desarrollo sexual secundario, dato clinico que podria corresponder a un sindrome de
genes contiguos abarcando STS y KAL, por lo que se realizaron las pruebas de
actividad de STS y la amplificacion del gen por técnica de PCR, a actividad enzimatica
estuvo en limites de portadoras para los pacientes, para el padre normales y para la
madre intermedios, es decir, entre portadoras y normales. El gen STS amplifico en
todos los casos, por lo que se excluyé el sindrome de genes contiguos. Esto Gltimo nos
inclind a pensar que podria tratarse de una deficiencia miltiple de sulfatasas en donde
pueden encontrarse defectos parciales de la actividad de ARS-C y deficiencia variable
tejido especifica en la actividad de ofras sulfatasas. Al realizar los estudios de ARS-A y
ARS-B encontramos que también habia un defecto parcial de la actividad enzimética sin
ser completamente anormales, mas bien correspondian a los niveles observados en
heterocigotos para las deficiencias aisladas.

lLas caracteristicas clinicas mencionadas en nuestros pacientes son compatibles con
DMS. La mayoria de los datos corresponden a los reportados previamente para este
padecimiento. Ademas, en esta familia se observa una genealogia compatible a una
entidad autosémica recesiva lo que comresponde al patron de herencia de la DMS. La
DMS o sulfatidosis juvenil tipo Austin es una enfermedad autosdmica recesiva cuyas
manifestaciones clinicas incluyen datos tanto de LMC como de mucopolisacaridosis (8).

El deterioro neurologico en la DMS es tipicamente progresive. Cuando inicia
tempranamente, [os pacientes presentan un deterioro neuroldgico rapidamente
progresive (clase 1} y cuando el inicio es tardio, la evolucion es lenta (clase 11} (9). En el
caso de nuestros pacientes es dificil ubicar un tipo determinado deniro de la
clasificacion clinica, ya que el inicio es temprano y la evolucidén es en “meseta”, es decir,
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en la fase inicial es rapidamente progresiva y en la fase tardia lentamente progresiva.
Su evoiucién inicial rapida corresponderia a la clase |, mientras que a tardia a la clase
It. Por otra parte, dentro de la clasificacién bioquimica entrarfan en el grupo Il (10}, lo
que no concuerda con la edad de inicio ni el tipo de evolucion. De este modo, nuestros
pacientes no podrian corresponder a ninguna de estas clasificaciones.

Después de la segunda década, los pacientes sobrevivientes de DMS generalmente
presentan serias alteraciones neuroldgicas que no les permiten deambular ni
comunicarse con el medio exterior. En el caso del pacients RJ, a la edad de 22 afios se
inicia la dependencia para deambular sin mostrar mayor deterioro del lenguaje, sin
embargo, en el hermano de 17 afios de edad, que no presenta mayor detetioro en la
deambulacion, si se presentan trastomnos importantes del lenguaje. Estos datos son
paraddjicos ya que esperariamos que las lesiones en cerebelo dieran como resuttado
inicialmente alteraciones graves de la marcha, lo que no se observa en el paciente RW,
portador de un gran quiste retrocerebeloso. Estos defectos podrian tener relacion con e
defecto metabélico mas que con los hallazgos neurcanatémicos observados.

Oftros datos no.reportados anteriormente y que observamos en nuestros pacientes son
la atrofia olivopontocerebelosa y la atrofia tapetoretiniana. Ambas pueden ser producto
de la acumulacién del sustrato (s). La atrofia tapetoretiniana es un tipo de coroiditis
compatible con las observadas en otros casos de DMS.

En relacién a los datos clinicos de enfermedad de depésito, en nuestros pacientes se
encontraron datos atipicos como son los pulgares y ortejos anchos sin disostosis
franca. Ademas se observa ausencia de hepato-esplenomegalia y mucopolisacariduria,
datos casi siempre constantes en los casos reportados. La mucopolisacariduria en DMS
no es generalizada en estadios tempranos y la hepato-esplenomegalia se presenta una
vez instalado el resto del cuadro clinico. Existe un caso reportado con deficiencia de
DMS que no presentd mucopolisacariduria ni hepato-esplenomegalia con evolucion
progresiva del tipo de la clase | y no se expfica la posible causa. En este caso se
encontraron alteraciones enzimaticas sélo en leucocitos a pH 4cido y no en fibroblastos
de cosecha temprana, ni bajo otras condiciones (7). Estos estudios no informan otras
caracteristicas clinicas que pudieran correlacionarse con actividad de otras sulfatasas.



En oiros casos no se ha demostrado mucopolisacariduria generafizada (sulfatos de
dermatan, Kkeratdn y heparan} y la causa se ha comrelacionade con las enzimas
correspondientes afectadas en menor grado (37). Esto implica que a pesar de tener un
mismo sitio de modificacion cotraduccional/postraduccional, existen otros factores gue
modulan las condiciones de las modificaciones postraduccionales, explicandose asi la
expresividad variable.

Anteriormente se ha observado variabilidad clinica en DMS (38). Existe una “variante”
saudi que incluye compresion de médula espinal a nivel cervical e hidrocefalia (38).
Otras variantes son las de Tanaka con cambios fenotipicos moderados, de inicio tardio
y deterioro neuroldgico lentamente progresivo y la de Vamos con inicio muy temprano
(etapa neonatal) y deterioro neurclogico rapidamente progresivo, mismas que
corresponden a la confraparte de nuestros pacientes, ademas ninguno de los casos
reportados menciona un deterioro neurolégice tipo meseta asi como los otros datos
atipicos de nuestros pacientes ya comentados (39-40).

Gran cantidad de variables fisioldgicas pueden afectar la actividad enzimatica, desde la
localizacion de los genes, expresidn de genes contiguos, reacciones en cadena,
cantidad de sustrato, efc. La actividad residual de las enzimas puede estar asociada a
disminucion en la afinidad al substrato o a los cofactores. También puede ser resultado
de la inestabilidad de la proteina o bien pueden estar sintetizandose pequefias
cantidades de las enzimas. En este caso en particular, independientemente de la
modificacién postraduccional requerida, deben considerarse los mecanismos de anclaje
al RE probablemente afectados también por el factor modificador (3, 41).

Nuestros resultados nos indican que el defecto enzimatico no incluye en el mismo grado
a todas las sulfatasas, al menos a niveles perceptibles de expresidn fenotipica. Es
posible que Ia alteracion sea tan leve en algunas de estas enzimas que los niveles de
sulfatasas activas sean capaces de desempefiar una funcién umbral. Consideramos
que estos pacientes pudieran ser una variante de DMS y finalmente de LMC con una
mutacion en el gen modificador de las sulfatasas que afecta en grado minimo a
enzimas como la iduronidasa, suifatasa de sulfato de iduronate o la de N-acetil-
galactosamina-6-sulfato, proteinas afectadas en los casos clasicos de DMS. Se
requeriran estudios mas detallados para probar esta hipétesis.

27



En el momento actual, no se ha logrado clonar el gen del factor modificador de las
sulfatasas y por tanto se desconoce el tipo de mutation que presentan los casos
estudiados. A nosolros nos interesa conocer el tipo de defecfo molecular en este caso
familiar para estudiar integramente el caso. Con estos datos podria realizarse una
nueva clasificacién con bases moleculares mas que biogquimicas con valor prondstico
que permita correlacionar los cuadros clinicos, especialmente tas variantes descritas.
Para el médico genetista, en ocasiones el diagnéstico clinico representa una dificil tarea
ya que en muchas ocasiones no se cuenta con las herramientas para llevar a cabo las
pruebas bioquimicas y moleculares correspondientes. Por tal motivo no resulta facil
conciuir el diagnostico.

En otras enfermedades genéticas los estudios moleculares han permitido una mejor
comprension de la expresién génica variable y de la interaccién que tiene con otros
factores que 1a modifican. Consideramos que este tipo de estudios aportarian datos
mas sdlidos y permitirian evitar una serie de estudios invasivos, tales como la biopsia
de nervios periféricos y toma de muestra de LCR que no proporcionan una certeza
diagnéstica.
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CONCLUSIONES:

1.- Los estudios bioquimicos son compatibles con DMS.
2.- Es el primer reporte de DMS en pacientes mexicanos.

3.-Nuestros pacientes presentaron coroidifis tapetoretiniana, atrofia
olivopontocerebelosa y deterioro neurolégico en meseta no reportados previamente.

4.- En este caso familiar no se detectd mucopolisacariduria ni hepatoesplenomegalia y
las disostosis eran discretas.

5.- En este frabajo se informan nuevos datos cfinicos no informados en la literatura.



Anexo 1

Hoja de vaciamiento de datos.

Nombre del paciente:

apeilido patemo
Edad Sexo
Direccion

apellido matemo nombre(s)

Tel
Arbol genealdgico

ESFERA NEUROLOGICA
Edad de inicio 1Q( inicio)

1Q (actual)

Edad mentat Edad real

Datos de sufrimiento fetal :

Hipegonadismo (tipo) :

Desarrollo psicomotor:

Manifestaciones iniciales:

Actividad fisica inicial

Actividad fisica actual

Estado actual:

EXPLORACION FISICA:

Peso Talla Brazada PC

PT PA S8

Sl

Habitus  exterforis:

Funcién  motora

{Marcha normal, en talones y en ortejos, movilidad articular, movimientos involuntarios)
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Funcién sensitiva

Daolor, Temperatura Estimulo
juminoso Posicién Vibraciones

Funciones corticales (consensual, grafestesia,estereognosia)
Refiejos osteotendinosos ({biceps, triceps, braquioradial, patelar y del tendén de

Adquiles) Babinsky

Prueba paimo-mental Prueba dedo-
nariz Prueba cadera-rodilla-pie

fuerza de oposicion a la flexion Romberg

Presion frontal

Status mental: Nivel de conciencia Memoria reciente

Memoria tardia

Lenguaje ( repeticién, lectura, nombre)

Cabeza: fenctipo craneal implantacion
del cabelio textura del cabello

Cara: Tosta sinofiis_______ distiquiasis nistagmus
estrabismo labics gruesos boca abierta fondo de
ojo alteraciones acneiformes

Alteraciones esqueléticas: Térax (tonel, en quilla, carinatum o excavatum)
Extremidades: (Genu varu, genu valgo, genu

recurvatum, ortejos anchos, hallux valgus, pie cavo, pie
equino,etc) {pies) (manos)

Columna vertebral (escoliosis, xifosis, lordosis)

Genitales :
Femenino: (Labios mayores, labios menores)

Vello pubiant (Tanner) Desarroito mamario (Tannner)
Masculine: Criptorquidia

Vello pubiano (implantacién) Tannner,

Caracteres sexuales secundarios (Hipospadias, micropene):
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Piel {presencia de lesiones, distribucién):

ictiosis eritrodemmia acné

Otros datos:

Prueba oftalmolégica: Estrabismo, nistagmo, reflejos consensuales, etc. Fondo de ojo:
{macula, papila, edema, sangrado}

ESTUDIOS DE GABINETE

Rastreo radioldgico de disostosis:

Datos de condrodisplasia punctata

Alteraciones falangicas

Neoformaciones dseas

Osteoporosis

EEG:

EMG:

RMN:

Estudio audiométrico tonal y/o potenciales auditivos




ANALISIS CLINICOS Y BICQUIMICOS CLINICOS

Mucopolisacariduria;

§TS

FALDH

FAO

ARS-A ARS-B
ESTUDIOS MOLECULARES :

Amplificacion del gen STS
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Anexo 2

Carta de consentimiento

Meéxico, D.F. a de de
Yo, , estoy informado de las pruebas que se
realizaran a ris hijos: ¥ con

la finalidad de determinar el diagnostico de la enfermedad que padecen y estoy
ampliamente enterado de los riesgos y beneficios que el estudio conlleva.

La toma de muestras consistira en una biopsia de piei, que sera extraida de una region
afectada por ictiosis y toma de 15-20 ml de sangre periférica ( riesgo menor al minimo),
lo cual podria originar molestias minimas en mis hijos.

Acepto que participen en el estudio en el entendido que me sera informado el resultado
de los estudios por escrito asi como un asesoramiento genético como conclusion del
mismo. La informacion sera estrictamente confidencial y las muestras no seran
utilizadas para otros fines.

Reitero, ademas que en el momento en que yo lo decida, podré retirar a mis hijos del
protocolo de estudio no afectando mi decisién a la calidad de atencién médica hacia
ellos.

Padre: Madre:

Testigo (s) Médico responsable
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