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RESUMEN ESTRUCTURADO

Introduccién: El retraso psicomotor severo es un problema de salud publica
que afecta el 1-2% de la poblacion mundial, 60% es de etiologia no especifica.
Los trastornos congénitos de la glicosilacion (CDG) son un grupo heterogéneo
de enfermedades metabdlicas que afectan las vias de la glicosilacion. Se
caracterizan por ser multisistémicas, afectando en la mayoria de los subtipos el
desarrollo neurolégico por lo que su tamizaje en subpoblaciones pediatricas
con retraso psicomotor es indispensable.

Objetivo: Identificar a los CDG como etiologia en una subpoblacién pediatrica
con retraso psicomotor severo, de origen no determinado.

Métodos: Estudio transversal, epidemioldgico, observacional y descriptivo.
Incluye 144 pacientes del Servicio de Neurologia del Instituto Nacional de
Pediatria, menores de 18 afios con retraso severo del neurodesarrollo, con o
sin anomalias estructurales del cerebro y sin diagndstico etiolégico. Se analizé
el perfil de glicosilacion de la N-glicoproteina sérica transferrina, lo cual fue
determinado por isoelectroenfoque (IEF), en aquellas muestras que
presentaron un perfil de IEF sugestivo de hipoglicosilacion se realizé un analisis
estructural de glicanos por ionizacion por electroespray/espectrometria de
masas (ESI/MS) (Departamento de Bioquimica, Clinica Mayo, Rochester,
EEUUAA).

Resultados. Se identific6 un paciente con un perfil de IEF de transferrina
sugestivo de hipoglicosilacién, lo cual fue confirmado por ESI/MS
estableciéndose una prevalencia de 0.7% en la subpoblacion pediatrica



tamizada, en la cual ademas se identificoO una correlacion positiva entre el inicio
de alteraciones en el neurodesarrollo con la gravedad de estas y una
correlacion negativa con los hallazgos reportados en los estudios de imagen.

Conclusiones. La prevalencia de CDG y las caracteristicas clinicas de nuestra
poblacion son similares a las de la literatura, el tamizaje de CDG amerita ser
incorporado en pacientes pediatricos con retraso del neurodesarrollo severo.

Palabras Clave: trastornos congénitos de la glicosilacion (CDG), retraso del

neurodesarrollo, hipoglicosilacion, fosfomanomutasa.



ANTECEDENTES
1. Generalidades

El retraso psicomotor severo y el retraso mental son problemas de salud
publica pues afectan el 1-2% de la poblacion a nivel mundial (1), en México
durante el censo 2010 se determiné que existen aproximadamente 500 mil
personas con discapacidad mental lo que representa el 0.5% de la poblacién
total en nuestro pais. Cerca del 60% de estos pacientes no cuentan con un
diagnoéstico especifico, lo cual tiene implicaciones en la comprension,

prondstico y tratamiento de su condicion.

En estos pacientes se ha reportado que la busqueda de errores innatos del
metabolismo da una tasa de diagnostico del 0.2 al 4.6% y en el caso de la
busqueda de desdrdenes congénitos de la glicosilacion (CDG), ofrece una tasa
del 1.4% (2), por lo que implementar la deteccion de estas enfermedades en

dicho grupo se vislumbra como indispensable.

1.1 Los trastornos congénitos de la glicosilacion.

Los CDG son un grupo de enfermedades metabdlicas, mayoritariamente
autosomicas recesivas, que afectan la glicosilacion, es decir la modificacion
postraduccional de proteinas y lipidos con estructuras sacaridicas llamadas
glicanos. La glicosilacion participa en funciones que van desde el desarrollo
embrionario hasta la capacidad metastasica de las células tumorales (3). El
proceso de sintesis de los glicanos es esencial para la funcién del organismo
humano, involucra el funcionamiento de al menos 1% del genoma y su
afectaciéon resulta en la mayor parte de los casos en enfermedades
multisistémicas graves(4,5).La mayoria de los pacientes con CDGpresentan
afectacion del desarrollo neurolégico como se describe en la revision por

Martinez Duncker et al. (6)

En 1980 se reportd el primer caso mundial de un CDG afectando la via de la N-
glicosilaciéon por mutaciones en el gen de la fosfomanomutasa 2(7), desde
entonces se han descrito mas de 50 genes afectados en seres humanos que
causan CDG. (Cuadro 1), afectando los dos tipos principales de glicosilacion

proteica: la de tipo N- (donde una N-acetil-glucosamina (GIcNAc) del glicano se



une al grupo amida (N) de determinados residuos de asparagina (Asn)) y la de
tipo O- (donde una N-acetil-galactosamina (GalNAc), galactosa (Gal), glucosa
(Glc), manosa (Man), xilosa (Xyl) u otro monosacéarido del glicano se une al
grupo hidroxilo (OH) de los aminoacidos serina, treonina o lisina). Estos
trastornos han sido reportados en todos los continentes y en Espafia, en un
periodo de 8 afos (1997-2004), se diagnosticaron 33 pacientes con trastornos

congénitos afectando la via de la N-glicosilacion (8).

El uso del IEF de la glicoproteina sérica transferrina que utilizamos en este
trabajo para detectar CDGs es un meétodo clasico para la deteccion de
trastornos de la via de la N-glicosilacion, el subgrupo mayoritario de los CDG.
La N-glicosilacion consiste en la adicién de glicanos al grupo amida (N) de
determinados residuos de asparagina que se encuentran en la secuencia
consenso Asparagina-X-Serina/Treonina de las glicoproteinas(9). El IEF de la
transferrina sérica permite visualizar las isoformas de transferrina sérica
definidas por cambios en su punto isoeléctrico, el cual es principalmente
determinado por las dos cadenas de glicanos que presenta, por lo que
variaciones estructurales del glicano se manifiestan en la presencia o

sobreexpresion de isoformas anormales de transferrina.

Los trastornos de la glicosilacion que afectan la N-glicosilacién y aquellos que
presentan afectacion mixta (-N y -O glicosilacion), se llaman CDG, del acrénimo
inglés Congenital Disorders of Glycosylation. El resto de los trastornos
afectando exclusivamente distintos tipos de O-glicosilacion no han sido adn
clasificados. En este proyecto nos centraremos en el diagnostico molecular de
los CDG.

En el cuadro 2 se sefialan los caracteristicas clinicas principales de los CDG,
distinguiendo entre aquellos que cursan con (A) y sin (B) retraso psicomotor.
Se puede observar que estos trastornos presentan afectacion variable de
diversos sistemas incluyendo el nervioso central, musculo-esquelético,
gastrointestinal, hematol6gico, inmune y tegumentario.

En este estudio implementaremos una estrategia selectiva para identificar

CDGs en pacientes con retraso en el neurodesarrollo en vista de que la mayor
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parte de los CDGs cursa con esta caracteristica, junto con dismorfia y falla de

medro.
TRASTORNO GEN PROTEINA OMIM
N-glicanos
CDG-la PMM2 Fosfomanomutasa Il 212065
CDG-lb MPI Fosfomano isomerasa 602579
CDG-Ic ALG6E Dol-P-Glc: Man9GIcNAc2-PP-Dol glucosiltransferasa 603147
CDG-Id ALG3 Dol-P-Man: Man5GIcNAc2-PP-Dol manosiltransferasa 601110
CDG-le DPM1 Dol-P-Man sintasa | 608799
CDG-If SL15 Defecto en la utilizacion de Dol-P-Man 609180
CDG-lg ALG12 Dol-P-Man: Man7GlcNAc2-PP-Dol manosiltransferasa 607143
CDG-lh ALGS UDP-GlcNAc: GlcNAc-PP-Dol transferasa 608104
CDG-li ALG2 GDP-Man:Man1GlcNAc2-PP-Dol manosiltransferasa 607906
CDG-lj DFAGT1 UDP-GlcNAc: Dol-P-GlcNAc-1-P transferasa 608093
CDG-lk ALG1 GDP-Man:GlcNAc2-PP-Dol manosiltransferasa 608540
CDG-IL ALGY Dol-P-Man: Man 6 y 8 GlcNAc2-PP-Dol manosiltransferasa 608776
CDG-lla MGAT2 GleNAcT-II 212066
CDG-lIb GLS1 Glucosidasa | 606056
CDG-lId B4GALT1  B1.4-galactosiltransferasa 607091
Mixtos
CDG-llc SLC35C1  Transportador de GDP-Fucosa 266265
CDG-lle COG7 Complejo COG, subunidad 7 608779
CDG-llg COG1 Complejo COG, subunidad 1 606973
CDG-llh COG8 Complejo COG, subunidad 8 606979
O-galactosil glicanos
Ehlers-Danlos Vla PLOD Lisil-hidroxilasa 1 225400
O-xilosil glicanos
Ehlers-Danlos B4GALT7  Xilosil-proteina-4-B—galactosiltransferasa 604327
progeroide
HME tipo | EXT1 exostosina 1 133700
tipo Il EXT2 exostosina 2 133701
tipo Il EXT3 exostosina 3 600209
O-manosil glicanos
Sww POMT1/2  O-manosiltransferasa 607423
LGMD2K POMT1 id. 609308
MEB POMGnT1 B1,2-N-acetil-glucosaminiltransferasa 253280
FCMD Fukutin glicosiliransferasa putativa 253800
MDC1C FKRP glicosiltransferasa putativa 606612
LGMD2I id. glicosiltransferasa putativa 607155
MDC1D LARGE homélogo de la B1,3-N-acetil-glucoaminiltransferasa 603590
hiIBM GNE UDP-GIcNAc 2 epimerasa/N-acetil-manosamina cinasa 600737
DMRV id. id. 605820
O-N-acetil-galactosaminil glicanos
HFTC GALNT3 O-GlcNAc transferasa 601756
HHS id. id. 211900
Defectos de la sialilacion de O-glicanos
CDG-lIf SLC35A1  Transportador de CMP-NeuAc 603585

Cuadro 1. Distintos tipos de trastornos congeénitos de la glicosilacion. Se
indica el subtipo de trastonro de glicosilacion junto con el gen y proteina
afectados, asi como el numero de acceso en la base de datos OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man); CDG, Congenital Disorders of Glycosylation.



Existen dos tipos de glicosilacion proteica que se llevan a cabo en los seres
humanos: la enzimética y la no enzimética. La glicosilacion no enzimética
consiste en una serie de reacciones quimicas entre el grupo carbonilo de un
carbohidrato y el grupo amino de un aminoacido, esta modificaciéon ha sido
observada en proteinas dentro de un contexto de enfermedades degenerativas
cronicas como la diabetes y la insuficiencia renal cronica (6,10). Por otra parte,
la glicosilacion enzimatica, en la cual se circunscribe este proyecto, es una
modificacion esencial de mdultiples proteinas que consiste en la unidn
covalente, mediada por enzimas, de oligosacaridos complejos también
llamados glicanos. A diferencia de la glicosilacibn no enzimatica, esta
glicosilacion participa en el correcto plegamiento de las proteinas, asi como en
su funcion, al formar parte del sitio activo e incluso como elemento regulador de

la interaccion proteina-receptor.

1.2.1 Abordaje inicial de laboratorio (deteccion de hipoglicosilacion
proteica).

Se debe descartar un CDG frente a toda enfermedad congénita multisistémica
inexplicada, especialmente aquellas con anomalias afectando al sistema
nervioso central ya que la mayor parte de los CDG presentan alguna alteracion

a este nivel.

El proceso de diagndstico molecular frente a un posible CDG se inicia
realizando estudios para determinar el estado de glicosilacion de las
glicoproteinas séricas (N- y O-). Los estudios iniciales mas utilizados para
determinar una hipoglicosilacion proteica son aquellos basados en las técnicas
de migracion de proteinas séricas que permiten identificar, a través del uso de
anticuerpos, isoformas proteicas anormales de N- y O-glicoproteinas. En el
caso de la técnica de Western Blot (WB), se identifican isoformas de bajo
peso molecular debido a una reduccion de su contenido glicanico. En el caso
de la técnica de isoelectroenfoque o isofocalizacion eléctrica (IEF), se
identifican isoformas proteicas con tendencia catodica debido a una
disminucién en el contenido de &acido sialico, un carbohidrato con carga

negativa que se encuentra en la porcion terminal de los glicanos y que,
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generalmente, se encuentra ausente cuando hay defectos en la sintesis de los
glicanos. Recientemente se ha utilizado un kit llamado CDT Assay (Bio-Rad)
que permite evaluar rapidamente la presencia de hipoglicosilacion de la
transferrina (N-glicosilacién) por lo que su uso es muy Uutil en la deteccion de

CDGs, sin embargo este kit no esta disponible en México.

Debido a la presencia de CDG mixtos (afectacion tanto de la N- como la O-
glicosilacién) se recomienda que, frente a toda sospecha clinica de CDG, se
realice un analisis de glicosilacion que considere al menos una N-glicoproteina
y una O-glicoproteina (4). Las N-glicoproteinas comunmente estudiadas son la
transferrina, la 1-anti-tripsina y la haptoglobina, la O-glicoproteina comunmente

estudiada es la apolipoproteina-C-11l (ApoClil(12).

En el caso de trastornos congénitos que afecten exclusivamente la O-
glicosilacién Unicamente se debe recurrir a la identificacion de hipoglicosilacién
de la proteina en cuestion o en su caso la secuenciacion del gen respectivo de

la enzima que se sospeche esta deficiente.

1.2.2 Abordaje diagndéstico subsecuente.

Si se identifica una hipoglicosilacion exclusiva de N-glicanos se sugiere
descartar los CDG mas frecuentes, el CDG-la y Ib. Si el paciente cursa con
desarrollo psicomotor normal y sintomas gastrointestinales se opta por realizar
el andlisis enzimatico de la fosfomano isomerasa (PMI) a fin de confirmar un
CDG-Ib, en caso de que presente afectacion psicomotora se estudia la
actividad de la fosfomano mutasa (PMM) para confirmar un CDG-la. La
disfunciéon enzimatica de PMM 6 PMI debe ser confirmada por la identificacién
de mutaciones de pérdida de funcién en el gen respectivo. En caso de que se
descarten anomalias enzimaticas de PMM 6 PMI y se mantenga una sospecha
clinica de CDG, se procede a identificar el paso de sintesis afectado
determinando la composicion de los glicanos a través del analisis estructural de
las glicoproteinas, esto se puede realizar por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) o espectroscopia de masa, ello permite establecer, en la mayor
parte de los casos, el paso de la via de sintesis que se encuentra afectado

debido a una acumulacion del oligosacarido previo al paso bloqueado. Una vez

11



identificado éste, se procede a elaborar un ensayo que mida la actividad de la
proteina sospechosa y/o secuenciar el gen respectivo a fin de identificar
mutaciones de pérdida de funcién.

Si el estudio de glicosilacion inicial revela una hipoglicosilacién tanto de N-
como de O-glicanos se debe pensar en un CDG mixto, por lo que se procede a
analizar los genes correspondientes de acuerdo a la presentacion clinica
(¢ CDGllIc?, ¢defectos del COG?), en caso de identificar mutaciones se debe
confirmar que éstas sean causantes de una disfuncion enzimatica. Existe una
base de datos de mutaciones reportadas en pacientes afectados por CDG
disponible en: http://www.euroglycanet.org/.

1.2.3 Estrategia para la identificacion de pacientes con CDG.
Recientemente se ha reportado una estrategia clinica dirigida para identificar
CDGs (1). La estrategia consiste en realizar estudios para identificar
hipoglicosilacion proteica en todo nifio que presente: retraso mental, anomalias
estructurales del cerebro y no cuente con un diagndstico molecular.

Esta estrategia en Italia permitié identificar 2 CDG de tipo 1-A de 168 pacientes
con dichas caracteristicas en los cuales se realizaron pruebas de
hipoglicosilacion proteica. Es nuestra intencion establecer una estrategia similar
para obtener muestras bioldgicas de nifios con dichas caracteristicas a fin de
detectar posibles enfermos con trastornos congénitos de la glicosilacion,
activando un protocolo de referencia en el servicio de neurologia del INP y de

acuerdo a los protocolos de diagndstico anteriormente sefialados, ver figura 1.
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Cuadro 2. Cuadros clinicos de los trastornos de la glicosilacién que afectan la sintesis de los N-glicanos
(CDG) y los de tipo mixto. CDG con (A) y sin (B) retraso mental. CD15s, antigeno CD15 sialilado; CK, creatinin
cinasa; hS, hiposialilada, LAD Il, deficiencia de adhesion leucocitaria; MT, mielinizacion tardia; NCAM, molécula
de adhesion de células neurales; ORL, otorrinolaringologicas; PFAPA, fiebre episddica, faringitis, estomatitis
aftosa y adenitis; (-) ausente, (+) presente con severidad leve, (++) presente con severidad moderada, (+++)
presente con severidad grave.

CDG la le Id le If lg li Ij Ik IL lla 1]5] lle Iid lle Ilg Ilh
Retraso 44+ H++ ++4+ 4+ ++4+ 4+ ++4+ 4+ 444+ 444+ NINET B + + + 4
psicomotor
Retraso + T T + T ++ + 1 ++ + T T + 1 + +4 ++
del desarrollo
Convulsiones| -—#++ |- —$+4++| +++ +++ ++ + + +++ +++ ++ +++ +++ + ++ ++ -+
Hipotonia +t - + + - + - ++ + + ++ ++ + 4+ 4 4t +4
Estrabismo +++ ++ - - - = ] Esotropia 7 - “ ‘ o “ - - Esotropia
Retinopatia b i . . 4
Hipoplasia e - - -+ - = - - . - R - R - - + +
cerebelosa
Dismaorfia bt -f+ -f+ - - - - 4+ - + Es 4 | e . +44 ++ +
Hepatopatia +++ + + + + + - +—— - ++ +++ ++ ++
Coagulopatia | 4/ 4+ 4+ + - + + - ++ - 4+ 44 - 44+ +4 - Ny
Enteropatia -+ -+ - - - - - - - - -+ -

Microcefalia . - + + - + - + + - - + - + o +
Otros MNeuropatiy Infeccian, | Atrofia |Ceguera Ictiosis, | Insuf.Resp.| Coloboma Micro-  [Hipo- Macro- | Estereo- LADI, [Hidro- | Fiebre, | Atrofia  |Encefalo-
periférica, [patolegia |n.dptico|cortical, pnanismo| Hipo- cataratas, | gnatia |gonadismo| cefalia, | tipias, Bombay| cefalia |Piel laxa,|cerebral | patia,
patologia |endocrina MT | vdmito |gonadismao|nistagmo, Atrofia Enf.Renal |Infeccidn Mio- Epifisis PFAFA
endocrina, IgG baja, MT cerebral quistica patia | ausente
cardio- Infecciones| Asma CK 4 | Asfixia
miopatia, ORL branquial MT
osteo- Atrofia
pnia cerebral

C0G lb Ih If
Convulsiones +/- - -

Retraso
del desarrello
Hipotania - -

Dismeorfia - +

Hepatopatia b b

Coagulopatia | +/+++ | ++ +++

Enteropatia +++ ++ -

Otros Hipo- Falla |Infecciones,
glicemia, | renal |Neutropenia,
vamitos, Macro-
diarrea trombocitopenia

D155 ¢
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los CDG son en general enfermedades multisistémicas caracterizadas
por un espectro amplio de sintomas que incluye retraso mental, retraso grave
del desarrollo, anomalias estructurales en el sistema nervioso central, defectos
cardiacos, malformaciones, alteraciones hormonales, problemas de
coagulacion y neuropatias periféricas. Los CDG tienen una morbilidad alta y
una mortalidad importante. Todos ellos tienen una herencia autosémica

recesiva.

El proyecto aqui presentado tiene como objetivo la identificacion de estos
trastornos en la poblacion pediatrica mexicana utilizando una estrategia clinica
que permita seleccionar a los pacientes con alta probabilidad de presentar un
trastorno congénito de la glicosilacion y realizar estudios especializados para
iniciar el proceso diagnéstico, sobre todo en los pacientes que presentan
retraso psicomotor severo, ya que se estima que del 50 al 75% de los casos no

tienen una etiologia especifica.

La presentacion clinica de estos defectos es muy variable y, por tanto,
debe seleccionarse para diagndstico diferencial de CDG a cualquier paciente

con enfermedad multisistémica inexplicable.

JUSTIFICACION

Las enfermedades genéticas que afectan a la biosintesis de las
glicoproteinas, constituyen un grupo de enfermedades en expansion creciente.
La identificacion de este tipo de defectos entre pacientes con CDG abre un
campo de estudio muy importante en la glicobiologia de los errores innatos del

metabolismo.

Los CDG tienen una morbilidad alta y una mortalidad importante. Es
importante resaltar que para varios de los defectos identificados se conocen

s6lo uno 0 muy pocos pacientes.

No existe informacion en nuestro conocimiento de la identificacion de los

trastornos congénitos de la glicosilacion en poblacion mexicana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
Detectar pacientes pediatricos con posibles trastornos congénitos de la
glicosilacion en pacientes con retraso psicomotor, anomalias

estructurales del cerebro y que no cuenten con un diagnéstico molecular.

2.2. Objetivos particulares

1. Identificar en pacientes con retraso mental y del desarrollo la presencia de
CDG.

2. ldentificar en pacientes con anomalias estructurales del cerebro la presencia
de CDG.

MATERIAL Y METODO

Disefio y Tipo de estudio:
Nuestro disefio de estudio fue concebido como un estudio transversal,

observacional, prolectivo, prospectivo.

Caracteristicas de la poblacién de estudio:

POBLACION

1. Poblacion Objetivo: Nifios de 1 mes a 18 afios de edad con retraso
psicomotor o anomalias estructurales del cerebro sin diagndstico establecido.

2. Poblacién Elegible: Pacientes atendidos en los servicios de consulta
externa de Pediatria y de Subespecialidades del INP en el periodo
comprendido en una primera etapa del 1° de diciembre del 2008 al 28 de
febrero del 2011.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion:

1. Sujetos con edad de 1 mes a 18 afios de edad.

2. Nifos y nifias.

3. Todo paciente pediatrico que presente retraso psicomotor y retraso mental
con anomalias estructurales del cerebro y que no cuente con un diagnostico

molecular.
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Criterios de exclusion:

1. Pacientes que cuenten con un diagnostico molecular establecido.

Criterios de eliminacion
Que el nifo(a) abandone el seguimiento clinico neurolégico.

1

2. Transfusion de derivados sanguineo en los treinta dias previos.

3. Paciente con consumo de alcohol dos meses previos.

4. Pacientes que cursen o hayan padecido hepatitis.

5. Pacientes cuyas pruebas metabdlicas de tamiz indiquen la presencia de un
error innato del metabolismo de los aminoacidos, &acidos organicos o

acilcarnitinas.

Descripcion del método

Se incluiran en el estudio todos aquellos pacientes que sean atendidos en el
Servicio de Neurologia y Clinica de Epilepsia asi como en las consultas de
pediatria y Subespecialidad del Instituto Nacional de Pediatria, en el periodo
sefalado y que cumplan con los criterios de seleccion referidos previamente.
Previo consentimiento informado, a la llegada del paciente se procedera a

recolectar las siguientes muestras bioldgicas:

A) Dos papeles filtro con 6 gotas de sangre cada uno, para la prueba
de tamiz metabdlico para acilcarnitinas y aminoacidos.

Estas muestras serdn entregadas en el 9° piso de la Torre de
Investigacion, para que se realice estudio de cuantificacion de
aminoacidos y de acilcarnitinas mediante espectrometria de masas en
tandem (MS/MS).

Si se encuentra alguna alteracion en dichos analisis, se procederd a
solicitar una muestra de orina para perfil de acidos organicos urinarios.
Los pacientes cuyos resultados metabdlicos sefialen la presencia
especifica de un error del metabolismo de los aminoacidos o alguna

academia organica, seran excluidos del estudio.
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Se recolectaron de cada paciente incluido en este estudio las siguientes
muestras bioldgicas por venopunciéon y de acuerdo a los protocolos de
higiene y seguridad establecidos en condiciones de esterilidad:

1) Un tubo que conteniendo al menos 1 ml de suero.
La muestra se centrifugd a 3000 RPM por quince minutos, para
posteriormente extraer el suero.

2) Un tubo que con al menos 1 ml de plasma sin EDTA.

Inmediatamente después de su obtencidn, las muestras se almacenaron a
-70°C o solo refrigeradas a 3-4°C por un periodo no mayor a 24 horas, después
del cual se congelaron a -70° C. Las muestras se rotularon con un nimero (al
que sOlo el investigador principal tenia acceso) para asegurar la
confidencialidad de los datos de identificacién del paciente, acompafiadas del

formulario incluido como Anexo 2.

Envio de muestras al laboratorio de Referencia.

El laboratorio de referencia fue el de Glicobiologia de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Las muestras fueron
recogidas en el Instituto Nacional de Pediatria por el Investigador Responsable
(Dr. Ivdn Martinez Duncker R.) y transportadas al laboratorio de referencia bajo
condiciones 6ptimas de preservacion, sin perder la cadena de frio. La
frecuencia de envios dependi6 del numero de muestras disponibles y
acordado entre el investigador responsable y la jefatura del servicio de
Neurologia del INP. Se elaboré un documento (cadena de custodia) que
detallaba el nimero y datos de las muestras que se enviaban, firmada por el
responsable del laboratorio que entrega y por el investigador principal que

recibe o quien el designe.

Métodos

Se captaron a través de la consulta externa del servicio de Neurologia y Clinica
de Epilepsia, asi como también a través de la base de datos de diagndstico,
realizando llamadas telefénicas para invitarlos a participar explicandoles los

beneficios que brindaba el ser incluido en el proyecto.
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Metodologia de Laboratorio
Una vez que las muestras estaban disponibles en el laboratorio de referencia
estas fueron sometidas a distintos estudios cuyo objetivo fué determinar la

presencia de hipoglicosilacién proteica.

Deteccién de hipoglicosilacién proteica.

Se realizaron pruebas de Western Blot e Isofocalizacion eléctrica para
evidenciar una hipoglicosilacion de la transferrina (N-glicosilacion) y de la
apolipoproteina-C-lll (O-glicosilacion), en caso de ser necesario se incluirian al
analisis otras glicoproteinas de interes.

En aquellas muestras en donde se detecto hipoglicosilacion proteica en
comparacién con muestras control, por cualquiera de los métodos antes

mencionados, se sometieron a un analisis estructural de glicanos por HPLC.

Establecimiento del perfil de glicosilacion global por HPLC en muestras
hipoglicosiladas.

Se deglicosaron las glicoproteinas séricas utilizando hidrélisis enzimatica
mediada por PNGasa F (Calbiochem), posteriormente se marcaron los
oligosacaridos en su extremo reductor con 2-aminobenzamida (Prozyme). Se
utilizé un sistema cromatografico de Waters con detector de fluorescencia a
una longitud de onda de excitacion de 330 nm y de emision de 420 nm (Serrato
et al., 2004). Los oligosacaridos fueron separados por HPLC por dos técnicas
distintas (Nakagawa et al., 1995): 1. Intercambio anidnico débil. Se utilizé una
columna de DEAE TSK-Gel (7.5 mmx7.5 cm, 10 pm, Tosh Bioscience). Como
fases moviles se utilizo formato de amonio pH 9 y agua en un gradiente lineal.
2. Fase normal. Se utilizaro una columna TSK-Gel amido-80 (Tosoh
Bioseciences) con formato de amonio 250 mM pH 4 y acetonitrilo como fases
moviles. Utilizando un homopolimero de glucosa se asigné unidades de
glucosa a los tiempos de elusion. Las estructuras fueron propuestas para cada
tipo de la cromatografia, basandonos en su migracién en unidades de glucosa

y la susceptibilidad a las digestiones individuales por exoglicosidagdas ( -
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manosidasa, [] -galactosidasa, [] -N-acetilglucosaminidasa, [] -fucosidasa vy

sialidasa | , Prozyme) (Serrato, Palomares et al. 2004).

Célculo de tamafio de muestra
Considerando que se trata de un estudio transversal, hemos utilizado la férmula

propuesta por Lemeshow.

n= Zl—a/ZZP(l_ P)

d2

Z 1- a/2— 1.96
P=3%
d =50

Z 1. q2= Es el valor asociado al error tipo 1.
P = Es la proporcion de la poblacién con la caracteristica

d = Es el porcentaje de la proporcion que esperamos identificar.

n =497 = 500

En virtud de que las muestras obtenidas de los sujetos pueden ser
inadecuadas para el procedimiento por: insuficiencia, contaminacién, hemalisis,

etc., se incrementard la muestra en 20% :

n =600

Andlisis de resultados.

La informacién obtenida se analiz6 a través de una base de datos disefiada
para los fines del estudio a través del programa Excel para Windows. Se
efectué andlisis univariado de todas las variables mediante medidas de
tendencia central y dispersion con célculo de promedio y desviacion estandar
para variables numéricas con distribucion Gaussiana y mediante medianas,
minimos y maximos para variables numeéricas con distribucion sesgada. Las

variables categdricas se describiran mediante porcentajes. Se efectuo
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comparacion de las variables y el retraso del neurodesarrollo por medio de

coeficiente de correlacién de Pearson.

Reporte de Resultados

Se reporto a la jefatura del Servicio de Neurologia y al Laboratorio de
trastornos metabdlicos los resultados de los andlisis realizados con los datos
experimentales pertinentes asi como cualquier indicacion que permitiera
circunscribir el posible diagndstico molecular, asi mismo se solicito, en caso de
ser necesario, materiales biolégicos (sangre, biopsias, etc.) que se requirieran
en caso de que se deseara proseguir al diagnéstico molecular final, previo
informe al familiar y obtencién del consentimiento. El tiempo promedio entre la

entrega de muestras y el reporte de resultados fue de 1 mes.

Implementacion de tratamientos.
En caso de realizar un diagnostico de CDG se ofreceria asesoria experta
a los médicos tratantes para implementar el tratamiento sustitutivo en caso de

haberlo.

Bioética humana

La obtencion de muestras biologicas necesarias para la determinacion de
hipoglicosilacion proteica fue realizada bajo el consentimiento informado de los
padres y en respeto a las leyes y normas vigentes establecidas en la Ley
General de Salud y el Reglamento de la L.G.S. en Materia de Investigacion asi
como acatando los estandares bioéticos internacionales. El comité de Etica del
Instituto Nacional de Pediatria fijo los requerimientos necesarios para la

realizacién de este protocolo.

Costo del estudio y publicacion de resultados.

Ninguna parte involucrada en el diagnéstico molecular de estos trastornos
recibio alguna remuneracion por los estudios requeridos para establecer la
hipoglicosilacion proteica ni por aquellos estudios que se requirieron realizar
para establecer un diagnéstico molecular final. Las publicaciones o

conferencias que sean realizados utilizando resultados derivados de este
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protocolo seran previamente acordados entre el investigador principal y los

investigadores asociados.

RESULTADOS

Se estudid una poblacion de 144 pacientes, durante el periodo
comprendido entre diciembre del 2008 a febrero 2011, en el servicio de
Neurologia Pediatrica del Instituto Nacional de Pediatria, durante el estudio se
excluyeron a 3 por diagnostico etiolégico realizado en el curso del estudio
(Sindrome de Hallervorden—Spatz, aminoacidopatia y cromosomopatia) el
analisis final fue realizado con 141 pacientes.

Del total de la muestra 48.3% eran del sexo masculino. La edad a la
evaluacion de los pacientes estuvo comprendida entre 4 meses a 219 meses.

Se buscaron caracteristicas en cuanto al fenotipo general de los pacientes
encontrando: 68 pacientes tenian microcefalia y 6 macrocranea; 55 tenian
dismorfias menores que no correspondia algun diagndéstico sindroméatico, 19
contaban con antecedente de ictericia neonatal y 10 con pezones invertidos, ningun
paciente presentd acumulacion de grasa glatea anormal.

Se identific6 un paciente que presentaba un IEF de transferrina sugestivo de
hipoglicosilacion, lo que definid una prevalencia de 0.7% para CDG primario. El tipo
de CDG que se encontro fue de tipo Il, indicando que el defecto de la glicosilacion
se encuentra en el compartimento del aparato de Golgi.

El paciente con CDG es un masculino de 4 afios de edad con microcefalia y
dismorfias como frente estrecha, hipertricosis, epicanto, puente nasal ancho y
deprimido, narinas antevertidas, labios gruesos, disquinesias faciales y orolinguales
ademas de hipotonia generalizada, epilepsia parcial compleja, retraso global del
neurodesarrollo y neumopatia crénica. El estudio de tamiz metabdlico ampliado fue
normal, la tomografia axial computada cerebral mostré atrofia leve generalizada de
predominio en hemisferio izquierdo no especifica, el electroencefalograma mostro
fue paroxismos focales temporales izquierdos y los potenciales evocados auditivos y

visuales se encontraron normales.
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Grafica No. 1 Diagndsticos de inclusion.
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Los diagnosticos de inclusion al estudio fueron los que se muestran en el
Grafico 1: el mas frecuente 62 pacientes (43.9%) presentaban epilepsia como
diagndstico principal.

De las alteraciones clinicas del sistema nervioso: 100% presentaron
retraso del neurodesarrollo, 40% espasticidad, 60% hipotonia y el 14% ambas
anormalidades. Otras alteraciones neuroldgicas fueron neuropatia periférica
en 16% y 10% tuvieron sindrome extrapiramidal. Las crisis convulsivas se

detectaron en el 51%. El tipo de crisis se describe en la cuadro 1.

Cuadro No. 1 Tipo de Crisis

TIPO DE CRISIS N(%)
Parciales 61(42)
Parciales simples 5(3)
Parciales complejas 24(16)
Parciales secundarias 32(22)
generalizadas
Complejas, secundarias 4(3)
generalizadas
Generalizadas 29(20)
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Grafico 2: Tipo de Epilepsia parcial.
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Las alteraciones oftalmolégicas fueron poco frecuentes destacan:
retinitis pigmentosa 2%, y estrabismo 11%.

Las anomalias cardiacas fueron aisladas, 13 de los 141 pacientes lo
presentaron. De las alteraciones gastrointestinales, el vomito se present6 en 25
pacientes. Diarrea 0 enzimas hepaticas alteradas solo 2 pacientes lo
presentaron; hepatomegalia y fibrosis hepatica 3 pacientes y solo 1 paciente

con esplenomegalia.

Dentro de las caracteristicas inmunohematolégicas de este grupo de

pacientes Unicamente las infecciones del sistema respiratorio fueron las mas

frecuentes con un 31%, la trombosis so6lo en un 2%y fiebre recurrente en 1%.

A nivel genético, se explican las anomalias encontradas en la cuadro 2.

Cuadro No. 2 Hallazgos con correlacion genética

ALTERACIONES N(%)
Anomalias cromosOmicas 1(0.7)
Consanguinidad 12(8)
Familiares con cuadro similar 33(23)
Muertes tempranas(<émeses) 18(12)
Historia de abortos 21(14)
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Cuadro No. 3 Anomalias estructurales cerebrales en estudios de

imagen.

ANOMALIA ESTRUCTURAL TAC-IRM N(%)
Normal 30(23)
Atrofia generalizada 65(49)
Lesiones clasticas 5(4)
Desmielinizacion 11(8)
Lisencefalia 0(0)
Paquigiria 2(1)
Alteraciones del cuerpo calloso 11 (8)
Displasia compleja 8(6)

Alteraciones en ganglios basales 4(3)

Sdlo 50 pacientes contaban con tamiz ampliado, 1/50 el resultado fue anormal

especifico para aminoacidopatia.

Se analizaron los estudios de gabinete, se encontr6 que 91% contaban con un
estudio de imagen, de estos el 52% tenian TAC de encéfalo, 73% imagen de
resonancia magnética cerebral y 29% contaban con ambos estudios. Las
anomalias estructurales encontradas se resumen en la cuadro No. 3 Existe
coeficiente de correlacién negativa de -0.49 en los hallazgos encontrados.

Los estudios de neurofisiologia fueron los siguientes.

Cuadro No.4 Estudios de
neurofisiologia

ESTUDIO N(%)
EEG 88(61)
PEATC 70(48)
PEV 46(32)
PESS 21(14)
VCN 24(16)

A su vez los resultados de EEG se encontraron de la siguiente forma:

Cuadro No. 4 Caracteristicas del EEG

EEG N(%)
Normal 15(17)
Encefalopatia difusa no paroxistica 24(27)
Paroxistico focal 12(13)
Paroxistico multifocal 31(35)
Paroxistico generalizado 6(7)
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Con respecto a los resultados para deteccion de CDG, se obtuvieron dos
positivos, uno de ellos se trata de un trastorno primario de la glicosilaciéon
proteica y el segundo asociado a Sindrome de Hallervorden—-Spatz. Teniendo

un prevalencia de 1.4% para este grupo de pacientes.

Se encontré una r de Pearson de +0.96 para la correlacion entre la edad del
inicio de los sintomas y de la valoracion del desarrollo neurolégico con la

escala de Denver al momento de la evaluacion

DISCUSION Y ANALISIS

Las caracteristicas clinicas presentes en los CDG permiten sospechar la
posibilidad de padecer alguna de estas alteraciones, ya que estos
habitualmente tienen una afeccidbn multisistémica inexplicable, donde el
retraso severo del neurodesarrollo es constante, debido a ello este fue el
principal criterio de inclusion diagndstica.

No existen estudios previos en México respecto a la prevalencia de este
grupo de patologias de ahi la importancia de los resultados que reportamos.

La prevalencia de los CDG en este estudio es de 7 x 1000, lo que
comparado con los reportes de otros paises como ltalia, en la que se han
detectado 2 pacientes en 168 estudiados (11 x 1000) (1) y en un estudio
realizado en Espafia y Portugal (6 x 1000), es similar (13). Lo anterior pone de
manifiesto la importancia que tiene en nuestro pais la identificacion de esta

patologia, ya que en esta muestra la tasa es equiparable al resto del mundo.

Contamos con una gran cantidad de pacientes con caracteristicas clinicas
sugestivos de CDG, por lo que es util realizar la determinacién en pacientes

gue no cuentan con un diagnadstico etioldgico.

En los pacientes identificados con CDG en esta muestra, no hay
antecedentes de consanguinidad o endogamia, asi como tampoco
antecedentes heredofamiliares POSITIVOS o de cuadros similares. Es

deseable el estudio molecular en busqueda de las mutaciones responsables
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especificas en nuestro paciente positivo para CDG primaria a fin de establecer

el subtipo de alteracion que presenta.

Los estudios publicados internacionalmente (Italia, Espafia y Portugal),
reportan caracteristicas clinicas de los pacientes con CDG (retraso del
neurodesarrollo, epilepsia, talla baja, dismorfias, etc.) que son similares a las

que nuestros pacientes presentaron.

Al realizar el coeficiente de correlacion de Pearson entre las diferentes
variables y el retraso del neurodesarrollo solo se encontré positiva en el grado
de retraso y el inicio de los sintomas, lo que nos indica claramente que a

menor edad de deteccion son mayores los datos de retraso psicomotor.

Un coeficiente negativo a resaltar es el hallazgo en los estudios de
imagen que se encuentra cercano a - 1 interpretandose que no existe un patrén
por imagen que nos sugiera el grado de retraso psicomotor o del
neurodesarrollo que presentan los pacientes, hecho ya reportado en otras

series a nivel mundial.

El resto de variables: hipotonia, micro o macrocefalia, piramidalismo o
enfermedades asociadas no tienen una correlacion con el retraso psicomotor lo
que nos habla de el amplio espectro de posibilidades clinicas que se

encuentran en estos pacientes.

Dada la tasa prevalente identificada, es necesario que el pediatra o el
médico de primer contacto con los pacientes portadores de caracteristicas
clinicas mencionadas pueda descartar esta patologia, pues la morbimortalidad

asociada a la CDG es elevada.

Cabe resaltar que la positividad del paciente con sindrome de Haller
Vorden Spatz pudiera ser explicada por la alteracion que presentan estos
pacientes en la cinética del hierro entre esta, la trasferrina que una de las
proteinas utilizadas para determinar la hipoglicosilacion, pero este apartado

requerira confirmaciones posteriores.
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CONCLUSIONES

1.

Las caracteristicas clinicas relacionadas a los trastornos congénitos de la
glicosilacion reportadas en la literatura internacional son similares a las que

presenta nuestro paciente detectado con CDG.

Se determino una prevalencia del 0.7%, (1 de 141) del grupo de pacientes
estudiado misma que es similar a la reportada en las publicaciones

internacionales.

Es importante realizar estudios multicéntricos con el fin de establecer una

prevalencia a nivel nacional.

Se deberé ofrecer la deteccién de CDG a todo aquel paciente con retraso
del neurodesarrollo y/o con alteraciones sistémicas que no cuenten con un

diagnostico etioldgico.

No existe un patrén de presentacion clinico especifico en pacientes con
retraso psicomotor y/o del neurodesarrollo lo que dificulta el llegar a un

diagnostico etioldgico preciso.
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ANEXOS

Formato de Recoleccion de Datos

DETECCION DE HIPOGLICOSILACION PROTEICA EN SUBPOBLACIONES
PEDIATRICAS CON RETRASO SEVERO DEL NEURODESARROLLO SIN
DIAGNOSTICO ETIOLOGICO QUE TENGAN PROBABILIDAD DE
PRESENTAR TRASTORNOS CONGENITOS DE LA GLICOSILACION

FICHA DEMOGRAFICA

L. NO. PaACIBNtE ... e e e L
2. REOISIIO Lttt ]
3. Nombre: ... |
4.Edad de esta evaluaCiON(MESES) ... ...vviiiie e e ee e e L]

5. Edad de iNiCI0 (BN MESES)......ueie ittt e et e e e L
6. Fecha de naCimiento. ..o L
7. Género (0:masculino, 1:femenino)... .....coovviiiiiiiiiiiiiiiie e |
S 5 To ] 1 01 ] | o
9. Teléfono (con clave lada).......... RN
10.Nombre del padre. ... ..o

11. NombBre de 1a Madre. ..o e e e e e e e

12. Diagnéstico CliNICO 0 GENALICO. .. .. vv ittt e e e aea

FENOTIPO GENERAL

13. Microcefalia (0:NO, L:SI) ... e e e e e ||
14. Macrocefalia (0:NO, L1:Si) .ovrieiiiie it e e e e ||
15. Dismorfia (describir en resumen) (0:No, 1:Si) ...ooveiiiiiiiiiiie e |
16. Ictericia neonatal (0:NO, 1:Si).....ovviiiiiiiii e e e e e eeeaas ||
17. Pezones invertidos (0:NO, 1: Si)...uviiiiiie i i e e e e e ee e ||
18. Acumulacion de grasa glatea anormal (0:No, 1:Si) ...ocovviiiiiiiiiieinn . I_|

Anomalias Nerviosas

19. Retraso del desarrollo (0:NO, L:Si)...ccoiviiiiie e i e e e ||
20. Espasticidad (0:NO, L:ST) ..veui i e e e e e e e e ||
21. Hipotonia (0:No, 1:Si) .. .. P I
22. Neuropatia Periférica (O No 1 SI) ..................................................... ||
23. Sindrome extrapiramidal (0 NO, L SI)i...oi i e ||



24. Desarrollo Psicomotor (edad en meses en Denver al momento de
EValuacCion)........ouve i e |
25. Crisis Convulsivas (0:NO, 1: Si ).euviiieiiiieie i |

26.Edad de iNiCI0 (BN MESES) ... .iuuieietie it ee e e et e ee e e ees L]
27. Tipo de crisis:

28. Parciales: (0:NO, L: Si)uuuitit it e e e e e e e e I_|

Tipo de crisis parcial @........cccooiviiiii e e e e |

0: simples 1: complejas 2: secundariamente generalizadas

0: Otahara 1:West 2: Lennox Gastaut 3:Doose 4: Otro 5: No sindromatico

31. Tratamiento (0: moniterapia; 1:Politerapia)...........ccccoviviiiiiiiiieinn i, ||

Anomalias Oftalmoldgicas

32. Retinitis pigmentosa (0:NO, L:S1) ...voviriiiii i e e ||
33. Estrabismo(0:NO, L:Si) ..vniiiiii i e e e e ||
34. Coloboma (0:NO, LiST) couuiriiiiis e e e e e e e ||
35. Otras alteraciones (0:NO, L:ST) ...vuniriiiii e e e e ||

Anomalias Cardiacas
36. Cardiopatia (0:NO, L:ST) v e e ||
DS I . oo

Anomalias Gastrointestinales

37.VOMItO (0:INO, LiSH) et e e e e e e e I_|
38. Diarrea (0:NO, LiSi) vuuirt i e et e e e e e ||
39. Hepatomegalia (0:NO, 1:Si) ..ooviiiiiiiie e e e e e e ||
40. Enzimas Hepaticas alteradas (0:NO, 1:Si) .....oovviviiiiiiiiiiiie e ||
41. Esplenomegalia (0:NO, 1:Si) .ooviiiiiiiiiie e e e e ||

42. Fibrosis Hepatica(O:NoO, 1:Si) ...oovviiiiiiiiiiiiiii i |

Anomalias Inmunohematoldgicas

43. Infecciones recurrentes (0:NO, L1:Si) ...oviiiiiiiiii e, ||
44. Fiebre Periodica (0:NO, L:ST) ..ooriiii e e e e e ||
45. TrombosSIS (0:NO, 1:ST) tuuiniiiiiiie e e e e e e e e aeeeenas ||
46. Hemorragia (0:NO, 1:SH) .ovviriiiiii e e e e e e e e e eens ||
47. Trombocitopenia (0:NO, L:ST) ...uiriiiiii i e e e, I_|
48. Alteracion de biometria Hematica (O:NO, 1:Si) .....ccovvviiiiiiiiiiiiiieeeen ||
UL e e
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Anomalias Renales
49. Quistes Renales (0:NO, L:ST) couuit i e e e e e ||
50. Calculos Renales (0:NO, 1:Si) .ovviiniiiiie e e e aaes ||

Anomalias Endocrinolégicas

51. Hipoglicemia (0:NO, 1:S1) ..viniieii i e e e e e e e ||
52. Hipogonadismo (0:NO, 1:Si) ..ooviiiiiiie e e e e e e aei e I_|
(@] 1= =T o lo [oTot g1 aTo] o F- L1 - L
Geneética

53. Anomalias cromosémicas (0:NO, 1:Si) ..o e e ||
54. Consanguinidad (0:NO, L:Si) ..oouiiiiii e e e e ||
55. Familiares con cuadro similar (0:NO, 1:Si) ...covvieiiiiie i e, I_|
56. Muertes tempranas (menores de 6 meses) (0:No, 1:Si)....ccvvvviien civnennns ||
57. Historia de abortos (0:NO, L:Si)....cuuieii i e e e e ||
58. Tamiz ampliado, Aminoacidos, Acidos orgénicos, Cromatografia (0: No;
59 Resultado de tamlz (0 normal 1 anormal) ........................................ ||
Imagen

60.Cuenta con estudio de imagen (0: NO; 1 :Si)...cviiviiiii i e ]
G I 1 O (05 N o Tt Y | P ||
62. IRM: (O:NO; 12 ST v e e e e e e e e neenene e ||
63. Resultados: . Nl

O:Normal 1: atrofla generahzada 2 IeS|ones clastlcas 3 desmlellnlzaC|on
4:lisencefalia 5: paquigiria, 6:polimicrogiria,7:alteraciones de cuerpo calloso
8:displalsia compleja

neurofisiologia
64.EEG (0: No tiene; 1: SItieNe).....o v e e e e ||
65. Resultados:. —

O:normal 1: encefalopatla dlfusa no parOX|st|co 2 parOX|smos generales
3: paroxistico focal 4: paroxistico multifocal

66.Potenciales evocados auditivos de tallo cerebral (0: No, 1: Si).............. ||
67.Potenciales evocados visales (0: No; 1: Si)... S —
68. Potenciales evocados somatosensoriales (O No 1: S) ......................... ||
69. Velocidades de Conduccion Nerviosa( 0:No; 1: Si)...vvvvvvviiiiiiiiiie e ennnen, ||
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OBSERVACIONES DE INTERES

Nombre y firma de la persona que recolecto la informacion

Fecha: de de 200
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DETECCION DE HIPOGLICOSILACION PROTEICA EN SUBPOBLACIONES
PEDIATRICAS CON ALTA PROBABILIDAD DE PRESENTAR
TRASTORNOS CONGENITOS DE LA GLICOSILACION

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D.F. a de del

Se me ha informado detenidamente que mi hijo (a):

Con Registro del INP namero |_|_ | | | | | que tiene retraso en su

desarrollo podria tener como causa de este un trastorno congénito de la
glicosilacion. Se me ha explicado que hasta este momento la forma mas segura
y facil de identificar estas alteraciones es mediante la realizacion de un estudio
llamado IDENTIFICACION DE HIPOGLICOSILACION. Para realizarlo me
solicitan que autorice le tomen 6 ml de sangre que se colocaran en dos tubos
( 3 ml para cada uno). La toma de sangre la realizard personal experto con
material estéril y desechable. Puede mi hijo sentir dolor y desarrollar un
moretdn en la zona que se puncione. No se le hardn mas de dos intentos de
venopuncion (piquetes)

Se me ha explicado que el objetivo de este estudio es identificar si la causa de
retraso mental es la falta de sustancias que favorecen un proceso celular que
se llama glicosilacion. Las muestras recolectadas seran guardadas en un
congelador y se enviaran a la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos
donde el equipo del Dr. Ivan Martinez Duncker (Facultad de Ciencias UAEM,
Tel 777 32 97 000 Ext 3381) procesara la muestra. Las muestras que se envien
estaran codificadas de tal forma que no contengan datos personales de mi hijo,
esto con el fin de respetar la confidencialidad del paciente. La informacién

personal no sera utilizada en las publicaciones que de este estudio se deriven.

Este estudio no tendra ningun costo para mi y tampoco recibiré ningin pago
por concepto de este estudio. Se me informara sobre los resultados tan pronto
los tenga el Servicio de Neurologia y Clinica de Epilepsia a cargo de la Dra.

Matilde Ruiz Garcia. No se dara ningun otro uso a la muestra.
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Se me ha explicado que si me rehldso a que mi hijo participe en el estudio de
igual manera se le brindaran todas las atenciones que mi hijo requiera y que
igualmente tengo todo el derecho a solicitar retirar a mi hijo del estudio asi
como la muestra que se recolectd en el momento que yo lo desee sin que esto

repercuta en la calidad de atencién hacia mi hijo.

Este estudio ha sido evaluado y aprobado por los Comites de Investigacion y
Etica del Instituto Nacional de Pediatria. Si tengo alguna duda puedo
comunicarme liboremente con el Dr. Alberto Olaya Vargas Presidente del Comité
de Etica al 10840900 ext 1571 y/o con la Dra Matilde Ruiz Garcia
investigadora responsable al Servicio de Neurologia y Clinica de Epilepsia al
10840900 ext 1358.

Se me ha hecho saber que la informacion recolectada ser& de tipo confidencial
y que en ningln momento se publicara con alusién especifica al nombre de mi
hijo.

Atentamente:

Nombre y firma del padre o tutor

Nombre y firma del padre o tutor

Nombre y firma del Testigo

Nombre y Firma del Testigo

Nombre y firma del Investigador responsable

Dra. Matilde Ruiz Garcia
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