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Resumen 

 

La Enfermedad de Lafora (EL) es un tipo de epilepsia mioclónica progresiva (EMP) que 

se manifiesta generalmente en la etapa final de la infancia y durante la adolescencia con 

mioclonías, ausencias, crisis tónico-clónicas y una progresión neurodegenerativa rápida. 

Los pacientes presentan acumulación intracelular de cuerpos de Lafora en sistema 

nervioso central, músculo y piel entre otros tejidos. Tiene un desenlace fatal 

aproximadamente 10 años después del inicio de la enfermedad. 

La EL es causada por mutaciones en dos genes descritos; EPM2A  codificante para 

Laforina y NHLRC codificante para Malina. Ambas proteínas interactúan en un complejo 

que regula la síntesis de glucógeno. La proteína PTG (codificada en el gen PPP1R3C) 

facilita la activación de la Glucógeno Sintasa, promoviendo la síntesis de glucógeno. 

Recientemente se reportaron dos variantes en PTG que probablemente estén relacionadas 

con un progreso lento de la enfermedad. 

En la Clínica de Epilepsia del INNyN se detectó una familia con integrantes afectadas 

con EMP, el diagnóstico clínico e histopatológico indicaba EL pero no era definitivo ya 

que los pacientes presentaron un inicio tardío y progreso lento, además de pocos cuerpos 

de Lafora en la biopsia. Por lo tanto, se realizó el diagnóstico molecular a 7 integrantes 

de esta familia por medio la secuenciación completa de los genes EPM2A y NHLRC1. 

Posteriormente se analizó el gen PPP1R3C mediante secuenciación como modificador 

atenuante de la enfermedad.  

Se encontraron las mutaciones p.R241X y p.G279C en el exón 4 del gen EPM2A. La 

mutación p.R241X ya se había reportado previamente en otros estudios, sin embargo, no 

existen reportes previos de la mutación p.G279C. Se descarto  la posibilidad de que ésta 

mutación fuera un polimorfismo al no encontrarse en 100 sujetos sanos de origen 

mestizo-mexicano. Además se llevó a cabo el análisis in silico encontrando evidencia de 

su participación en el desarrollo de la enfermedad. En el análisis del gen PPP1R3C no se 

encontraron variantes. 

Por medio de las técnicas de biología molecular y las herramientas bioinformáticas se 

determinó que las mutaciones p.R241X y p.G279C son las causantes de EL en los 

integrantes afectados en esta familia. Estas mutaciones en el exón 4 del gen EPM2A en 

pacientes de EL con inicio tardío y progresión lenta se contraponen a lo reportado hasta 

ahora en los estudios de asociación genotipo-fenotipo. En este estudio no se encontraron 

variantes en el gen PPP1R3C, por lo que se descarta como gen modificador atenuante de 

la enfermedad en esta familia y se propone la búsqueda y estudio de otros genes 

modificadores de la enfermedad. 

 



7 
 

1.- Antecedentes  

En 1911, Gonzalo Rodríguez Lafora reportó un paciente de 17 años de edad con epilepsia 

mioclónica, en el que destacaban la presencia de mioclonias constantes y demencia 

progresiva, el cual murió a las 6 semanas en status mioclonus después del inicio del 

estudio. Posteriormente la autopsia reveló la presencia de cuerpos amiloides en las 

neuronas de corteza cerebral, tálamo, globo pálido y sustancia nigra. Dichas células, se 

encontraban degeneradas, a diferencia de las células gliales, las cuales estaban integras y no 

presentaban cuerpos amiloides (Lafora y Glueck, 1911).  

En 1965, Schwarz y Yanoff documentaron 8 casos de epilepsia mioclónica progresiva 

hereditaria de tipo autosómico recesiva, con inicio de la enfermedad en la adolescencia, 

desenlace fatal y evidente actividad epiléptica en el electroencefalograma (EEG), 

histopatológicamente presentaban inclusiones intraneuronales llamándolos cuerpos de 

Lafora o poliglucosanos (Schwarz y Yanoff, 1965). 

Los cuerpos de Lafora son el rasgo más distintivo de esta enfermedad y los pacientes los 

presentan en abundancia en todas las regiones cerebrales y en la mayoría de las neuronas. 

Los cuerpos de Lafora son el resultado de la acumulación intracelular de moléculas de 

glucógeno anormal insoluble, poco ramificado y altamente fosforilado. Estas características 

indican que se trata de una alteración en el metabolismo de glucógeno (Minassian, 2001). 

En 1995, Serratosa y colaboradores estudiaron 9 familias con diagnóstico clínico e 

histopatológico de Enfermedad de Lafora (EL) y definieron que el locus 6q23–25 contenía 

al gen responsable de la enfermedad (Serratosa y Delgado-Escueta, 1995). En 1997, esta 

región se delimitó a 6q24 en biopsias de 39 pacientes con EL provenientes de España, 

Canadá, Estados Unidos, Palestina y Ecuador entre otros. (Sainz, et al, 1997) En 1999, se 

encontraron mutaciones puntuales y microdeleciones en un gen que denominaron EPM2A 

(por sus siglas en inglés Epilepsy of Progressive Myoclonus type 2 gene A), éste codifica 

para una fosfatasa de tirosina la cual nombraron como laforina (Serratosa, et al 1999). 

En 2003, Chan y colaboradores, describen un segundo locus en 6p22, responsable de la 

enfermedad en 4 familias de origen Franco-Canadiense. En esta región encuentran 

mutaciones en un gen nuevo y fue nombrado EPM2B (Epilepsy of Progessive Myoclonus 

type 2 gene B) también llamado NHLRC1 (NHL Repeat Containing 1 gene). Este gen 

codifica para una proteína con actividad de ubiquitina ligasa, la cual nombraron malina 

(Chan, et al, 2003). 

Actualmente se han reportado cerca de 120 mutaciones asociadas a la enfermedad (The 

Lafora Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism Database) en EPM2A 
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y en NHLRC1 conjuntamente, todas ellas encontradas sólo en región codificante, pero no sé 

descartan alteraciones en las regiones reguladoras (Ganesh, et al, 2002). 

A partir de las mutaciones ya descubiertas y el diagnóstico clínico de los pacientes, se han 

realizado asociaciones genotipo-fenotipo que han mostrado pacientes con una misma 

mutación, incluso miembros de una misma familia, que presentan diferencias en la edad de 

inicio de la enfermedad (Singh y Ganesh, 2009).  

Las manifestaciones clínicas de la enfermedad son las mismas independientemente del gen 

alterado, sin embargo, en los estudios de asociación genotipo-fenotipo se ha observado que 

los pacientes con mutaciones en NHLRC1 la enfermedad cursa con menor severidad y 

tienden a vivir más que aquellos pacientes con mutaciones en EPM2A (Singh, et al, 2006). 

También se han asociado mutaciones en el exón 1 del gen EPM2A con una forma de inicio 

temprano con déficit cognitivo (Ganesh, et al, 2002), por lo que se proponen subfenotípos 

en la enfermedad de Lafora (Singh y Ganesh, 2009). 

A pesar del descubrimiento de la participación de mutaciones en los genes EPM2A y 

NHLRC1 en la enfermedad de Lafora, se estima que estas sólo explican entre un 80-90% de 

todos los casos y el resto de los pacientes no presentan alteraciones en ninguno de ellos, por 

lo que se sospecha que al menos un tercer gen pudiera estar involucrado (Delgado-Escueta, 

2007; Singh y Ganesh, 2009).  

Adicionalmente, se han reportado pacientes con presencia de cuerpos de lafora que 

únicamente se manifiestan en cerebro y no en otros tejidos (Al Otaibi, et al, 2003). Existe 

un reporte de un paciente con mutaciones en el gen NHLRC1 con una progresión muy 

rápida (Franceschetti, et al, 2006). En otro estudio se reportaron dos variantes en el gen 

PPP1R3C que pueden estar asociadas a una disminución en la severidad de la 

neurodegeneración y aumento en la sobrevida de los pacientes con EL (Guerrero, et al, 

2011). 

Estos y otros casos, dieron pauta para iniciar la búsqueda de otros factores modificadores 

de la enfermedad, entre ellos genes estrechamente relacionados a EPM2A y NHLRC1 

(Singh y Ganesh, 2012). 

Hasta la fecha aún no se conocen con exactitud las funciones específicas de las proteínas 

laforina y malina, pero se sabe que están involucradas en el metabolismo del glucógeno, 

interactuando con la proteína de direccionamiento a glucógeno, la glucógeno sintasa, la 

enzima ramificadora entre otras. La alteración y desbalance de esta vía metabólica en la 

enfermedad de Lafora podría resultar en la acumulación de poliglucosanos en las células, 

con subsecuente desarrollo de crisis epilépticas, neurodegeneración y muerte (Singh y 

Ganesh, 2009; Ramachandran, et al, 2009). 
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2.- Marco Teórico 

2.1.- Metabolismo de Glucógeno. 

2.1.1.- Estructura del Glucógeno. 

El glucógeno es un polímero de glucosa ramificado que almacena glucosa para su 

utilización cuando sea escasa. La polimerizacion primaria entre los residuos de glucosa es 

mediante enlaces -1,4-glucosídicos y las ramificaciones con enlaces -1,6-glucosídicos 

(Figura 1A). 

Un modelo sugiere que la molécula de glucógeno consta de cadenas internas B, que 

normalmente contienen dos puntos de ramificación y cadenas externas A sin ramificar que 

en promedio cada una de estas cadenas tiene 13 residuos de glucosa, que se van 

acomodando hasta 12 niveles (Figura 1B)  para alcanzar teoricamente, hasta ~55000 

residuos de glucosa con una masa molecular de ~10
7
kDa y un diametro de ~44nm en su 

máximo tamaño. Sin embargo, el glucógeno que se encuentra en la naturaleza es un grupo 

de moléculas con diferentes tamaños, el número de residuos de glucosa por cadena es 

variable y las ramificaciones no se ubican siempre en el mismo punto (Roach, et al, 2012). 

El glucógeno, también contiene trazas de fosfato en su estructura en una proporción de un 

grupo fosfato por cada ~10 000 residuos de glucosa, en forma de monoésteres en las 

posiciones C2 y C3. Cada molécula de glucógeno sufre numerosos ciclos de expansion y 

Figura 1 A) Esquema de enlaces glucosídicos en la molécula de glucógeno; B) Molécula de glucógeno con cadenas B 

internas ramificadas  y cadenas A externas, las líneas punteadas rojas indican la organización de las cadenas en 

niveles concéntricos (Roach, et al, 2012). 
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contracción, lo que puede provocar ciertas aberraciones en su estructura, como cadenas 

muy  largas de glucosa o la incorporación de cantidades excesivas de fosfato resultando en 

la formación de agregados de glucógeno insoluble, este fenómeno es normal en el 

envejecimiento de las células. Estos agregados se han descrito en tejido cerebral y se les  

llama corpora amylacea (Roach, et al, 2012). 

Además, en los tejidos, las moléculas de glucógeno se encuentran asociadas a proteínas 

involucradas en su metabolismo como la glucogenina (GN), la  glucógeno sintasa (GS) 

glucógeno fosforilasa (GP), la enzima desramificadora (DBE), y proteínas reguladoras 

como la fosforilasa cinasa (PHK), miembros de la proteina fosfatasa 1, la proteína cinasa 

dependiente de AMP (AMPK), laforina  malina y la proteína de direccionamiento a 

glucógeno (PTG). Todas estas proteínas involucradas en el metabolismo de glucógeno 

están estrechamente unidas a la molécula de glucógeno formando una ―partícula de 

glucógeno‖ (Figura 2) (Roach, et al, 2012).  

Figura 2 Interacción de una molécula de glucógeno con proteínas 

asociadas que participan en el metabolismo del glucógeno. (Roach, et al, 

2012). 
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2.1.2.- Biosíntesis y degradación de glucógeno 
 

El glucógeno es sintetizado y almacenado en gran parte por el músculo esquelético 

y el hígado; pero otros tejidos como el riñon, corazón, tejido adiposo y cerebro también son 

capaces de sintetizarlo, sin embargo, las neuronas no almacenan glúcogeno y la neuroglía 

es la única con esta capacidad (Vilchez, et al., 2007). 

La biosíntesis inicia cuando la glucogenina (GN) transfiere glucosa a partir de UDP-

glucosa a un residuo de tirosina en ella misma formando un enlace -1,4-glucosídico, 

elongando el oligosacárido hasta una longitud de 10-20 residuos. El siguiente paso es la 

asociación de la GN y la glucógeno sintasa (GS), iniciando esta última la adición de 

residuos de glucosa con enlaces -1,4; las ramificaciones son catalizadas por una enzima 

de ramificación (BE) que escinde un fragmento de 7 residuos de glucosa de una cadena en 

elongación en por lo menos 11 residuos y forma un enlace -1,6 en un nuevo punto de 

ramificación (Figura 3) (Roach, et al, 2012). 

 

Figura 3 Formación de enlaces (1-6) en puntos de ramificación en molécula de glucógeno por acción de la 

enzima ramificadora (BE) (Campbell y Farrell, 2004). 

La degradación del glucógeno es llevada a cabo por la enzima glucógeno fosforilasa (GP) 

rompiendo los enlaces  (1-4) de hasta cuatro residuos separados de la ramificación sin la 

ayuda de la enzima desramificadora (DBE) la cual rompe enlaces (1-6) produciendo 

glucosa-1-fosfato que es rápidamente convertida a glucosa-6-fosfato por isomerización, 

BE 

Enlace (1-6) 
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catalizada por la enzima fosfoglucomutasa (PGM). En otra vía de degradación, el 

glucógeno es transferido al lisosoma e hidrolizado a glucosa libre por la -glucosidasa 

lisosomal (Roach, et al, 2012). 

El glucógeno contiene cantidades traza de fosfato en su estructura, en un rango promedio 

de 1 grupo fosfato por cada 500 a 1500 residuos de glucosa en las moléculas de glucógeno 

del músculo esquelético. Este fosfato está unido covalentemente en las posiciones C2 o C3 

en forma de monoésteres de fosfato en las moléculas de glucosa (Figura 4) (Roach, 2011). 

 

 
Figura 4 Monoésteres de fosfato en los residuos de glucosa del glucógeno, indicados por las flechas en las 

posiciones C2 y C3 (Tagliabracci, et al, 2011). 

Esta incorporación de fosfato en la molécula de glucógeno, al parecer es el resultado de un 

error catalítico de la enzima GS, adicionando un grupo fosfato por cada ~10 000 residuos 

de glucosa. La diferencia entre la tasa de error y la cantidad promedio de grupos fosfato en 

una molécula de glucógeno se explica por la gran cantidad de veces en que el glucógeno es 

parcialmente degradado y re sintetizado (Tagliabracci, et al, 2011). 

Recientemente se ha propuesto que existe un sistema de control de calidad en el 

metabolismo de glucógeno, en el que laforina tiene la función de remover el fosfato 

incorporado en la molécula de glucógeno (Figura 5), evitando su acumulación 

(Tagliabracci, et al, 2011). Sin embargo, la remoción del fosfato por acción de laforina in 

Figura 5 Actividad fosfatasa de Laforina sobre 

los monoésteres de fosfato que se incorporan a 

la molécula de glucógeno (Roach, et al, 2011). 
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vivo no tiene una eficiencia del 100%, por lo que se puede suponer que existen niveles 

tolerables de fosfato en las moléculas de glucógeno que no afectan la estructura y cuando 

ese umbral es superado el resultado es devastador, por lo que se dice que es un mecanismo 

de reparación y control de daños en el metabolismo de glucógeno (Roach, 2011). 

 

2.1.3.- Regulación de la biosíntesis de glucógeno 

El glucógeno es sintetizado por la GS y es regulada alostéricamente de forma positiva por 

la glucosa-6-fosfato y  negativamente por fosforilación covalente reversible. La activación 

de la GS por la presencia de glucosa-6-fosfato puede superar el efecto inactivante que sufre 

la enzima mediante fosforilación (Roach, et al, 2012). 

La inactivación de la GS, se lleva a cabo por una serie de fosforilaciones sucesivas en al 

menos nueve sitios por acción de tres enzimas: la proteína cinasa A (PKA), fosforilasa 

cinasa (PHK) y la glucógeno sintasa cinasa 3 (GSK3). En este mecanismo, la adición de un 

grupo fosfato permite la adición de un segundo grupo fosfato (Obel, et al, 2012). 

La defosforilación de la GS está mediada por la acción de una familia de proteínas 

fosfatasas asociadas a glucógeno (PP1G), las cuales poseen una subunidad catalítica 

proteína fosfatasa 1 (PP1) ligada a subunidades de direccionamiento a glucógeno, éstas 

últimas tienen como función, actuar como andamiaje proteínico para facilitar la interacción 

de la GS con glucógeno (Obel, et al, 2012).  

La subunidad PTG de la proteína fosfatasa 1 se encarga de unir la molécula de glucógeno 

con la PP1; además se une directamente con la glucógeno sintasa y la glucógeno 

fosforilasa, incrementando el almacenamiento de glucosa en forma de glucógeno mediante 

la defosforilación que activa la GS e inactiva la GP (Greenberg, et al, 2006). 

 

2.1.3.1.- Complejo Laforina-Malina 

Laforina es una proteína que cuenta con un dominio fosfatasa de doble especificidad y que 

además es capaz de unirse al glucógeno a través de un dominio de unión a carbohidratos 

(Worby, et al. 2006).  

La proteína malina contiene un dominio de ubiquitina ligasa tipo RING y cuenta con seis 

dominios NHL que sirven como sitio de unión a otras proteínas (Gentry, et al, 2005). Se 

sabe que ambas proteínas están involucradas en el metabolismo de glucógeno. (Ganesh, et 

al, 2006).   
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Las proteínas laforina y malina interactúan entre sí para formar un complejo involucrado en 

la eliminación de proteínas de vida corta, defectuosas o mal plegadas que son tóxicas para 

la célula por medio del sistema proteolítico de ubiquitina proteasoma (Garyali, et al, 2008).  

Malina interactúa físicamente con laforina, de modo que laforina funciona como una 

proteína presentadora debido a que se une a otras proteínas como GS, DBE, y PTG; esta 

capacidad de laforina de unirse a PTG permite que malina pueda marcarla para su 

proteólisis eliminando el estímulo que PTG ejerce sobre la GS, disminuyendo en gran parte 

la síntesis y el almacenamiento del glucógeno (Worby, et al, 2008). 

Laforina es capaz de activar a la GSK3 defosforilando a la serina en la posición 9 lo que 

conlleva a que esta última inactive a la GS por fosforilación deteniendo la biosíntesis de 

glucógeno (Lohi, et al., 2005). 

Adicionalmente, la interacción del complejo laforina-malina al interactuar con PTG, 

también aprovecha el andamiaje proteínico que provee PTG para interactuar con las 

enzimas GS, DBE y marcarlas para su degradación (Vilchez, et al, 2007). 

Figura 6 Esquema de interacciones de laforina con diversas proteínas. 

Laforina interactúa físicamente con ella misma, con GSK3, PTG y con 

malina. Malina aprovecha la unión con laforina para degradar a todas las 

demás proteínas que se unen a laforina. PTG se une a PP1 y está a su vez con 

GS. (Ganesh, et al, 2006) 
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Figura 7 Metabolismo de Glucógeno. En el recuadro gris se esquematiza la biosíntesis y degradación del 

glucógeno con las principales enzimas involucradas; fuera del recuadro se esquematizan las principales 

enzimas reguladoras en esta vía (Modificado de Obel, et al. 2012) 
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2.2.- Mecanismos moleculares de la enfermedad de Lafora 

 

En el SNC, las neuronas poseen la maquinaria metabolica para sintetizar glucógeno, sin 

embargo éste es almacenado y sintetizado casi exclusivamente en los astrocitos, que 

proveen de energía a las neuronas en forma de lactato. Si esta maquinaria que mantiene 

inactivada la síntesis de glucógeno en las neuronas es alterada, resulta en 

neurodegeneración por apoptosis (Vilchez, et al., 2007). 

Este fenómeno se debe  a que en las neuronas existe una regulación muy estricta llevada a 

cabo por el complejo laforina-malina que evita la biosíntesis de glucógeno, por medio de 

ubiquitinación de la GS hiperfosforilada para su degradacion por el sistema ubiquitina 

proteasoma, así como la degradación de PTG eliminando su efecto glucogenogénico sobre 

la GS (Vilchez, et al., 2007). 

La alteración de laforina en ratones Knockout (epm2a
-/-

) resulta en la aparición de cuerpos 

de Lafora en cerebro, así como neurodegeneración progresiva, síntomas de comportamiento 

anormal, ataxia y epilepsia mioclónica (Ganesh y Delgado-Escueta, 2002). 

Las mutaciones dentro del dominio DSP de laforina, eliminan la función de fosfatasa en 

esta proteína, evitando su capacidad para defosforilar al glucógeno,  provocando 

alteraciones estructurales que resulten en la agregación intracelular de glucógeno insoluble, 

unido a proteínas como laforina, malina, GS y PTG el cual no es degradado eficientemenre 

por la acción de las enzimas GP y DBE, acumulandose en forma de cuerpos de Lafora y 

desencadenando la neurodegeneración (Fernández-Sánchez, et al, 2003). 

Las mutaciones en el gen de laforina, pueden causar un mal plegamiento y la agregación de 

proteínas insolubles en las neuronas, elevando el estrés en el retículo endoplásmico y 

contribuyendo a la muerte celular (Liu, et al, 2009). 

Por otra parte, defectos en malina también están directamente involucrados en esta 

neurodegeneración; las mutaciones en los dominios RING de malina eliminan la actividad 

de ubiquitina ligasa, mientras que las mutaciones en los dominios NHL interrumpen la 

interacción con laforina,  evitando así que las proteínas de esta vía metabólica sean 

degradadas provocando su agregación intracelular, y permitiendo la hiperactividad de la GS 

y PTG con su efecto glucogenogénico (Gentry, et al, 2005). 
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2.3.- Epilepsia, generalidades 

La epilepsia no es propiamente una enfermedad en sí misma, sino una variedad de 

desórdenes que reflejan una disfunción cerebral subyacente provocada por causas muy 

diversas. La palabra epilepsia se utiliza para nombrar un desorden cerebral caracterizado 

por la interrupción impredecible y recurrente de la función normal del cerebro. A estas 

interrupciones se les llama crisis epilépticas, que se definen como la ocurrencia transitoria 

de los signos y síntomas debido a una actividad neuronal excesiva anormal o sincrónica en 

el cerebro (Fisher, et al, 2005). 

La liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) define epilepsia como un desorden 

cerebral caracterizado por una predisposición duradera de generar crisis epilépticas así 

como las consecuencias neurobiológicas, cognitivas, psicológicas y sociales propias de esta 

condición. Esta definición requiere que ocurra al menos una crisis epiléptica. Tabla 

1(Fisher, et al, 2005). 

 

2.3.1.- Epidemiología 

Las Epilepsias son un grupo de desórdenes neurológicos muy comunes que se presentan en 

alrededor del 1% de la población general (Minassian, 2001). Dentro de este grupo de 

síndromes, las Epilepsias Mioclónicas Progresivas (EMPs) representan el 1% de todas los 

tipos de epilepsias (Minassian, 2001). Como parte de este grupo de epilepsias, se encuentra 

la EL para la cual no existen datos exactos de prevalencia, sin embargo ocurre a nivel 

mundial con una mayor frecuencia relativa en países como España, Francia, Italia, regiones 

de Asia central, India, Pakistán, África del norte y Medio Oriente, así como en poblaciones 

aisladas genéticamente de los Estados Unidos, Canadá y otras partes del mundo donde las 

uniones consanguíneas son muy frecuentes; en México no se tienen datos al respecto 

(Singh y Ganesh, 2009). 

 

  



18 
 

Tabla 1 Clasificación y descripción de los principales tipos de crisis epilépticas de acuerdo a la ILAE (Berg y 

Scheffer, 2011; Shorvon, 2009). 

Crisis 

Generalizadas 

Se originan rápidamente y están distribuidas bilateralmente 

Tónica Contracción muscular que causa extensión del cuello, músculos 

faciales, los ojos se voltean hacia arriba y puede haber elevación 

de los brazos en forma semiflexionada. 

Clónica Sacudidas asimétricas e irregulares, con disminución o pérdida 

total de la conciencia. 

Tónico-

clónica 

Hay pérdida de la conciencia, que inicia como una crisis tónica 

con una duración de 10 a 30 segundos, seguida de la fase clónica 

que dura aproximadamente de 30 a 60 segundos,  la fase final 

presenta flacidez muscular; este tipo de crisis son conocidas 

comúnmente como convulsiones clásicas. 

Atónica Pérdida repentina del tono muscular, puede ser de un grupo de 

músculos o en todo el cuerpo, resultando en una caída. Son de 

corta duración y hay recuperación inmediata. 

Ausencias 

típicas 

Pérdida súbita de la conciencia, se detiene toda la actividad 

motora, sin pérdida del tono muscular, la crisis termina 

súbitamente como inicio, el paciente reinicia actividades sin 

saber que tuvo una crisis. 

Ausencias 

atípicas 

El paciente puede responder parcialmente, con disminución de 

actividad motora y no hay pérdida completa de la conciencia. 

Mioclonías Contracciones breves de un músculo, grupo muscular o varios 

grupos musculares, sin pérdida de la conciencia. 

Crisis Focales Se originan en algún punto dentro de los límites de un hemisferio 

Auras Se nombraban crisis parciales simples a eventos clínicos como 

somatosensoriales (visuales, alucinaciones, sensación de 

quemadura), manifestaciones psíquicas (Alteraciones cognitivas, 

afectivas de la memoria, etc.). 

Motoras Espasmos, sacudidas, disartria, paro respiratorio. 

Autonómicas Cambios de coloración en la piel, presión sanguínea, ritmo 

cardiaco, etc. 

A nivel de 

conciencia 

Cambios de coloración en la piel, presión sanguínea, ritmo 

cardiaco, etc. 

 
  



19 
 

2.4.- Enfermedad de Lafora 

2.4.1.- Signos y síntomas 

Las EMP son un síndrome epiléptico que puede ser de etiología muy diversa, de 

diagnóstico difícil en las etapas iniciales, mientras que sus fases tardías son inconfundibles, 

no obstante el diagnóstico diferencial de la causa de la EMP es difícil desde un enfoque 

puramente clínico, por lo tanto, en la actualidad el estudio molecular tiene una gran utilidad 

(Engel, et al, 2007). 

Las características clínicas de las diferentes EMP son muy similares y se resumen a una 

triada: principalmente mioclonías (durante el movimiento, también las espontáneas y las 

sensibles a estímulos), crisis tónico-clónico generalizadas (que aumentan en severidad y en 

la dificultad de control), y neurodegeneración progresiva. La neurodegeneración y las crisis 

incontrolables son evidentes hasta etapas avanzadas, lo que dificulta el diagnóstico 

pudiendo confundirse con otras formas epilépticas de menor severidad (Schneider y Bhatia, 

2012). 

La EL tiene una edad de inicio en un rango de entre los 12 hasta los 18 años de edad,  con 

casos excepcionales  presentándose desde los 6 años (Banerjee, et al, 2011) o hasta los 21 

años de edad, además se  ha observado que la edad de inicio en pacientes afectados de una 

misma familia tienen una edad de inicio variable (Baykan, et al, 2005).  

El primer síntoma es variable y puede no ser detectado en primera instancia por el 

desconocimiento de estos signos, siendo las crisis tónico-clónicas generalizadas las 

primeras referidas por los familiares al ser las que más llaman la atención, pudiendo 

presentar todas o sólo algunas de las diversas crisis epilépticas desde el inicio de la 

enfermedad (ver Tabla 1) (Minassian, 2001). 

Al inicio de la enfermedad, las crisis pueden ser controladas con tratamiento antiepiléptico, 

pero conforme progresa la enfermedad el tratamiento se vuelve ineficaz y el control de las 

crisis se dificulta. Otros signos característicos son ataxia, disartria, confusión y alteraciones 

emocionales. Las mioclonías aumentan en frecuencia y pueden llegar a status mioclónico, 

pudiendo confundirse con una crisis tónico-clónica generalizada, pero sin pérdida de la 

conciencia.  

Posteriormente a los pacientes se les dificulta caminar y requieren asistencia o uso de silla 

de ruedas. En la etapa final de la enfermedad, la demencia severa, las constantes mioclonías 

y crisis epilépticas conllevan a que el paciente se encuentre postrado en cama y necesite 

asistencia para todas sus necesidades básicas. Finalmente el paciente muere en status 

epilepticus o con neumonía por aspiración, esto es alrededor de 10 años después del inicio 
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de la enfermedad. Los aspectos clínicos más característicos de la enfermedad se resumen en 

la Tabla 2 (Serratosa y Giraldez, 2010). 

 

Tabla 2. Principales signos clínicos en Enfermedad de Lafora (Serratosa y Giraldez, 2010). 

Característica Datos de referencia  

Edad de inicio 12-18 años 

Tipos de crisis que 

presenta 

Mioclonías, Ausencias, Crisis Parciales, Crisis Tónico-Clónicas 

Generalizadas 

Edad de inicio de 

deterioro cognitivo 

Desde el inicio de la enfermedad o dentro de los primeros años del inicio de 

la enfermedad 

Edad de inicio de 

ataxia 

Desde el inicio de la enfermedad o dentro de los primeros años del inicio de 

la enfermedad 

Edad de inicio de 

demencia 

Se desarrolla rápidamente dentro de los primeros años 

Edad de muerte Alrededor de los 10 años después del inicio de la enfermedad 

Causa de muerte 
Usualmente mueren por complicaciones relacionados al deterioro 

neurológico como neumonía por aspiración y el status epilepticus 

 

2.4.2.- Hallazgos histopatológicos 

Un rasgo característico en esta enfermedad es la presencia de cuerpos de Lafora (LB por 

sus siglas en ingles) en cerebro, piel, hígado, en músculo cardiaco y esquelético. Aún no 

está bien establecido si los LB son los causantes del síndrome epiléptico y la 

neurodegeneración o simplemente son el producto de un defecto en una vía metabólica 

todavía desconocida. Además, no se presentan síntomas extra-neurológicos a pesar de 

encontrarse los LB en diversos órganos (Serratosa y Giraldez, 2010). 

Los LB son moléculas aberrantes de glucógeno, formadas por cadenas largas de glucosa 

poco ramificadas que semejan almidón, con acumulación de grupos fosfato covalente, 

alterando aún más la estructura  que confieren un carácter insoluble provocando su 

precipitación y agregación intracelular (Andrade, et al, 2007). 
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Se puede realizar el diagnóstico histopatológico tomando una biopsia de piel axilar y ser 

detectados en células sudoríparas ecrinas con una tinción PAS (Figura 8), haciendo de éste 

un método muy fácil de diagnóstico (Serratosa y Giraldez, 2010). Sin embargo este método 

puede tener un alto grado de falsos negativos, por lo tanto el estudio genético es hasta el 

momento el método preferido para el diagnóstico de esta enfermedad (Lohi, et al, 2007). 

 

2.5.- Aspectos genéticos 

La enfermedad de Lafora tiene un patrón de herencia autosómica recesiva causada por 

mutaciones en al menos dos genes descritos: EPM2A (Serratosa, et al, 1997) y el gen 

NHLRC1 (Chan, et al, 2003). Los alelos mutados causantes de la enfermedad pueden ser de 

tipo homocigoto y heterocigotos compuestos. 

 

2.5.1.- Heterogeneidad Genética 

Se ha reportado que la proporción de pacientes con EL debido a mutaciones en EPM2A y 

NHLRC1 es muy variable a nivel mundial: en España, la mayoría de los casos de EL son 

causadas por mutaciones en EPM2A, en la India la proporción es similar entre casos con 

mutaciones en EPM2A y NHLRC1, mientras que en Italia, Japón y Francia, el gen más 

comúnmente mutado es NHLRC1 (Figura 9). 

Figura 8 Biopsia de piel axilar con tinción PAS que muestra cuerpos de Lafora, indicados por 

las flechas (Satishchandra y Sinha, 2010) 
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Figura 9 Espectro de mutaciones en EPM2A y NHLRC1 por país (Ganesh, et al, 2009) 

Sin embargo, alrededor del 10% de todos los casos con diagnóstico clínico e 

histopatológico de EL, no presentan mutaciones en EPM2A ni en NHLRC1, por lo que se 

creé que pudiera existir al menos un tercer locus involucrado en el desarrollo de EL 

(Delgado-Escueta, 2007). 

Debido a la gran heterogeneidad genética, por las diversas mutaciones distribuidas a lo 

largo de los dos genes ya descritos, la posible existencia de al menos un tercer locus y las 

combinaciones de mutaciones para generar los genotipos heterocigotos compuestos, el 

método más confiable para el diagnóstico molecular es la secuenciación completa de 

EPM2A y NHLRC1 (Singh y Ganesh, 2009). 

 

2.5.2.-EPM2A (Epilepsy of Progressive Myoclonus type 2 A) 

Está localizado en el cromosoma 6q24.3, consta de 4 exones y tiene un tamaño de 11055 pb 

(GENATLAS). Codifica para la proteína laforina, una proteína fosfatasa de doble 

especificidad con dos isoformas; la isoforma 1 esta codificada en los exones 1, 2, 3 y exón 

4 completo; la isoforma 2 está codificada por los exones 1, 2, 3 y por dos fragmentos 

pequeños que se desprenden del exón 4 por splicing alternativo (Figura 10) (Gómez-Garre, 

et al, 2000). 

Contiene un dominio de unión a carbohidratos (CBD) en el extremo amino terminal, 

codificado en el exón 1 y parte del exón 2; en el extremo carboxilo terminal tienen un 

dominio fosfatasa de doble especificidad (DSP) codificado por parte del exón 3 y el exón 4 

(Andrade, et al, 2007; Delgado-Escueta, 2007). 
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Figura 10 Organización genómica de EPM2A, (Ganesh, et al, 2006).  

 

2.5.2.1.- Mutaciones en EPM2A 

Actualmente, se han reportado sólo 4 SNPs no asociados a la enfermedad y 60 mutaciones 

asociadas a EL a lo largo de los 4 exones del gen EPM2A, cerca del 65% son sustituciones 

de un solo nucleótido que provocan cambio de codón en el mRNA. Las deleciones 

comprenden un 25% de las mutaciones y el 10% restante las conforman inserciones, 

deleciones/inserciones, e inserciones/sustituciones. En el exón 1 se han reportado 24 

mutaciones, 9 mutaciones en el exón 2, 13 mutaciones en el exón 3 y 14 mutaciones en el 

exón 4. Todas las mutaciones encontradas se encuentran en la región codificante y no se ha 

encontrado ninguna en la región promotora ni en los sitios de splicing (The Lafora 

Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism Database, 2013).  

 

La gran heterogeneidad alélica en EPM2A sugiere que todas las mutaciones son eventos 

únicos por mutaciones de novo, a excepción de la mutación c.721C>T (p.R241X) que 

muestra un efecto fundador y eventos recurrentes en la población española, donde existe 

Figura 11 Organización de los dominios de laforina a lo largo de los 4 exones del gen EPM2A, la distribución 

de las mutaciones más comunes y su frecuencia (número de familias reportadas con determinada mutación) 

(Singh y Ganesh, 2009). 
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mayor prevalencia de la enfermedad en esta región mediterránea. Otras mutaciones 

frecuentes son la deleción homocigota del exón 2,  y la mutación sin sentido c.835G>A 

(p.G279S) (Singh y Ganesh, 2009). 

 

2.5.3.-Laforina 

Esta proteína se expresa en todos los tejidos pero con una mayor expresion en músculo 

esquelético, hígado, riñon, corazón y cerebro. Tiene 2 isoformas: La isoforma 1 consta de 

331 aminoácidos y se asocia a poliribosomas del retículo endoplásmico rugoso. La 

isoforma 2 con 317 aminoácidos se localiza en el núcleo (Ganesh, et al, 2002). Ambas 

isoformas tienen actividad como monómeros y además son capaces de formar 

homodímeros entre sí mismas y heterodímeros con la otra isoforma (Dubey y Ganesh, 

2008). 

Contiene un dominio de unión a carbohidratos (CBD) de tipo CBM20 (Figura 12), 

comunmente encontrado en enzimas de bacterias, hongos y plantas, sirve para unirse a 

carbohidratos complejos como amilopectina, glucógeno y poliglucosanos entre otros, sobre 

los cuales se lleva a cabo directamente la actividad enzimatica, en el caso de laforina 

mediante el dominio DSP, que tiene actividad de fosfatasa y que actua principalmente sobre 

este tipo de carbohidratos. (Worby, et al, 2006). 

Se ha encontrado que la afinidad de laforina por poliglucosanos y amilopectina es mayor 

que su afinidad por glucógeno. (Chan, et al, 2004). Otros estudios indican que laforina es 

capaz de defosforilar y activar GSK3 lo que conlleva a la inactivación de la GS (Lohi, et 

al., 2005). 

La isoforma 1 en forma monomérica y en su forma homodimérica ha mostrado una intensa 

actividad de fosfatasa sobre sus sustratos, mientras que la isoforma 2 carece de actividad 

fosfatasa en monómero y homodímero, sin embargo actua como un regulador de la 

isoforma 1 inhibiendo su actividad al formarse el heterodímero (Dubey y Ganesh, 2008). 

Entre los dominios CBD y DSP existe una región que puede participar en la interacción de 

las isoformas de laforina y/o con otras proteínas como malina, GSK3, GS, PTG, HIRIP5, 

EPM2AIPI (Delgado-Escueta, 2007). 

Figura 12 Representación de Laforina con el dominio CBD en el extremo amino terminal y el dominio 

DSP en el extremo carboxilo terminal. (The Lafora Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and 

Polymorphism Database, 2013). 

CBD 
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El alineamiento multiple de la secuencia de laforina con sus ortólogos en otras especies 

animales, han mostrado que 230 residuos de los 331 que componen a laforina, están 

invariablemente conservados durante la evolución y sugiere que tienen una funcion esencial 

en la proteína (Singh y Ganesh, 2009). 

El linaje evolutivo de laforina muestra que se originó en descendientes de algas rojas 

primitivas, pero sólo se preservó en aquellos organismos que sintetizaran almidón (como 

algunos protistas) y en organismos que inhiben la producción de carbohidratos insolubles 

(todos los vertebrados); los organismos que no realizaran ninguna de estas dos funciones 

perdieron a laforina (Gentry, et al, 2007). 

En los protozoarios, la defosforilación de carbohidratos insolubles como el almidón debe 

ser necesaría para obtener energía de estos. En los vertebrados, laforina se encarga de 

defosforilar los carbohidratos complejos como el glucógeno, evitando que se acumulen 

agregados insolubles en forma de cuerpos de Lafora que puedan generar los signos 

patológicos de la EL (Gentry, et al., 2007). 

La incorporación de fosfato por un error catalítico de la GS se puede comparar a un error en 

la incorporación de una base mal apareada en la replicación del DNA por la 

DNApolimerasa y al igual que esta vía metabolica, también puede tener mecanismos de 

reparación y en este caso laforina sería la enzima encargada de reparar el daño (Roach, 

2011). 

 

2.5.3.1.- Mutaciones en laforina 

Las mutaciones sin sentido comprenden aproximadamente un 65% de las mutaciones en 

EPM2A y afectan siempre a los aminoacidos altamente conservados y se cree que resultan 

en perdida de la función, proteinas truncas o degradación del mRNA, ya que el fenotipo 

resultante en los pacientes afectados es similar al que muestran pacientes con grandes 

deleciones del gen, cambios en el marco de lectura y codones de paro prematuros (Singh y 

Ganesh, 2009).  

Se han realizado diversos ensayos para determinar el efecto de las mutaciones sin sentido 

en la proteína (Tabla 3) y se ha encontrado que afectan diversas funciones de laforina por 

ejemplo alterando su localización en la célula, perdida o disminución de la actividad 

fosfatasa, disminución o pérdida de la capacidad de interactuar con otras proteínas o 

glucógeno y posiblemente también afecten el correcto plegamieno de laforina (Singh y 

Ganesh, 2009). 
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Tabla 3 Efecto de las mutaciones en la función de laforina (Dubey y Ganesh, 2008; Fernández-Sánchez , et 

al., 2003; Ganesh, 2002; Singh, et al., 2008; Solaz-Fuster et al., 2008) 

Mutación 
Dominio 

afectado 
Efecto en la función Cambio en 

el nt 

Cambio en 

el a.a. 

c.73T>C p.S25P CBD -No se expresa la proteína en cultivo celular 

c.82G>A p.E28K CBD -No afecta la localización celular de laforina  

-No afecta  afinidad por glucógeno o cuerpos de Lafora 

c.94T>G p.W32G CBD -Pierde afinidad por glucógeno y cuerpos de Lafora 

-Disminuye actividad fosfatasa 

-Disminuye interacción laforina-R5 

c.252C>G p.F84L CBD -Elimina afinidad por glucógeno 

-Disminuye actividad fosfatasa 

-Disminuye interacción laforina-R5 

c.262T>C p.F88L CBD -No afecta la localización celular de laforina 

-No afecta  afinidad por glucógeno o cuerpos de Lafora 

c.322C>T p.R108C CBD -Disminuye actividad fosfatasa 

-Afecta localización celular 

-Disminuye interacción laforina-R5 

-Disminuye interacción laforina-laforina 

-Afecta interacción con malina 

c.512G>A p.R171H DSP -Afecta localización celular y posible mal plegamiento de proteína 

c.581C>T p.T194I DSP -Afecta localización celular y posible mal plegamiento de proteína 

-Disminuye interacción laforina-R5 

-Disminuye interacción laforina-laforina 

-Afecta interacción con malina 

c.718G>A p.G240S DSP -Disminuye interacción laforina-R5 

-Disminuye interacción laforina-laforina 

c.835G>A p.G279S DSP -Afecta localización celular 

-Elimina afinidad por glucógeno  

-Disminuye actividad fosfatasa 

-Disminuye interacción laforina-R5 

c.878>T p.Q293L DSP -Afecta localización celular y posible mal plegamiento de proteína 

-Elimina afinidad por glucógeno  

-Disminuye actividad fosfatasa 

-Disminuye interacción laforina-R5 

-Afecta interacción con malina 

c.880T>A p.Y294N DSP -Afecta localización celular y posible mal plegamiento de proteína 

-Elimina afinidad por glucógeno 

-Disminuye actividad fosfatasa  

-Disminuye interacción laforina-R5 

-Afecta interacción con malina 

c.902C>T p.P301L DSP -Elimina afinidad por glucógeno  

-Disminuye actividad fosfatasa 

-Disminuye interacción laforina-R5 

-Disminuye interacción laforina-laforina 

c.929T>G p.L310W Fuera de 

DSP 

-Afecta localización celular y posible mal plegamiento de proteína 

-Afecta la propiedad de heterodimerización entre las isoformas de laforina 
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2.5.4.-NHLRC1 (NHL Repeat Containing 1) 

También conocido como EPM2B (Epilepsy of Progressive Myoclonus type 2 B), NHLRC1 

está localizado en el cromosoma 6p22.3 y tiene un tamaño de 2.13kbp. Constituido por un 

exón que codifica a una ligasa de ubiquitina tipo E3 llamada malina (GENATLAS). 

 

2.5.4.1.- Mutaciones en NHLRC1 

Se han reportado 4 SNPs y 56 mutaciones en el gen NHLRC1, sustituciones de un 

nucleotido representan el 67%, las deleciones un 21% y las inserciones un 8%. De manera 

similar al gen EPM2A, sólo se han reportado mutaciones en la región codificante de 

NHLRC1 (The Lafora Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism 

Database, 2013).  

 

2.5.5.- Malina 

Es una proteína de 395 aminoácidos, que en el extremo amino terminal contiene el dominio 

Ring, con actividad ligasa de ubiquitina tipo E3 y en el extremo carboxilo terminal cuenta 

con 6 dominios repetidos NHL (Ilustración 10) (Romá Mateo, et al, 2011). El dominio 

ligasa de ubiquitina E3 tiene como función la ubiquitinacion de proteínas para su 

degradación por medio del sistema ubiquitin proteasoma. (Hershko, et al, 1983). Los seis 

dominios repetidos de NHL sirven para interactuar con otras proteínas substrato para la 

ubiquitinacion como laforina, proteína de direccionamiento a glucógeno (PTG) y la enzima 

desramificadora de glucógeno (DBE) (Gentry, et al, 2005 y Worby, et al, 2008). 

 

La proteína malina a través de sus dominios NHL es capaz de formar un complejo con 

laforina y regular las concentraciones de esta última mediante poliubiquitinación para su 

degradación por el sistema ubiquitina proteasoma (Gentry, et al, 2005). 

Figura 13 Representación de malina con el dominio Ring en el extremo amino terminal y seis 

repeticiones del dominio NHL en el extremo carboxilo terminal. (The Lafora Progressive Myoclonus 

Epilepsy Mutation and Polymorphism Database, 2013). 
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Se ha propuesto que la poliubiquitinación llevada a cabo por las ligasas de ubiquitina E3 

como malina, también tenga otra función diferente a la degradación via ubiquitina 

proteasoma, en un mecanismo nuevo y desconocido. (Ikeda y Dikic, 2008) 

 

2.5.5.1.- Mutaciones en Malina 

El 67% de las mutaciones que se han encontrado en malina, coresponden a mutaciones sin 

sentido y de manera similar a laforina, todas las mutaciones encontradas afectan 

aminoácidos conservados en todos las proteínas ortólogas de malina, excepto p.C160R 

(c.478T4C) que se encuentra conservado sólo en la mayoría de los ortólogos (Singh y 

Ganesh, 2009). Las mutaciones sin sentido afectan la interacción de malina con otras 

laforina, su localizacion celular y la actividad de ubiquitina ligasa sobre otras proteínas 

(Singh y Ganesh, 2009). 

 

2.5.6.- Estudios de correlación genotipo-fenotipo 

Aún no sé han podido caracterizar fenotipos bien definidos en EL y la variedad de 

mutaciones en los genes EPM2A y NHLRC1 dificultan la tarea, además se cree que existen 

otros factores modificadores de la enfermedad tanto ambientales como genéticos. Un 

ejemplo muy claro es el hecho que se han reportado pacientes afectados por la misma 

mutación que muestran diferencias en la edad de inicio de la enfermedad e incluso esta 

diferencia es evidente en pacientes afectados de una misma familia. (Gómez-Abad, et al, 

2007).  

Sin embargo, se han propuesto subfenotipos en los cuales se ha encontrado una relación 

entre las mutaciones y algunas características clínicas en diversos pacientes. 

Figura 14 Localización de las mutaciones más comunes en malina y su frecuencia (número de familias reportadas 

con determinada mutación) (Singh & Ganesh, 2009). 
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Los pacientes con EL afectados por mutaciones en NHLRC1 muestran un progreso de la 

enfermedad homogeneo cuando los factores ambientales tienen poca variación, por ejemplo 

la edad de inicio y de muerte en pacientes con la misma mutación es muy similar, no siendo 

así en el caso de pacientes afectados por mutaciones en EPM2A (Turnbull, et al, 2008). 

 

2.5.6.1.- Enfermedad de Lafora Clásica 

El subtipo clásico se refiere a la forma que se describe en la sección 2.3.3. Se ha asociado 

generalmente con mutaciones en parte del exón 2, el exón 3 y principalmente el exón 4 del 

gen EPM2A que afectan al dominio DSP de laforina. Entre las mutaciones que se han 

relacionado con este subfenotipo están p.R241X, p.R171H, y p.G279S entre las más 

comunmente encontradas (Ganesh, 2002) 

 

2.5.6.2.- Enfermedad de Lafora con Deficit Congnitivo de Inicio Temprano. 

El segundo subfenotipo descrito, es el deficit cognitivo de inicio temprano, que se 

diferencia de la forma clásica por presentar dificultades en el aprendizaje durante la niñez y 

manifestando el síndrome epileptico entre los 8 y 13 años, con crisis visuales y 

alucinaciones más frecuentes que en el subtipo clásico, dificultando el diagnóstico de EL en 

estas etapas confundiendo se con otras epilepsias. 

Esta forma de EL está asociada a mutaciones en el exón 1 y parte del exón 2 del gen 

EPM2A, afectando el dominio CBD de laforina. Las mutaciones mas comunes y que se han 

asociado a este subfenotipo son p.Q55X, p.Y86X y p.R108C (Singh y Ganesh, 2009). 

 

2.5.6.3.- Enfermedad de Lafora con Inicio Tardío y Progresión Lenta. 

Los pacientes con este subtipo de EL presentan los mismos signos y síntomas que una 

forma clásica, sin embargo la edad de inicio puede ser hasta despues de los 20 años y la 

muerte hasta despues de los 30 años (Ganesh, et al, 2006). 

A este subfenotipo sólo se han relacionado pacientes afectados por mutaciones en el gen 

NHLRC1 y no parecen estar limitadas a un dominio específico en malina, por ejemplo 

c.D146N, y p.P69A (Singh y Ganesh, 2009). 
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2.5.7.- Otros aspectos genéticos 

2.5.7.1.- Gen PPP1R3C 

El gen PPP1R3C , con un tamaño de 5.16kbp está localizado en el cromosoma 10q23-q24. 

Constituido por dos exónes codifica para la proteína de direccionamiento a glucógeno 

(PTG) (GENATLAS). 

 

2.5.7.2.- Polimorfismos en PPP1R3C 

A la fecha se han identificado cerca de 160 SNPs a lo largo del gen PPP1R3C, y dos de 

estas variantes, c.746A>G y c.-50T>C, han tenido relevancia en el estudio de la 

Enfermedad de Lafora. La variante c.746 A>G provoca la sustitución de asparagina por 

serina en la posición 549 (p.N249S), esta variante fue detectada en una paciente de 43 años 

con diagnóstico clínico e histopatológico de EL, por lo que se relacionó con un fenotipo de 

menor severidad. Posteriormente, estudios funcionales de la proteína mutante p.N249S, 

mostraron que no era capaz de defosforilar eficientemente a GS  disminuyendo 

significativamente su efecto glucogenogénico y por lo tanto la acumulación de glucógeno. 

Además no interferia con su capacidad para interactuar con el complejo laforina-malina y 

podía ser degradado por este (Guerrero, et al, 2011). 

La variante c.-50 T>C se encuentra localizada en la región promotora del gen y el estudio 

in vitro reveló que tenia un efecto de disminución en la expresión de PTG y sugiere que 

también resulte en menor sintesis y acumulación de glucógeno (Guerrero, et al, 2011). 

 

2.5.7.3.- Proteína de direccionamiento a glucógeno (PTG) 

Es una proteína de 292 aminoácidos, tiene la función de subunidad reguladora de la 

proteina fosfatasa 1 (PP1) y se expresa en diversos tejidos que son sensibles a la insulina, 

como el cerebro, músculo esquelético, hígado y tejido adiposo (Gasa, et al, 2000). 

PTG tiene la capacidad de unirse a diversas proteínas mediante sitios distintos: PP1 se une 

a PTG mediante un sitio que se encuentra entre los residuos 58-70, la molécula de 

glucógeno se une a un sitio entre los residuos 145-159 mientras que los substratos de PP1 

se interactuan con un sitio entre los residuos 221 y 231.. En este sentido, GS, GP y PHK 

interactuan con PTG en el mismo sitio de unión a substratos de PP1, por lo que no se 

pueden unir al mismo tiempo (Figura 15). Tambien se ha demostrado que laforina se une a 

PTG en este mismo sitio y se ha sugerido sea tambien substrato de PP1, de modo que 

podría estar regulada por PP1 a traves de PTG (Fernandez-Sanchez, et al., 2003). 
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La subunidad PTG de la proteína fosfatasa 1, funciona como andamio proteínico y está 

encargada de unir a la molécula de glucógeno con la PP1. PTG regula a PP1 al dirigirla 

hacia la molécula de glucógeno y al mismo tiempo se une y colocaliza con PP1 a otras 

proteínas que son substrato de PP1 como la GS y la PHK. (Brady, et al., 1997) Éste sería 

otro punto de regulación en el metabolismo de glucógeno, incrementando el 

almacenamiento de glucosa en forma de glucógeno por la defosforilación que activa la GS 

e inactiva la GP (Greenberg, et al, 2006). 

Figura 15 Esquema de PTG que muestra el sitio de interacción con PP1, con el glucógeno (Glu) y con 

substratos de PP1, en la imagen ejemplificado por GS (Fernandez-Sanchez, et al., 2003). 
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3.- Objetivos 

 Objetivo General: 

o Realizar el estudio molecular en una familia con probable enfermedad de 

Lafora por medio de la PCR de punto final y secuenciación directa de los 

genes EPM2A y NHLRC1 para confirmar el diagnóstico de EL y del gen 

PPP1R3C como un posible gen modificador de la enfermedad. 

 

 Objetivos Particulares: 

o Amplificar y secuenciar los genes EPM2A y NHLRC1 en 7 integrantes de 

una familia con probable enfermedad de Lafora con un fenotipo atípico 

mediante PCR de punto final y secuenciación directa de electroforesis 

capilar para establecer el diagnóstico molecular de la enfermedad. 

o Amplificar y secuenciar dos fragmentos del gen PPP1R3C en 7 integrantes 

de esta familia por medio de PCR de punto final y secuenciación directa, 

para determinar si la presencia de las variantes c.746A>G y c.-50T>C, o 

nuevas variantes son modificadores atenuantes de la severidad y retraso en 

el progreso de la enfermedad de Lafora en esta familia. 
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4.- Metodología 

4.1.- Diagrama de flujo general 

 

Interpretación de resultados

Lectura de Electroferogramas Análisis de secuencia Herramientas bioinformáticas

Secuenciación de productos

AB 3130 Sequencer

Purificación de productos de secuenciación

Precipitación con etanol

Reacción de secuenciación

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Purificar los productos de PCR

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Verificar los productos de PCR

Electroforesis en gel de agarosa al 2%

PCR de punto final

Primers descritos por Gomez-Garre, et al, 2000 y Guerrero, et al, 2011

Cuantificación del DNA

Espectrofotometría

Verificación de integridad del DNA

Electroforesis en gel de agarosa al 0.5%

Lisis celular y extracción de DNA

Salting out de Cuevas-Covarrubias modificada

Toma de muestra

Sangre periférica

Protocolo aprobado por el Comité de Bioética INNyN MVS y Carta de consentimiento informado
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4.2.- Pacientes 

Para este trabajo se estudió una familia de 8 integrantes, conformada por ambos padres y 6 

hijos como se muestra en el siguiente árbol genealógico: 

I 

 

 

 

II 

 

El caso índice (II-6) fue diagnosticado con epilepsia mioclónica progresiva a los 21 años de 

edad en la Clínica de Epilepsia de INNyN MVS. En el diagnóstico histopatológico  la 

biopsia de piel mostró cuerpos de Lafora (figura 16). 

 

1 2 

3 4 5 6 7 8 

Figura 16 Biopsia de piel axilar con tinción PAS del caso índice, las flechas señalan cuerpos de inclusión 

PAS+ identificados como cuerpos de Lafora 
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Posteriormente dos hermanas (II-5 y II-7) comenzaron a presentar signos clínicos de la 

enfermedad. Ambos padres y dos hermanos (II-4 y II-8) asintomáticos al momento del 

diagnóstico del caso índice,  La hermana mayor (II-3) no se pudo estudiar. Se hizo un 

estudio clínico a la familia y se proporcionaron los datos contenidos en la tabla 4. 

Tabla 4 Datos clínicos de la familia estudiada 

Fam. 

Edad 

de 

inicio 

Edad 

actual 
Síntomas Emb EEG IRM 

Biopsia  

tinción 

PAS 

Caso 

Índice 

II-6 

21 33 
CTCG, MS, Aus, 

Atx, Dem 
2 

Actividad 

epiléptica de 

polipunta onda 

2-4Hz 

Normal 
Cuerpos de 

inclusión 

PAS+ 

II-4 ---- 35 ---- ---- NR ---- ---- 

II-5 25 34 

MS, CTCG, 

deterioro 

cognitivo 

moderado 

1 

Actividad 

epiléptica de 

polipunta onda 

2-2.5Hz 

Normal 

Cuerpos de 

inclusión 

PAS+ 

II-7 28 37 MS 2 NR NR ---- 

II-8 ---- 27 ---- 2 
Ondas lentas de 

2.5-4hz 
NR ---- 

I-2 ---- ---- 
CTCG en 

remisión 
---- NR ---- ---- 

I-1 ---- ---- ---- ---- NR ---- ---- 

Abreviaturas: Fam: familiar, CTCG: crisis tónico-clónicas generalizadas, MS: mioclonías, Aus: ausencias,  

Atx: ataxia, Dem: demencia, Emb: embarazos. 

 

 
Las características clínicas de la familia sugerían que se trataba de una epilepsia mioclónica 

progresiva, probablemente enfermedad de Lafora, sin embargo era dudoso el diagnóstico 

debido al inicio tardío y la evolución lenta de la enfermedad, por lo que es referida al 

Departamento de Genética y Biología Molecular del INNyN MVS para llevar a cabo el 

diagnóstico molecular. 
 

4.3.- Controles 

Se utilizaron muestras de DNA de 100 de sujetos sanos para descartar que las mutaciones 

encontradas en los pacientes fueran polimorfismos. 

Los sujetos estudiados como controles son de origen mestizo-mexicano, con un rango de 

edad de 19-23 años, edad promedio de 21.19 años. Todos ellos firmaron carta de 

consentimiento informado. 
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4.4.- Procedimiento 

 

4.4.1.- Aprobación del protocolo por Comité de Bioética y Carta de consentimiento 

informado 

Este protocolo de investigación fue previamente sometido a aprobación por el Comité de 

Bioética del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía para garantizar que no se 

violaran los derechos humanos de los pacientes y los sujetos controles.  La información 

proporcionada por los pacientes y controles, así como los resultados derivados del estudio 

fueron utilizados de manera confidencial, adecuada y con fines de investigación 

únicamente. Todos los sujetos estudiados firmaron una carta de consentimiento informado, 

donde se explica en términos generales como se utilizarán estos datos y con qué fin. 

4.4.2.- Toma de muestra 

La familia es originaria del estado de Guanajuato, en la localidad de Puerto Nieto. Se 

realizó una toma de sangre periférica a todos los integrantes de la familia y sujetos control 

en tubos de vacío tipo Vacutainer con ACD (citrato – dextrosa). 

4.4.3.- Lisis celular y extracción de DNA 

Se llevó acabo de acuerdo a la Técnica de Cuevas-Covarrubias modificada de Buffone G J, 

1985; Miller S A,1988; Maniatis F, 1982. 

Esta técnica utiliza buffer de lisis TTS (Tris – Triton – Sacarosa) para obtener los linfocitos 

libres de eritrocitos de la muestra de sangre periférica. Después se realiza una lisis de 

linfocitos con SDS al 10% y salting out de proteínas con NaCl saturado. Las proteínas 

precipitadas son separadas por extracción orgánica con una solución de cloroformo:alcohol 

isoamílico (49:1). El DNA de la fase acuosa es precipitado con etanol absoluto y lavado 

con etanol al 70%. Finalmente el DNA se seca por centrifugación al vacío y es 

resuspendido en agua inyectable. 

 

4.4.4.- Verificación de integridad del DNA 

Al DNA genómico extraído se realiza una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0.5 

% con buffer TBE al 0.5x, posteriormente se tiñe con bromuro de etidio y se visualiza en 

un transiluminador de luz UV para verificar si hay degradación del material genético. Se 

debe observar una sola banda de alto peso molecular sin barrido en el carril, lo que indica 

que el DNA no se encuentra degradado. 
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4.4.5.- Cuantificación de DNA 

Se utilizó espectrofotometría en un equipo tipo nanodrop. El equipo fue calibrado de 

acuerdo a las especificaciones del fabricante utilizando un blanco de agua destilada antes de 

realizar las mediciones. Para una medición se depositaban 2.5l de la muestra en el lector. 

El espectrofotómetro realiza lecturas a longitudes de onda de 260nm y 280nm por medición 

y se realizaban tres mediciones por muestra para obtener un promedio de la concentración y 

la pureza. 

La lectura a 260nm se realiza para la cuantificación del DNA, ya que el DNA absorbe a 

esta longitud de onda. Las proteínas absorben a una longitud de onda de 280nm, por lo que 

esta lectura se realiza para obtener la pureza del DNA, mediante una relación entre la 

absorbancia de una muestra a 260nm y su absorbancia a 280nm. El resultado de este 

cociente debe estar en un rango de   1.8 a 2.0 para una muestra con buena pureza. 

Comúnmente también se utiliza la relación 260:230 para determinar si el DNA está 

contaminado con otros compuestos orgánicos o algunas sales. Idealmente este rango debe 

ser superior a 1.5 y máximo 1.8.  

Al obtener la concentración de la muestra de DNA  se realizaron diluciones de las muestras 

a una concentración de 100ng/l según la siguiente fórmula 

 

El volumen calculado se lleva a un volumen total de 50l con agua inyectable. 

4.4.6.- PCR de punto final 

La reacción en cadena de la polimerasa o PCR es una técnica de biología molecular que 

sirve para amplificar fragmentos específicos de DNA en relativamente poco tiempo. Esta 

reacción requiere de dos oligonucleótidos, cebadores o primers de entre 17 y 30 pb que se 

localizan en los extremos del fragmento que se desea amplificar. Cada uno de ellos se unirá 

a una cadena de DNA distinta y a partir de ahí la polimerasa se localiza en el extremo 3’ del 

primer e inicia la reacción añadiendo nucleótidos en sentido 5’ a 3’. Este proceso consta de 

tres etapas, desnaturalización, alineación y polimerización o extensión: 

1.-  Desnaturalización: sirve para separar las dos cadenas del DNA que se desea amplificar, 

para este paso usualmente se utilizan temperaturas de 94 o 95°C.  

2.- Alineación en la cual se ajusta la temperatura óptima en la que el cebador hibrida con la 

secuencia complementaria. Generalmente esta temperatura puede variar, encontrándose 
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idealmente en un rango entre 45-60°C dependiendo del porcentaje de CG y TA en el 

primer.  

3.- Extensión o elongación de la cadena en el que se lleva la reacción a la temperatura 

óptima para la actividad de la polimerasa. La polimerasa más comúnmente usada es Taq 

polimerasa y tiene su pico máximo de actividad a 72°C. El tiempo de la extensión depende 

del tamaño del fragmento a amplificar y depende de la velocidad de la polimerasa para 

añadir nucleótidos a la cadena. La velocidad de la Taq polimerasa es de entre 500 a 1000pb 

min
-1

.  

Estas tres etapas son consecutivas en este orden desnaturalización-alineación-extensión y 

todo el proceso se llama ciclo. Generalmente se utilizan de 20 a 30 ciclos de PCR para 

amplificar fragmentos de DNA en cantidad suficiente para una gran diversidad de técnicas 

de biología molecular 

La reacción debe contener desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs), iones Mg
2+

, buffer de 

pH, una polimerasa, en este caso se utilizó Taq polimerasa. Estos componentes se 

encuentran ya mezclados en un reactivo llamado Master Mix. Los primers son añadidos 

dependiendo del fragmento que se desea amplificar, DNA genómico de la muestra de 

interés y agua estéril libre de nucleasas y proteasas para ajustar el volumen de la reacción y 

la concentración optima de los componentes de la mezcla (Reece, 2004). 

También se pueden utilizar aditivos en la PCR como el dimetilsulfóxido (DMSO), el cual 

ayuda a desestabilizar la doble hélice y evitar que se formen estructuras secundarias en las 

cadenas de DNA que puedan competir con los sitios de hibridación de los primers, 

logrando así mayor especificidad en las reacciones de PCR. (Hardjasa, 2010). 

Por medio de esta técnica se amplificaron los cuatro exones del gen EPM2A, el único exón 

del gen NHLRC1 en 4 fragmentos y los dos fragmentos del gen PPP1R3C en la familia 

afectada por EL. Únicamente se amplificó el exón 4 del gen EPM2A en los sujetos control. 
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4.4.6.1.- Descripción de Primers 

 Para los cuatro exones del gen EPM2A se utilizaron los primers descritos por 

Gómez-Garre, et al. 2000. 

Exón Primer Forward Primer Reverse 
Tamaño del 

producto 

1 5’TGCGCTTCCGCTTTGGG3’ 5’AGGGACGCGGGCAAAAAGC3’ 431pb 

2 5’GTATCAGCTGCTTGAGGATA3’ 5’CTTGTCCTACTTCTATGCCTA3’ 291pb 

3 5’CTACATGTTTTATGCAGCTCC3’ 5’ATTTATTCCATTTCTACCATTCAT3’ 431pb 

4 5’GGCGGTATCTGGTGGTTTAG3’ 5’GGCTCCTTAGGGAAATCAGG3’ 377pb 

 

 Para los cuatro fragmentos del gen NHLRC1 se utilizaron los primers descritos por 

Chan, et al. 2003. 

Exón Primer Forward Primer Reverse 
Tamaño del 

producto 

1 5’TGACCATGACTGTGACCGTGA3’ 5’GCTGAGCCCAGGAGCTCTATG3’ 365pb 

2 5’GGTGCTGCACCTCATAGAGCT3’ 5’GACAACCACATGGCAGTCGTT3’ 316pb 

3 5’ATGTCACCATCACCAACGACT3’ 5’AGGTATCCACTTGGCCGACAA3’ 393pb 

4 5’TCAAGTATGCAGCTTGTCGGC3’ 5’AACAATTCATTAATGGCAGCACTAGTG3’ 351pb 

 

 Para los dos fragmentos del gen PPP1R3C se utilizaron los primers descritos por 

Guerrero, et al., 2011. 

Frag. Primer Forward Primer Reverse 
Tamaño del 

producto 

1 5’GTGCTTGGGAGCAGATAAGC 3’ 5’GAACCTACCTGGTGCAGCTC 3’ 400pb 

2 5’CTTACCCCCTGTCATTCCAA 3’ 5’CTCGGACTGCCAAAGATTGT 3’ 291pb 

 

4.4.6.2.- Mezcla de Reacción 

 Las condiciones de la mezcla de reacción de la PCR de los 4 exones del gen EPM2A 

y los cuatro fragmentos del gen NHLRC1 se realizó como sigue: 

 

Reactivo Concentración Volumen (l) Concentración final 

Master Mix 2x 10 1x 
Primer Forward 100ng/l 1 5ng/l 
Primer Reverse 100ng/l 1 5ng/l 
DMSO ----- 1 5% 
Agua ----- 6 ----- 
DNA genómico 100ng/l 1 5ng/l 

Volumen total  20  
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 Para la mezcla de reacción de la PCR de los 2 fragmentos del gen PPP1R3C fue la 

siguiente: 

 

Reactivo Concentración Volumen (l) Concentración final 

Master Mix 2x 10 1x 
Primer Forward 100ng/l 1 5ng/l 
Primer Reverse 100ng/l 1 5ng/l 
Agua ----- 7 ----- 
DNA genómico 100ng/l 1 5ng/l 

Volumen total  20  

 

4.4.6.3.- Gradiente de temperatura de alineación 

Para determinar la Tm de cada par de primers se realizó un gradiente de temperatura. 

Se preparaban 12 reacciones de PCR ajustándose a un volumen final de 5l y 

manteniéndose la proporción de reactivos como se describe en la sección 4.4.6.2 

utilizándose una misma muestra de DNA control para todas las reacciones de cada par de 

primers. 

Se determinó la temperatura teórica de alineación de cada par de primers de acuerdo a la 

ecuación: Tm = 2AT + 4GC. En un termociclador se realizó un gradiente de temperatura 

que comprendiera la Tm teórica para determinar la Tm óptima experimental. 

El programa de PCR que se utilizó fue el que se encuentra predeterminado en el 

termociclador y se ajustó el tiempo en la etapa de extensión de acuerdo al fragmento. En 

cada uno de los 12 pozos del termociclador se establecieron diferentes temperaturas de Tm 

a las que serán sometidas las 12 reacciones de PCR para cada par de primers 

respectivamente. 

Como ejemplo se presenta el gradiente del exón 1 del gen EPM2A: 

- Mezcla de reacción:  

Reactivo Concentración Volumen (l) Concentración final 

Master Mix 2x 2.5 1x 
Primer Forward 100ng/l 0.25 5ng/l 
Primer Reverse 100ng/l 0.25 5ng/l 
DMSO ----- 0.25 5% 
Agua ----- 1.5 ----- 
DNA genómico 100ng/l 0.25 5ng/l 

Volumen total  5  
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Tm teórica primer Forward EPM2A exón 1: 5’TGCGCTTCCGCTTTGGG3’ 

o Tm = 2 (6) + 4 (11) = 56°C 

Tm teórica primer Reverse EPM2A exón 1: 5’AGGGACGCGGGCAAAAAGC3’ 

o Tm = 2 (7) + 4 (12) = 62°C 

 

Se seleccionó un gradiente de temperatura de 56 a 62 °C y se verificó en una electroforesis 

en gel de agarosa al 2%, con un marcador de peso molecular (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.6.4.- Condiciones utilizadas en los ciclos de PCR 

 

 Gen EPM2A Exón 1 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 59 30 segundos 
Elongación 72 45 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 
 

 Gen EPM2A Exón 2 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 52 30 segundos 
Elongación 72 30 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 

 
 
 
 
600pb 
500pb 
400pb 

300pb 

200pb 

100pb 

Carril  

Tm 

1 

56.0 

2 

56.3 

3 

56.7 

4 

57.0 

5 

57.5 

6 

58.0 

7 

58.4 

8 

58.7 

9 

59.0 

10 

59.3 

11 

59.8 

12 

60.0 

431pb 

Figura 17 Gradiente de Tm para el exón 1 del gen EPM2A. Los carriles 1-7 muestran barrido en la 
amplificación que demuestra alineamientos inespecíficos, la Tm elegida fue la del carril 9 
correspondiente a 59°C ya que a esta temperatura se han minimizado los amplicones inespecíficos 
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 Gen EPM2A Exón 3 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 55 30 segundos 
Elongación 72 45 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 
 

 Gen EPM2A Exón 4 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 57 30 segundos 
Elongación 72 45 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 

 Gen NHLRC1 fragmento 1 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 59 30 segundos 
Elongación 72 45 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 
 

 Gen NHLRC1 fragmento 2 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 52 30 segundos 
Elongación 72 30 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 
 

 Gen NHLRC1 fragmento 3 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 55 30 segundos 
Elongación 72 45 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  
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 Gen NHLRC1 fragmento 4 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 57 30 segundos 
Elongación 72 45 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 
 
 

 Gen PPP1R3C exón 1 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 64 30 segundos 
Elongación 72 30 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 
 

 Gen PPP1R3C exón 2 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 95 5 minutos  
Desnaturalización 95 30 segundos 

30 ciclos Alineación 60 30 segundos 
Elongación 72 30 segundos 
Elongación final 72 7 minutos  

 

 

4.4.7.- Verificación de Productos de PCR 

Se utilizó electroforesis para verificar que se haya llevado a cabo la reacción de PCR  en 

todas las muestras amplificadas. La electroforesis fue horizontal en gel de agarosa al 1.5% 

con buffer TBE 0.5x utilizándose un marcador de peso molecular para identificar al 

fragmento amplificado. Se dejó correr aproximadamente 40 minutos a 100 V. El gel de 

agarosa fue teñido en una solución de bromuro de etidio y fue visualizado en 

transiluminador UV. (Figura 18) 

Las muestras que mostraban amplicones inespecíficos fueron cortadas del gel con ayuda de 

una navaja de bisturí para garantizar que los fragmentos inespecíficos no interfirieran con la 

secuenciación del fragmento deseado. 
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4.4.8.- Purificación de Productos de PCR 

Todos los productos de PCR fueron purificados mediante el kit comercial Wizard® SV Gel 

and PCR Clean-Up System para obtener únicamente los fragmentos deseados de DNA 

amplificados para su secuenciación. 

Este kit utiliza unas columnas en donde se agrega la muestra con productos de PCR a 

purificar y con ayuda del reactivo Membrane binding solution los fragmentos de DNA se 

unen a la membrana contenida en la columna. El remanente de la solución era removida por 

centrifugación y posteriormente el DNA adsorbido en la membrana de la columna era 

lavado dos veces con el reactivo Membrane washing solution el cual remueve primers, 

sales y dNTP’s no incorporados dejando intacto el DNA adsorbido en las membranas. 

Finalmente se eluye el DNA de la membrana con 25l de agua inyectable. 

Los fragmentos que fueron cortados del gel de agarosa eran purificados con el mismo kit, 

pero se agregaba el reactivo Membrane binding solution al corte de agarosa y se incuba a 

60°C hasta fundir la agarosa. Posteriormente la muestra fundida era agregada a las 

columnas y se seguía el mismo procedimiento anterior. 

4.4.9.- Reacción de Secuenciación 

Para la secuenciación de los fragmentos amplificados se utilizó el kit comercial Big Dye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit que está basado en una reacción de Sanger. 

Este método de secuenciación se basa en la incorporación de una mezcla de 2’,3’ di-

desoxinucleótidos trifosfatados (ddNTP’s) marcados con un fluoróforo y dNTP’s en una 

reacción de PCR. Durante esta reacción se replica sólo una de las dos cadenas del DNA 

400pb 

600pb 
500pb 

300pb 

200pb 

100pb 

2 3 4 6 5 8 7 9 10 11 12 13 1 

Figura 18 Fragmentos amplificados de los exones 1, 2 y 3 del gen EPM2A; en el carril 1 se encuentra el 

marcador de peso molecular; los carriles 2-5 contienen fragmentos amplificados del exón 1 (431pb); los 

carriles 6-9 contienen fragmentos del exón 2 (291pb); los carriles 10, 11 y 13 contienen fragmentos del exón 3 

(431pb). En los carriles 2, 6, 7, 10 y 11 muestran amplicones inespecíficos. En el carril 13 la muestra no 

amplifico. 
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molde y la incorporación de los ddNTP’s resulta en cadenas de distintos tamaños al 

detenerse la elongación de la cadena por la falta del grupo OH- en la posición 3’ del 

ddNTP’s. Cada ddNTP está marcado con un fluoróforo distinto, por lo que cada fragmento 

que termine con un ddNTP diferente emitirá fluorescencia a una longitud de onda distinta.  

Los fragmentos obtenidos en esta reacción de secuenciación son sometidos a una 

electroforesis capilar que separará cada uno de estos fragmentos por su tamaño y la 

longitud de onda que emita el fluoróforo de los ddNTP´s incorporados al final de cada 

fragmento será detectado e interpretado por el equipo de secuenciación dando como 

resultado un electroferograma con picos de distintos colores que representan a cada una de 

las bases que se encuentren en la secuencia de DNA. 

 

4.4.9.1.- Mezcla de reacción para llevar a cabo la secuenciación 

La reacción de secuenciación de los 4 exones amplificados del gen EPM2A y los 4 

fragmentos del gen NHLRC1 se realizó como sigue: 

Reactivo Volumen (l) 

Big Dye 1 
Primer Forward 1 
Buffer de secuencia 3.5 
DMSO 1 
Agua 11 
Producto de PCR 2.5 

Volumen total 20 

 

La mezcla de reacción para la reacción de secuenciación de los 2 fragmentos amplificados 

del gen PPP1R3C fue la siguiente: 

Reactivo Volumen (l) 

Big Dye 1 
Primer Forward 1 
Buffer de secuencia 3.5 
Agua 12 
Producto de PCR 2.5 

Volumen total 20 
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4.4.9.2.- Condiciones de los ciclos de PCR para la reacción de secuencia 

Las muestras preparadas para secuenciar cada uno de los 4 exones del gen EPM2A, los 

cuatro fragmentos del gen NHLRC1 y los dos fragmentos del gen PPP1R3C se  sometieron 

a las siguientes condiciones en un termociclador: 

 Temperatura (°C) Tiempo  

Desnaturalización inicial 96 30 segundos  
Desnaturalización 95 10 segundos 

25 ciclos Alineación 50 10 segundos 
Elongación 60 4 minutos 

Elongación final 72 1 minuto  

 

4.4.10.- Purificación de productos de secuenciación 

Los productos obtenidos por la reacción de secuenciación se purificaron mediante 

precipitación alcohólica. 

En esta técnica a la reacción de secuenciación se añade isopropanol al 75% y se dejó 

reposar 40 minutos, seguido de una centrifugación a 11000 r.p.m. durante 20 minutos. 

Posteriormente se lavo con etanol al 75% y se centrifugo a 11000 r.p.m. durante diez 

minutos. La muestra se secó por centrifugación al vacío y se resuspendieron en formamida. 

4.4.11.- Secuenciación de Productos 

Las muestras resuspendidas fueron cargadas en placas de 96 pozos y  desnaturalizadas 

durante 5 minutos a 95°C, posteriormente se dejaron enfriar gradualmente hasta alcanzar la 

temperatura del ambiente. 

Las muestras fueron analizadas en el secuenciador automático AB Prism 3130 Sequencer de 

Applied Biosystems. 

 

4.4.12.- Interpretación de Resultados 

4.4.12.1.- Lectura de Electroferogramas 

Los electroferogramas fueron comparados manualmente con las secuencias reportadas en la 

base de datos e!Ensemble (http://www.ensembl.org) para los tres genes estudiados en busca 

de variantes. 

 

  

http://www.ensembl.org/
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4.4.12.2.- Análisis bioinformático 

Se realizó un análisis en el software PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) 

para predecir el posible impacto que tiene el cambio de un aminoácido sobre la función y 

estructura de la proteína. 

Se utilizó el software Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para 

alineamientos múltiples de la secuencia de la proteína y compararla con  sus ortólogos en 

otras especies para saber el grado de conservación de los aminoácidos a lo largo de la 

evolución. 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/


48 
 

5.- Resultados y Discusión 

Por los datos clínicos que presentaba la paciente y por lo reportado en la bibliografía acerca 

de que los pacientes con mutaciones en el gen NHLRC1 presentan un inicio tardío y 

progresión lenta de la enfermedad, se comenzó a estudiar este gen, (Tabla 5), sin embargo 

no se encontraron mutaciones.  

 

Tabla 5 lectura de electroferogramas del gen NHLRC1 

PACIENTE Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 3 Fragmento 4 

II-6 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL 

II-8 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL 

II-5 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL 

II-7 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL 

II-4 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL 

I-1 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL 

I-2 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL 

 

Al estudiar el gen EPM2A, se encontraron dos mutaciones en el exón 4 del gen EPM2A, 

c.721C>T que corresponde al cambio de una citosina por una timina en la posición 721 del 

y la mutación c.835G>T, que corresponde al cambio de una guanina por una timina en la 

posición 835 del gen. Por lo cual, se analizaron las muestras de los familiares de la 

paciente, encontrándose a tres hermanas (dos de ellas afectadas con las mismas 

características clínicas y a  una hermana que no se valoró clínicamente pero presentaba un 

electroencefalograma anormal) con la mismas mutaciones. Además, se encontró a un 

hermano y a la madre portadores de la mutación c.835G>T y al padre con la mutación 

c.721C>T  (Tabla 6).  

Tabla 6 Lectura de electroferogramas del gen EPM2A 

 

 

 

 

 

Para el gen PPP1R3C no se encontraron las variantes c.746A>G, c.-50T>C y tampoco 

nuevas variantes (Tabla 7).   

 

PACIENTE Exón 1 Exón 2 Exón 3 Exón 4 

II-6 NORMAL NORMAL NORMAL c.721C>T  / c.835G>T 

II-8 NORMAL NORMAL NORMAL c.721C>T  / c.835G>T 

II-5 NORMAL NORMAL NORMAL c.721C>T  / c.835G>T 

II-7 NORMAL NORMAL NORMAL c.721C>T  / c.835G>T 

II-4 NORMAL NORMAL NORMAL c.835G>T 

I-1 NORMAL NORMAL NORMAL c.721C>T 

I-2 NORMAL NORMAL NORMAL c.835G>T 
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Tabla 7 Resultados de electroferogramas del gen PPP1R3C 

Paciente Fragmento 1 Fragmento 2 

II-6 Normal Normal 
II-8 Normal Normal 
II-5 Normal Normal 
II-7 Normal Normal 
II-4 Normal Normal 
I-1 Normal Normal 
I-2 Normal Normal 

 

 

Se consultó la base de datos (The Lafora Progressive Myoclonus Epilepsy Mutaton and 

Polymorphism Database, 2013). En donde se encuentran reportadas todas las mutaciones en 

diferentes poblaciones de los genes EPM2A y NHLRC1, con el propósito de conocer si eran 

mutaciones nuevas las encontradas en el exón 4 del gen EPM2A. Se encontró que la 

variante c.721C>T (Figura 19) corresponde a la mutación p.R241X en laforina, se encontró 

que ya fue reportada en diversos estudios (Minassian, et al. 1998; Serratosa, et al. 1999; 

Ganesh, et al. 2002). 

El cambio de citosina por timina en la posición 721 del gen, genera un cambio en el codón 

CGA el cual codifica para el aminoácido arginina, cambiando al codón TGA el cual 

corresponde a un codón de paro. 

EPM2A  711 CACCGAAGGCCGAGTACAGATG 

Laforina 237 --T--E--G--R--V--Q--M- 

La mutación p.R241X ha sido previamente reportada en familias de origen español y 

provoca un paro prematuro que resulta en una proteína trunca con pérdida completa de la 

función (Singh y Ganesh, 2009). Esta mutación se dice que tiene una alta prevalencia 

debido a un efecto fundador y a mutaciones recurrentes, esta última se apoya en la 

Figura 19 Electroferograma que muestra la mutacion c.721C>T en estado heterocigoto indicada por la flecha. 

Electroferograma obtenido con el software Sequencing Analysis 5.3. 
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evidencia que esta mutación pueda tener distintos orígenes filogenéticos y esta posición 

pudiera ser un sitio hot spot (Gómez-Garre, 2000). 

La mutación c.835G>T (Figura 20) corresponde a una mutación no sinónima que provoca 

un cambio de glicina por cisteína en la posición 279 de laforina (p.G279C). 

EPM2A 825 GGCTGTCTGCGGCTGGCTCCAG 

Laforina 275 --A--V--C--G--W--L--Q- 

La mutación p.G279C es una mutación que no se había reportado previamente en otras 

poblaciones, por lo que aún no se tienen estudios del efecto que esta mutación tiene en la 

proteína, sin embargo, la posicion 279 del aminoácido nos indica que se ubica en el 

dominio DSP de laforina. 

Al no existir reportes previos ni análisis funcionales de la mutación p.G279C en la función 

de laforina, llevamos a cabo un analisis in silico con el programa Polyphen-2, el cual nos 

permite  determinar el posible efecto sobre la estructura y la función que provoca el cambio 

de un aminoácido por otro en la proteína. La mutación p.G279C reveló que es posiblemente 

dañina. (Figura 21) 

 

 

 

 

Figura 20 Electroferograma que muestra la mutación c.835G>T en estado heterocigoto indicada por la flecha. 

Electroferograma obtenido con el software Sequencing Analysis 5.3. 
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El alineamiento múltiple de la secuencia de la proteína con las de otras especies que llevó a 

cabo la herramienta Polyphen-2, muestra que la glicina en la posición 279 de laforina se 

encuentra conservada en la mayoría de los organismos analizados, excepto Trichinella 

spiralis, Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Physcomitrella patens, Acaryochloris 

marina y Ostreococcus lucimarinus (el alineamiento se muestra en la Tabla 8). 

Esta herramienta bioinformática comparó ortólogos de laforina mediante un alineamiento 

múltiple  automático de secuencia en diversos organismos como son mamiferos, aves, 

reptiles, peces, nemátodos, plantas y organismos unicelulares como protozoarios, algas y 

bacterias. En los únicos organismos que no se encuentra conservada la glicina de esa 

posición es en nemátodos, plantas, protozoarios, algas y bacterias, por lo que podemos 

pensar que la función de laforina en estos organismos es diferente a la función en 

vertebrados.  

Figura 21 Resultados del análisis en Polyphen-2 del posible efecto del cambio de aminoácido p.G279C en 

laforina muestra que es probablemente dañina. 
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Tabla 8 Alineamiento múltiple de laforina que realizó Polyphen-2 

Homo sapiens VQMLPQAVCLLHALLEKGHIVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLQYVMGWNLRKVQYFLMAKRPAV--YIDEEALARAQE 

Sus scrofa VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLQYVRGWNRRKVQYFLLAKRPAV--YIDEDALARAEE 

Rattus norvegicus VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLHYVIGWSLRKVQYFIMAKRPAV--YIDEEALAQAQQ 

Mus musculus VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLHYVIGWNLRKVQYFIMAKRPAV--YIDEDALAQAQQ 

Loxodonta africana VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAIC G WLQYVQGWSPRKLQYFLVSKRPAV--YIDEDALAQAEH 

Monodelphis domestica VQMLPQAVCLLHGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLKYVMGWNLRKVQYFLMSKRPAV--YIDEEALARAEE 

Gallus gallus IQMLPQAVCLLHGLLQNGHTVYVHCNAGVGRSTAAVS G WLKYVMGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEALIRAED 

Anolis carolinensis VQMLPQAVCLLHGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLKYVLGWNLRKVQYFVASRRAAV--YIDEEALVRAEE 

Ailuropoda melanoleuca VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLQYVMGWNLRKVQYFLMAKRPAV--YIDEDALTRAEA 

Cricetulus griseus VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLHYVIGWSLRKVQYFIMAKRPAV--YIDEEALAQAQE 

Myotis lucifugus VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLHYVLGWKLRKVQYFLVAKRPAV--YIDEDALARAQE 

Cavia porcellus VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLQFVVGWNLRKVQYFLMAKRPVV--YIDEEALTRAQE 

Xenopus laevis IRMLPQAVYLLFGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G FLMYVIGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEAMINAQE 

Xenopus tropicalis IRMLPQAVYLLFGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G FLMYVIGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEAMINAQE 

Takifugu rubripes IRMLPQAVFLLYGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G LLMYVLGWSMRKVQYFVAARRPAV--YIDEEALVKAQT 

Ornithorhynchus anatinus VQMLPQAVHLLHGLLRNGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLKYVKGWNVRKVQYFVMTKRPAV--YIDEEALDRAEE 

Gasterosteus aculeatus VRMLPQAVFLLHGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G LLVYVLGWSLRKAQYFVAARRPAV--YIDEEALVQAQA 

Oreochromis niloticus IRMLPQAVFLLHGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G LLMYVLGWTLRKVQYFVAARRPAV--YIDEEALVKAEA 

Tetraodon nigroviridis IRMLPQAVFLLYGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G LLMYVLGWSMRKVQYFVAARRPAV--YIDEEALIKAQT 

Danio rerio IQMLPQAVFLLFGLLENGHSVYVHCNAGVGRSTAAVC G LLMYVFGWKLRKVQYFLTARRAAV--YIDEEALLRARD 

Meleagris gallopavo IQMLPQAVCLLHGLLQNGHTVYVHCNAGVGRSTAAVS G WLKYVMGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEALIRAED 

Taeniopygia guttata IQMLPQAVCLLHGLLQNGHTVYVHCNAGVGRSTAAVS G WLRYVMGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEALNRAEE 

Heterocephalus glaber VQMLPQAVCLLHMLLENGHTVYVHCNAGVGRSAAAVC G WLQYVMGWNLRKVQYFLMAKRPAV--YIDEEALGRAQE 

Equus caballus VQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLQYVMGWNLRKVQYFLMAKRPVV--YIDEDA--AGQD 

Sarcophilus harrisii VQMLPQAVCLLHSLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC G WLKYVMGWNMRKVQYFLMSKRPAV--YIDEEALTRAEE 

Nematostella vectensis IENLPQGVYLLHGLLNNGHRVYVHCNGGVGRSTAIVC G FLMYVLHWSLAKVQYNICSKRPVA--FIDGRALITAEK 

Branchiostoma floridae VGVLPAAVYKLWELLKTGHHVYVYCNAGIIRSVLIVC G YLYYVLGWPYRVMEYHVCSQRPVA--CVDQDIILQAEK 

Trichinella spiralis * RILLPQALYLLQSLVSNRHRVYVHCNAGIGRAASLAV A YLIHAKRMSTREAEYTLLSKRPKI-------------- 

Toxoplasma gondii * KIAVANAAFLLLGLFQSGHSVYVHCNAGVGRSVAAAC A FLCFAVGLDLRKVNFLICARRPVA--YWDEKAMKYGIG 

Neospora caninum * KIAVANAAFLLLGLVKSGHSVYIHCNAGVGRSVAAAC A FLCFSVGLDLRKANFLICARRPVA--YWDEKAMKYGIS 

Physcomitrella patens * SLMLPVAVRLLNSLIGRGMKVYVHCTAGINRATLTTV G HLTFVQQMDLEDAVALVKSCRPVAHPYID--------- 

Acaryochloris marina * EEQFDQALKILNRWQRKGHVVYVHCLAGVGRSASVCC L YVAQKQGLGLEDAIAFV--------------------- 

Ostreococcus lucimarinus * AKMLPEAVRKLAAFQAMGKRTYVHCTAGINRASLTVV G YLTFVKMFDLEAALHAVRTSRPQANPYVVSWEIARAR- 

Se realizó manualmente el alineamiento múltiple de la secuencia de laforina en el software 

Clustal Omega, con proteínas ortólogas en 10 especies de vertebrados.  

Homo sapiens   EGRVQMLPQAVCLLHALLEKGHIVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLQYVMGWNLRKVQYFLMA 

Pan troglodytes  EGRVQMLPQAVCLLHALLEKGHIVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLQYVMGWNLRKVQYFLMA 

Macaca mulatta   EGRVQMLPQAVCLLHALLEKGHIVYVHCNAGVGRSTAAVCGWFQYVMGWNLRKVQYFLMA 

Mus musculus   EGRVQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLHYVIGWNLRKVQYFIMA 

Rattus norvegicus  EGRVQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLHYVIGWSLRKVQYFIMA 

Bos Taurus   EGRVQMLPQAVCLLHALLEKGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLQYVLGWSRRKVQYFLVA 

Canis lupus familiaris  EGRVQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLQYVMGWNLRKVQYFLMA 

Gallus gallus   EGRIQMLPQAVCLLHGLLQNGHTVYVHCNAGVGRSTAAVSGWLKYVMGWSLRKVQYFLAS 

Xenopus laevis   EGRIRMLPQAVYLLFGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGFLMYVIGWSLRKVQYFLAS 

Ictalurus punctatus  EGRVRMLPQAVYLLYGLLENGHSVYVHCNAGVGRSTAAVCGLLMYVLGWSLRKVQYYITA 

 

Alineamiento de laforina realizado por Polyphen-2; la glicina en la posición 279 se encuentra marcada por un recuadro 

vertical; las especies que no conservan este aminoácido están sombreadas; las especies que muestran mayor variabilidad 

en la secuencia de aminoácidos se marcan con un asterisco. 
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En el alineamiento que realizamos tomamos en cuenta únicamente especies vertebradas que 

son evolutivamente más cercanas al humano y el resultado muestra que el residuo de 

glicina en la posición 279 se encuentra conservado durante la evolución. Estos resultados 

nos indican que el aminoácido pudiera ser muy importante para la función de laforina y un 

cambio tiene efectos negativos en la actividad de la proteína (Singh y Ganesh, 2009). 

Previamente se reportó una mutación en la posición 279 con un cambio de glicina por 

serina (c.835G>T) y también se cree que es un sitio hot spot (Gómez-Garre, et al., 2000). 

El estudio funcional de la proteína mutante p.G279S indica que afecta el dominio fosfatasa, 

disminuyendo su actividad y anula la capacidad de unirse a glucógeno o poliglucosanos por 

lo que podemos pensar que la sustitución p.G279S previamente en otros pacientes y la 

sustitución p.G279C encontrada en esta familia tiene un efecto similar (Fernández-Sánchez, 

et al., 2003). 

Finalmente, se buscó la mutación p.G279C en 100 sujetos sanos como controles de origen 

mestizo-mexicano, sin embargo no se encontró en ninguno de ellos  y tampoco se 

encontraron nuevos SNP’s por lo que descarta a p.G279C como polimorfismo, ya que a lo 

largo de todos los estudios en el gen EPM2A desde el descubrimiento de su participación en 

el desarrollo de EL en 1997 hasta la fecha, sólo se han encontrado 4 SNPs y sólo uno de 

ellos (c.163C>A) resulta en un cambio de aminoácido (p.Q55K) sin alterar la función de 

laforina, (The Lafora Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism 

Database, 2013). Además el residuo de glutamina en la posición 55 no se encuentra 

conservado en todas las especies. 

La mutación p.G279C modifica el dominio DSP de laforina y si este dominio es alterado, 

podría afectar su capacidad para eliminar el exceso de fosfato que se acumula durante los 

numerosos ciclos de biosíntesis y degradación del glucógeno, disminuyendo su solubilidad 

resultando en acumulación y la formación de cuerpos de Lafora (Roach, 2011).  

Otro estudio, ha propuesto que la actividad fosfatasa de laforina también tenga como 

substratos a otras proteínas involucradas en el metabolismo de glucógeno, entre ellas GSK3 

que puede inactivar a la GS evitando la acumulación de glucógeno (Lohi, et al, 2005). 

Las mutaciones sin sentido en laforina también han mostrado tener efectos sobre el correcto 

plegamiento de la proteína y su alteración tendría un gran impacto sobre la interacción con 

otras proteínas cómo malina, GSK3 y PTG. También afectaría la interacción laforina-

laforina disminuyendo en gran medida la actividad fosfatasa que tiene en homodímero 

(Dubey y Ganesh, 2008). 

Las mutaciones afectarían la función del complejo laforina-malina y por lo tanto sería 

incapaz de eliminar proteínas defectuosas o de vida corta, que terminarian acumuladas en el 

citoplasma de las neuronas y se ha sugerido que esta agregación de proteinas está 

relacionada con muerte celular (Delgado-Escueta, 2007). 
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La población Mestizo Mexicana esta formada por una mezcla de nativos Americanos con 

Españoles principalmente, por lo cual no es sorprendente encontrar la mutación R241X en 

esta familia y esto apoyaría la hipótesis de un efecto fundador propuesto por Ganesh 

(2002).  

La presencia de dos alelos mutantes distintos en los pacientes afectados conforman un 

genotipo heterocigoto compuesto y esta forma se ha reportado frecuentemente en otros 

pacientes con EL, sin diferencia en la presentación de la enfermedad con respecto a los 

pacientes con genotipo homocigoto (Delgado-Escueta, 2007). 

Sin embargo, en la familia estudiada se observa que hay tres pacientes afectados por EL 

que presentaban un fenotipo atípico de EL, con una edad de inicio de la enfermedad que fue 

variable: a los 21 años en el caso índice (II-6), a los 25 y 28 años en dos hermanas (II-5 y 

II-7 respectivamente), además otra hermana (II-8) con actividad epiléptica en el EEG que 

aún no tiene síntomas de la enfermedad pero se espera que presente otros signos de la 

enfermedad en el futuro. El caso índice a la edad de 33 años ya muestra signos de ataxia y 

demencia moderada, pero que no es incapacitante, a diferencia de lo que se esperaría dentro 

de los primeros años de la enfermedad, además se puede pensar que por la evolución lenta 

en estos pacientes, el desenlace fatal de la enfermedad se retrase aún más (Serratosa y 

Giraldez, 2010). 

El caso índice (II-6) y las pacientes II-8, II-5 y II-7 (hermanas) tienen un genotipo 

heterocigoto compuesto. El padre (I-1) es portador de la mutación p.R241X y los familiares 

I-2 y II-4 (madre y hermano respectivamente) son portadores de la mutación p.G279C. El 

árbol genealógico con los genotipos se muestra en la figura 22. 
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Figura 22 Arbol genealógico con genotipos 
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Esta edad de inicio variable entre miembros de una misma familia, se ha reportado en otros 

casos de EL y nos sugiere que el mecanismo patológico es muy complejo (Baykan, et al., 

2005). Además la edad de inicio en todos los hermanos fue por arriba de los 21 años y se 

considera tardía con respecto a la edad de inicio típico, presentándose en un rango de entre 

los 12 a los 18 años de edad (Banerjee, et al, 2011). 

El genotipo heterocigoto compuesto p.R241X / p.G279C debería corresponder con un 

fenotipo de EL tipo clásica. Sin embargo tiene mayor similitud con un fenotipo de inicio 

tardío y progresión lenta, que está asociado a mutaciones en el gen NHLRC1 (Singh y 

Ganesh, 2009). 

Esta discrepancia se podría explicar por la participación de genes modificadores de la 

enfermedad y el más representativo hasta la fecha podría ser el gen PPP1R3C que codifica 

para PTG. El gen PPP1R3C surgió como el primer candidato responsable de un 

aminoramiento en la severidad de la enfermedad (Singh y Ganesh, 2012). 

Decidimos buscar variantes o mutaciones en el gen PPP1R3C como gen modificador en el 

curso de la enfermedad en esta familia teniendo como antecedente un estudio en ratones 

DKO para laforina y se encontró que PTG disminuye la acumulación de cuerpos de Lafora 

y también la neurodegeneración llevando a una mejoría considerable de la epilepsia 

mioclónica progresiva en estos ratones (Turnbull, et al, 2011). 

El grupo de Guerrero y colaboradores reportó dos variantes en PPP1R3C que se relacionan 

con dos pacientes de EL por mutaciones en el gen NHLRC1, que tenían un subfenotipo de 

inicio tardío y progresión lenta (Guerrero, et al., 2011). 

Sin embargo, la secuenciación de PPP1R3C en la familia estudiada reveló que no son 

portadores de ninguna variante nueva, por lo que deben existir otros genes que interactúen 

directamente con EPM2A y sean responsables de retrasar el inicio de la enfermedad y 

aminorar la severidad de los síntomas en esta familia. 

La interrupción de la interacción con malina podría resultar en hiperactividad 

glucogenogénica de PTG y GS por la incapacidad de degradarlas vía ubiquitina proteasoma 

(Worby, et al, 2008).   

Consultamos el software bioinformático y base de datos STRING 9.1 que nos permite ver 

la red de interacciones intergénicas de EPM2A y encontramos que además de interactuar 

con NHLRC1 y PPP1R3C, también tiene interacción con otros genes cuyas proteínas tienen 

actividad muy estrechamente relacionada entre sí para regular el metabolismo de glucógeno 

como el gen PRKAB2 de la cinasa dependiente de AMP (AMPK), el gen GSK3B de la 

subunidad 3de la glucógeno sintasa cinasa y el gen EPM2AIP1 que codifica para una 

proteína de interacción con laforina de función aún desconocida, entre otros. (http://string-

db.org/) Todos estos genes podrían ser estudiados posteriormente como posibles genes 
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modificadores de la enfermedad de Lafora en esta u otras familias que presenten fenotipos 

diferentes a los reportados. (Figura 23) 

 

 

Figura 23 Red de interacciones del gen EPM2A que se conocen hasta el 

momento.(http://string-db.org/) 
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6.- Conclusiones 

 Se determinó que la enfermedad de Lafora de inicio tardío y progresión lenta en esta 

familia es causada por mutaciones en el exón 4 del gen EPM2A, lo cual contradice a 

lo encontrado en estudios previos de asociación genotipo-fenotipo. 

 El genotipo de los integrantes afectados en esta familia es de tipo heterocigoto 

compuesto por las mutaciones p.R242X y p.G279C. 

 La mutación p.G279C fue originada en esta familia por un posible efecto hot spot y 

modifica el dominio DSP de laforina con efectos negativos sobre su actividad como 

fosfatasa y también sobre las interacciones con otras proteínas. 

 La mutación p.R241Xque se había reportado previamente en otras familias produce 

una proteína trunca con pérdida completa de la función. El origen de la mutación en 

esta familia podría ser debido a un efecto fundador por un posible ancestro de 

origen español.  

 No se encontraron polimorfismos ni mutaciones en el gen PPP1R3C, por lo que se 

descarta su participación como gen modificador de la enfermedad en esta familia y 

se propone seguir la búsqueda de genes modificadores. 

 Es el primer estudio Molecular de la Enfermedad de Lafora en México 
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I. Glosario de abreviaturas 

AMPK Cinasa dependiente de AMP 

Atx Ataxia 

Aus Ausencias 

BE Enzima ramificadora (Branching Enzime) 

CBD Dominio de unión a carbohidratos (Carbohydrate Binding Domain) 

CBM20 Carbohydrate Binding Module 20 

CTCG Crisis Tónico-Clónicas Generalizadas 

DBE Enzima desramificadora (Debranching Enzime) 

ddNTPs di-desoxi nucleótidos trifosfatados 

Dem Demencia 

DKO Doble Knock Out 

DMSO Dimetilsulfóxido 

dNTPs Desoxi-nucleótidos trifosfatados 

DSP Fosfatasa de especificidad dual (Dual Specificity Phosphatase) 

EEG Electroencefalograma 

EL Enfermedad de Lafora 

Emb Embarazo 

EMPs Epilepsias Mioclónicas Progresivas 

EPM2AIPI Proteína de interacción con laforina (EPM2A interacting protein I) 

GN Glucogenina 

GP Glucógeno fosforilasa (Glycogen Phosphorylase) 

GS Glucógeno sintasa (Glycogen Synthase) 

GSK3 Glucógeno sintasa cinasa 3 (Glycogen Synthase Kinase 3) 

ILAE Liga Internacional Contra la Epilepsia (International League Against Epilepsy) 

IRM Imagen de Resonancia Magnética 

KO Knock Out 

LB Cuerpos de Lafora (Lafora Bodies) 

LF Laforina 

Ms Mioclonías 

PGM Fosfoglucomutasa (Phosphoglucomutase) 

PHK Fosforilasa cinasa (Phosphorylase Kinase) 

PKA Proteína cinasa A (Protein Kinase A) 

PP1 Proteína fosfatasa 1 (Protein Phosphatase 1) 

PP1G Familia de proteínas fosfatasas 1 

PTG Proteína de direccionamiento a glucógeno (Protein Targeting to Glycogen) 

SNP Polimorfismo de un solo nucleótido (Single Nucleotide Polymorphism) 

TBE Buffer de electroforesis Tris - Ácido bórico - EDTA 

TTS Buffer de lisis Tris - Tritón – Sacarosa 
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