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Resumen

La Enfermedad de Lafora (EL) es un tipo de epilepsia mioclonica progresiva (EMP) que
se manifiesta generalmente en la etapa final de la infancia y durante la adolescencia con
mioclonias, ausencias, crisis tonico-clénicas y una progresion neurodegenerativa rapida.
Los pacientes presentan acumulacion intracelular de cuerpos de Lafora en sistema
nervioso central, musculo y piel entre otros tejidos. Tiene un desenlace fatal
aproximadamente 10 afios 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 proteinas interactian en un complejo
que regula la sintesis de glucdgeno. La proteina PTG (codificada en el gen PPP1R3C)
facilita la activacion de la Glucdgeno Sintasa, promoviendo la sintesis de glucogeno.
Recientemente se reportaron dos variantes en PTG que probablemente estén relacionadas
con un progreso lento de la enfermedad.

En la Clinica de Epilepsia del INNyN se detecté una familia con integrantes afectadas
con EMP, el diagndstico clinico e histopatoldgico indicaba EL pero no era definitivo ya
que los pacientes presentaron un inicio tardio y progreso lento, ademas de pocos cuerpos
de Lafora en la biopsia. Por lo tanto, se realiz6 el diagnéstico molecular a 7 integrantes
de esta familia por medio la secuenciacién completa de los genes EPM2A y NHLRCL1.
Posteriormente se analiz6 el gen PPP1R3C mediante secuenciaciéon como modificador
atenuante de la enfermedad.

Se encontraron las mutaciones p.R241X y p.G279C en el exén 4 del gen EPM2A. La
mutacion p.R241X ya se habia reportado previamente en otros estudios, sin embargo, no
existen reportes previos de la mutacion p.G279C. Se descarto la posibilidad de que ésta
mutacion fuera un polimorfismo al no encontrarse en 100 sujetos sanos de origen
mestizo-mexicano. Ademas se llevo a cabo el anélisis in silico encontrando evidencia de
su participacion en el desarrollo de la enfermedad. En el analisis del gen PPP1R3C no se
encontraron variantes.

Por medio de las técnicas de biologia molecular y las herramientas bioinformaticas se
determind que las mutaciones p.R241X y p.G279C son las causantes de EL en los
integrantes afectados en esta familia. Estas mutaciones en el exon 4 del gen EPM2A en
pacientes de EL con inicio tardio y progresion lenta se contraponen a lo reportado hasta
ahora en los estudios de asociacion 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 blsqueda y estudio de otros genes
modificadores de la enfermedad.



1.- Antecedentes

En 1911, Gonzalo Rodriguez Lafora reportd un paciente de 17 afios de edad con epilepsia
mioclonica, en el que destacaban la presencia de mioclonias constantes y demencia
progresiva, el cual muri6 a las 6 semanas en status mioclonus después del inicio del
estudio. Posteriormente la autopsia reveld la presencia de cuerpos amiloides en las
neuronas de corteza cerebral, talamo, globo palido 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 miocldnica progresiva
hereditaria de tipo autosémico recesiva, con inicio de la enfermedad en la adolescencia,
desenlace fatal y evidente actividad epiléptica en el electroencefalograma (EEG),
histopatoldgicamente presentaban inclusiones intraneuronales llamandolos cuerpos de
Lafora o poliglucosanos (Schwarz y Yanoff, 1965).

Los cuerpos de Lafora son el rasgo mas distintivo de esta enfermedad y los pacientes los
presentan en abundancia en todas las regiones cerebrales y en la mayoria de las neuronas.
Los cuerpos de Lafora son el resultado de la acumulacién intracelular de moléculas de
glucdgeno anormal insoluble, poco ramificado y altamente fosforilado. Estas caracteristicas
indican que se trata de una alteracion en el metabolismo de glucégeno (Minassian, 2001).

En 1995, Serratosa y colaboradores estudiaron 9 familias con diagnéstico clinico e
histopatoldgico de Enfermedad de Lafora (EL) y definieron que el locus 6q23-25 contenia
al gen responsable de la enfermedad (Serratosa y Delgado-Escueta, 1995). En 1997, esta
region se delimitd a 6g24 en biopsias de 39 pacientes con EL provenientes de Espafia,
Canada, 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 region 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 proteina con actividad de ubiquitina ligasa, la cual nhombraron 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



y en NHLRC1 conjuntamente, todas ellas encontradas sélo en region codificante, pero no sé
descartan alteraciones en las regiones reguladoras (Ganesh, et al, 2002).

A partir de las mutaciones ya descubiertas y el diagndstico clinico de los pacientes, se han
realizado asociaciones genotipo-fenotipo que han mostrado pacientes con una misma
mutacion, incluso miembros de una misma familia, que presentan diferencias en la edad de
inicio de la enfermedad (Singh y Ganesh, 2009).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son las mismas independientemente del gen
alterado, sin embargo, en los estudios de asociacion genotipo-fenotipo se ha observado que
los pacientes con mutaciones en NHLRC1 la enfermedad cursa con menor severidad y
tienden a vivir mas que aquellos pacientes con mutaciones en EPM2A (Singh, et al, 2006).
También se han asociado mutaciones en el exon 1 del gen EPM2A con una forma de inicio
temprano con déficit cognitivo (Ganesh, et al, 2002), por lo que se proponen subfenotipos
en la enfermedad de Lafora (Singh y Ganesh, 2009).

A pesar del descubrimiento de la participacion de mutaciones en los genes EPM2A y
NHLRCL en la enfermedad de Lafora, se estima que estas sélo 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
unicamente 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 progresion muy
rapida (Franceschetti, et al, 2006). En otro estudio se reportaron dos variantes en el gen
PPP1R3C que pueden estar asociadas a una disminucion en la severidad de la
neurodegeneracion y aumento en la sobrevida de los pacientes con EL (Guerrero, et al,
2011).

Estos y otros casos, dieron pauta para iniciar la basqueda de otros factores modificadores
de la enfermedad, entre ellos genes estrechamente relacionados a EPM2A y NHLRC1
(Singh y Ganesh, 2012).

Hasta la fecha aun no se conocen con exactitud las funciones especificas de las proteinas
laforina y malina, pero se sabe que estan involucradas en el metabolismo del glucdgeno,
interactuando con la proteina de direccionamiento a glucdgeno, la glucégeno sintasa, la
enzima ramificadora entre otras. La alteracion y desbalance de esta via metabdlica en la
enfermedad de Lafora podria resultar en la acumulacién de poliglucosanos en las células,
con subsecuente desarrollo de crisis epilépticas, neurodegeneracion y muerte (Singh y
Ganesh, 2009; Ramachandran, et al, 2009).



2.- Marco Tedrico
2.1.- Metabolismo de Glucogeno.
2.1.1.- Estructura del Glucogeno.

El glucogeno es un polimero de glucosa ramificado que almacena glucosa para su
utilizacion cuando sea escasa. La polimerizacion primaria entre los residuos de glucosa es
mediante enlaces a-1,4-glucosidicos y las ramificaciones con enlaces a-1,6-glucosidicos
(Figura 1A).

Un modelo sugiere que la molécula de glucégeno consta de cadenas internas B, que
normalmente contienen dos puntos de ramificacion 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’kDa y un diametro de ~44nm en su
maximo tamarfio. Sin embargo, el glucdgeno que se encuentra en la naturaleza es un grupo
de moléculas con diferentes tamafios, el nimero de residuos de glucosa por cadena es
variable y las ramificaciones no se ubican siempre en el mismo punto (Roach, et al, 2012).

El glucégeno, también contiene trazas de fosfato en su estructura en una proporcion de un
grupo fosfato por cada ~10 000 residuos de glucosa, en forma de monoésteres en las
posiciones C2 y C3. Cada molécula de glucdgeno sufre numerosos ciclos de expansion y
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CadenasB

Figura 1 A) Esquema de enlaces glucosidicos en la molécula de glucégeno; B) Molécula de glucégeno con cadenas B
internas ramificadas y cadenas A externas, las lineas punteadas rojas indican la organizacion de las cadenas en
niveles concéntricos (Roach, et al, 2012).




contraccion, lo que puede provocar ciertas aberraciones en su estructura, como cadenas
muy largas de glucosa o la incorporacion de cantidades excesivas de fosfato resultando en
la formacion de agregados de glucdgeno insoluble, este fendmeno es normal en el
envejecimiento de las células. Estos agregados se han descrito en tejido cerebral y se les
Ilama corpora amylacea (Roach, et al, 2012).

Ademas, en los tejidos, las moléculas de glucdgeno se encuentran asociadas a proteinas
involucradas en su metabolismo como la glucogenina (GN), la glucdgeno sintasa (GS)
glucogeno fosforilasa (GP), la enzima desramificadora (DBE), y proteinas reguladoras
como la fosforilasa cinasa (PHK), miembros de la proteina fosfatasa 1, la proteina cinasa
dependiente de AMP (AMPK), laforina malina y la proteina de direccionamiento a
glucégeno (PTG). Todas estas proteinas involucradas en el metabolismo de glucégeno
estan estrechamente unidas a la molécula de glucégeno formando una “particula de
glucogeno” (Figura 2) (Roach, et al, 2012).
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Figura 2 Interaccion de una molécula de glucdégeno con proteinas
asociadas que participan en el metabolismo del glucégeno. (Roach, et al,
2012).

10



2.1.2.- Biosintesis y degradacién de glucégeno

El glucdgeno es sintetizado y almacenado en gran parte por el masculo esquelético
y el higado; pero otros tejidos como el rifion, corazén, tejido adiposo y cerebro también son
capaces de sintetizarlo, sin embargo, las neuronas no almacenan glicogeno y la neuroglia
es la unica con esta capacidad (Vilchez, et al., 2007).

La biosintesis inicia cuando la glucogenina (GN) transfiere glucosa a partir de UDP-
glucosa a un residuo de tirosina en ella misma formando un enlace a-1,4-glucosidico,
elongando el oligosacérido hasta una longitud de 10-20 residuos. El siguiente paso es la
asociacion de la GN y la glucdgeno sintasa (GS), iniciando esta Ultima la adicion de
residuos de glucosa con enlaces a-1,4; las ramificaciones son catalizadas por una enzima
de ramificacién (BE) que escinde un fragmento de 7 residuos de glucosa de una cadena en
elongacion en por lo menos 11 residuos y forma un enlace o-1,6 en un nuevo punto de
ramificacion (Figura 3) (Roach, et al, 2012).

SIS 5 @

0
Q@G @)CO Enlace o(1-6)

Figura 3 Formacion de enlaces a(1-6) en puntos de ramificacién en molécula de glucégeno por accion de la
enzima ramificadora (BE) (Campbell y Farrell, 2004).

La degradacion del glucégeno es llevada a cabo por la enzima glucdgeno fosforilasa (GP)
rompiendo los enlaces «(1-4) de hasta cuatro residuos separados de la ramificacion sin la
ayuda de la enzima desramificadora (DBE) la cual rompe enlaces o(1-6) produciendo
glucosa-1-fosfato que es rapidamente convertida a glucosa-6-fosfato por isomerizacion,
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catalizada por la enzima fosfoglucomutasa (PGM). En otra via de degradacion, el
glucdgeno es transferido al lisosoma e hidrolizado a glucosa libre por la a-glucosidasa
lisosomal (Roach, et al, 2012).

El glucdgeno 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 glucégeno
del musculo esquelético. Este fosfato esta unido covalentemente en las posiciones C2 o C3
en forma de monoésteres de fosfato en las moléculas de glucosa (Figura 4) (Roach, 2011).

LOH _OH
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OH ’ OF 042 n o Aow

Figura 4 Monoésteres de fosfato en los residuos de glucosa del glucdgeno, indicados por las flechas en las
posiciones C2 y C3 (Tagliabracci, et al, 2011).

Esta incorporacion de fosfato en la molécula de glucdgeno, al parecer es el resultado de un
error catalitico 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 glucdgeno se explica por la gran cantidad de veces en que el glucdgeno 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 glucdgeno, en el que laforina tiene la funcion de remover el fosfato
incorporado en la molécula de glucégeno (Figura 5), evitando su acumulacion
(Tagliabracci, et al, 2011). Sin embargo, la remocion del fosfato por accion de laforina in

BE, GS B

/<u: 5 ?) P, Figura 5 Actividad fosfatasa de Laforina sobre
L

los monoésteres de fosfato que se incorporan a

ump la molécula de glucdgeno (Roach, et al, 2011).

BE, GS P
(109 |

Biosintesis de glucogeno
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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 glucogeno 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 reparacion y control de dafios en el metabolismo de glucdgeno (Roach, 2011).

2.1.3.- Regulacion de la biosintesis de glucdgeno

El glucdgeno es sintetizado por la GS y es regulada alostéricamente de forma positiva por
la glucosa-6-fosfato y negativamente por fosforilacion covalente reversible. La activacion
de la GS por la presencia de glucosa-6-fosfato puede superar el efecto inactivante que sufre
la enzima mediante fosforilacién (Roach, et al, 2012).

La inactivacion de la GS, se lleva a cabo por una serie de fosforilaciones sucesivas en al
menos nueve sitios por accion de tres enzimas: la proteina cinasa A (PKA), fosforilasa
cinasa (PHK) y la glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3). En este mecanismo, la adicion de un
grupo fosfato permite la adicion de un segundo grupo fosfato (Obel, et al, 2012).

La defosforilacion de la GS esta mediada por la accion de una familia de proteinas
fosfatasas asociadas a glucdgeno (PP1G), las cuales poseen una subunidad catalitica
proteina fosfatasa 1 (PP1) ligada a subunidades de direccionamiento a glucégeno, éstas
ultimas tienen como funcion, actuar como andamiaje proteinico para facilitar la interaccion
de la GS con gluc6geno (Obel, et al, 2012).

La subunidad PTG de la proteina fosfatasa 1 se encarga de unir la molécula de glucégeno
con la PP1; ademéas se une directamente con la glucégeno sintasa y la glucégeno
fosforilasa, incrementando el almacenamiento de glucosa en forma de glucdégeno mediante
la defosforilacion que activa la GS e inactiva la GP (Greenberg, et al, 2006).

2.1.3.1.- Complejo Laforina-Malina

Laforina es una proteina que cuenta con un dominio fosfatasa de doble especificidad y que
ademas es capaz de unirse al glucdgeno a través de un dominio de union a carbohidratos
(Worby, et al. 2006).

La proteina malina contiene un dominio de ubiquitina ligasa tipo RING y cuenta con seis
dominios NHL que sirven como sitio de union a otras proteinas (Gentry, et al, 2005). Se
sabe que ambas proteinas estan involucradas en el metabolismo de glucégeno. (Ganesh, et
al, 2006).
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Las proteinas laforina y malina interacttan entre si para formar un complejo involucrado en
la eliminacion de proteinas de vida corta, defectuosas o mal plegadas que son tdxicas para
la célula por medio del sistema proteolitico de ubiquitina proteasoma (Garyali, et al, 2008).

Malina interactia fisicamente con laforina, de modo que laforina funciona como una
proteina presentadora debido a que se une a otras proteinas como GS, DBE, y PTG; esta
capacidad de laforina de unirse a PTG permite que malina pueda marcarla para su
protedlisis eliminando el estimulo que PTG ejerce sobre la GS, disminuyendo en gran parte
la sintesis y el almacenamiento del glucégeno (Worby, et al, 2008).

Laforina es capaz de activar a la GSK3 defosforilando a la serina en la posicion 9 lo que
conlleva a que esta ultima inactive a la GS por fosforilacion deteniendo la biosintesis de
glucdgeno (Lohi, et al., 2005).

Adicionalmente, la interaccion del complejo laforina-malina al interactuar con PTG,
también aprovecha el andamiaje proteinico que provee PTG para interactuar con las
enzimas GS, DBE y marcarlas para su degradacion (Vilchez, et al, 2007).
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Figura 6 Esquema de interacciones de laforina con diversas proteinas.
Laforina interactia fisicamente con ella misma, con GSK3, PTG y con
malina. Malina aprovecha la unién con laforina para degradar a todas las
demas proteinas que se unen a laforina. PTG se une a PP1 y estd a su vez con
GS. (Ganesh, et al, 2006)
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Figura 7 Metabolismo de Gluc6geno. En el recuadro gris se esquematiza la biosintesis y degradacion del
glucégeno con las principales enzimas involucradas; fuera del recuadro se esquematizan las principales
enzimas reguladoras en esta via (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 glucégeno, sin
embargo éste es almacenado y sintetizado casi exclusivamente en los astrocitos, que
proveen de energia a las neuronas en forma de lactato. Si esta maquinaria que mantiene
inactivada la sintesis de glucdogeno en las neuronas es alterada, resulta en
neurodegeneracion por apoptosis (Vilchez, et al., 2007).

Este fendbmeno se debe a que en las neuronas existe una regulacion muy estricta llevada a
cabo por el complejo laforina-malina que evita la biosintesis de glucégeno, por medio de
ubiquitinacion de la GS hiperfosforilada para su degradacion por el sistema ubiquitina
proteasoma, asi como la degradacion de PTG eliminando su efecto glucogenogénico sobre
la GS (Vilchez, et al., 2007).

La alteracion de laforina en ratones Knockout (epm2a™) resulta en la aparicién de cuerpos
de Lafora en cerebro, asi como neurodegeneracion progresiva, sintomas de comportamiento
anormal, ataxia y epilepsia mioclénica (Ganesh y Delgado-Escueta, 2002).

Las mutaciones dentro del dominio DSP de laforina, eliminan la funcion de fosfatasa en
esta proteina, evitando su capacidad para defosforilar al glucégeno, provocando
alteraciones estructurales que resulten en la agregacion intracelular de glucogeno insoluble,
unido a proteinas como laforina, malina, GS y PTG el cual no es degradado eficientemenre
por la accion de las enzimas GP y DBE, acumulandose en forma de cuerpos de Lafora y
desencadenando la neurodegeneracion (Fernandez-Sanchez, et al, 2003).

Las mutaciones en el gen de laforina, pueden causar un mal plegamiento y la agregacion de
proteinas insolubles en las neuronas, elevando el estrés en el reticulo endoplasmico y
contribuyendo a la muerte celular (Liu, et al, 2009).

Por otra parte, defectos en malina también estdn directamente involucrados en esta
neurodegeneracion; las mutaciones en los dominios RING de malina eliminan la actividad
de ubiquitina ligasa, mientras que las mutaciones en los dominios NHL interrumpen la
interaccion con laforina, evitando asi que las proteinas de esta via metabdlica sean
degradadas provocando su agregacion 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 si misma, sino una variedad de
desordenes que reflejan una disfuncion cerebral subyacente provocada por causas muy
diversas. La palabra epilepsia se utiliza para nombrar un desorden cerebral caracterizado
por la interrupcion impredecible y recurrente de la funcion normal del cerebro. A estas
interrupciones se les llama crisis epilépticas, que se definen como la ocurrencia transitoria
de los signos y sintomas debido a una actividad neuronal excesiva anormal o sincronica en
el cerebro (Fisher, et al, 2005).

La liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) define epilepsia como un desorden
cerebral caracterizado por una predisposicion duradera de generar crisis epilépticas asi
como las consecuencias neurobiolégicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales propias de esta
condicion. Esta definicion requiere que ocurra al menos una crisis epiléptica. Tabla
1(Fisher, et al, 2005).

2.3.1.- Epidemiologia

Las Epilepsias son un grupo de desdrdenes neuroldgicos muy comunes que se presentan en
alrededor del 1% de la poblacion general (Minassian, 2001). Dentro de este grupo de
sindromes, las Epilepsias Mioclonicas 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 paises como Espafia, Francia, Italia, regiones
de Asia central, India, Pakistan, Africa del norte y Medio Oriente, asi como en poblaciones
aisladas genéticamente de los Estados Unidos, Canada y otras partes del mundo donde las
uniones consanguineas son muy frecuentes; en México no se tienen datos al respecto
(Singh y Ganesh, 2009).
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Tabla 1 Clasificacién y descripcion de los principales tipos de crisis epilépticas de acuerdo a la ILAE (Berg y
Scheffer, 2011; Shorvon, 2009).

Crisis Se originan rapidamente y estan distribuidas bilateralmente
Generalizadas

Tonica Contraccion muscular que causa extensién del cuello, masculos
faciales, los ojos se voltean hacia arriba y puede haber elevacién
de los brazos en forma semiflexionada.

Clénica Sacudidas asimétricas e irregulares, con disminucion o pérdida
total de la conciencia.

Tonico- Hay pérdida de la conciencia, que inicia como una crisis ténica

clénica con una duracion de 10 a 30 segundos, seguida de la fase clonica
gue dura aproximadamente de 30 a 60 segundos, la fase final
presenta flacidez muscular; este tipo de crisis son conocidas
comunmente como convulsiones clasicas.

Atdnica Pérdida repentina del tono muscular, puede ser de un grupo de
musculos o en todo el cuerpo, resultando en una caida. Son de
corta duracion y hay recuperacion inmediata.

Ausencias Pérdida subita de la conciencia, se detiene toda la actividad

tipicas motora, sin pérdida del tono muscular, la crisis termina
subitamente como inicio, el paciente reinicia actividades sin
saber que tuvo una crisis.

Ausencias El paciente puede responder parcialmente, con disminucion de
atipicas actividad motora y no hay pérdida completa de la conciencia.
Mioclonias Contracciones breves de un masculo, grupo muscular o varios

grupos musculares, sin pérdida de la conciencia.

Crisis Focales | Se originan en algin punto dentro de los limites de un hemisferio

Auras Se nombraban crisis parciales simples a eventos clinicos como
somatosensoriales (visuales, alucinaciones, sensacion de
quemadura), manifestaciones psiquicas (Alteraciones cognitivas,
afectivas de la memoria, etc.).

Motoras Espasmos, sacudidas, disartria, paro respiratorio.

Autondmicas Cambios de coloracién en la piel, presion sanguinea, ritmo
cardiaco, etc.

A nivel de Cambios de coloracién en la piel, presion sanguinea, ritmo
conciencia cardiaco, etc.
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2.4.- Enfermedad de Lafora

2.4.1.- Signos y sintomas

Las EMP son un sindrome epiléptico que puede ser de etiologia muy diversa, de
diagndstico dificil en las etapas iniciales, mientras que sus fases tardias son inconfundibles,
no obstante el diagnostico diferencial de la causa de la EMP es dificil desde un enfoque
puramente clinico, por lo tanto, en la actualidad el estudio molecular tiene una gran utilidad
(Engel, et al, 2007).

Las caracteristicas clinicas de las diferentes EMP son muy similares y se resumen a una
triada: principalmente mioclonias (durante el movimiento, también las espontaneas y las
sensibles a estimulos), crisis ténico-clénico generalizadas (que aumentan en severidad y en
la dificultad de control), y neurodegeneracion progresiva. La neurodegeneracién y las crisis
incontrolables son evidentes hasta etapas avanzadas, lo que dificulta el diagnostico
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 afios de edad, con
casos excepcionales presentdndose desde los 6 afios (Banerjee, et al, 2011) o hasta los 21
afios de edad, ademas 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 sintoma es variable y puede no ser detectado en primera instancia por el
desconocimiento de estos signos, siendo las crisis tdnico-clonicas generalizadas las
primeras referidas por los familiares al ser las que mas Ilaman la atencion, pudiendo
presentar todas o s6lo 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 caracteristicos son ataxia, disartria, confusion y alteraciones
emocionales. Las mioclonias aumentan en frecuencia y pueden llegar a status mioclonico,
pudiendo confundirse con una crisis tonico-clénica 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 mioclonias
y crisis epilépticas conllevan a que el paciente se encuentre postrado en cama y necesite
asistencia para todas sus necesidades basicas. Finalmente el paciente muere en status
epilepticus o con neumonia por aspiracion, esto es alrededor de 10 afios después del inicio
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de la enfermedad. Los aspectos clinicos mas caracteristicos de la enfermedad se resumen en
la Tabla 2 (Serratosa y Giraldez, 2010).

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

Caracteristica Datos de referencia

Edad de inicio

Tipos de crisis que
presenta

Edad de inicio de
deterioro cognitivo

Edad de inicio de
ataxia

12-18 afios

Mioclonfas, Ausencias, Crisis Parciales, Crisis Tonico-Clonicas
Generalizadas

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

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

Edad de inicio de
demencia

Se desarrolla rapidamente dentro de los primeros afios

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

Usualmente mueren por complicaciones relacionados al deterioro

Causa de muerte . p L N
neurolégico como neumonia por aspiracion y el status epilepticus

2.4.2.- Hallazgos histopatoldgicos

Un rasgo caracteristico en esta enfermedad es la presencia de cuerpos de Lafora (LB por
sus siglas en ingles) en cerebro, piel, higado, en musculo cardiaco y esquelético. Alin no
esta bien establecido si los LB son los causantes del sindrome epiléptico y la
neurodegeneracion o simplemente son el producto de un defecto en una via metabodlica
todavia desconocida. Ademas, no se presentan sintomas extra-neuroldgicos a pesar de
encontrarse los LB en diversos 6rganos (Serratosa y Giraldez, 2010).

Los LB son moléculas aberrantes de glucdgeno, formadas por cadenas largas de glucosa
poco ramificadas que semejan almidén, con acumulacién de grupos fosfato covalente,
alterando aun mas la estructura que confieren un caracter insoluble provocando su
precipitacion y agregacion intracelular (Andrade, et al, 2007).
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Figura 8 Biopsia de piel axilar con tincién PAS que muestra cuerpos de Lafora, indicados por
las flechas (Satishchandra y Sinha, 2010)

Se puede realizar el diagnostico histopatolégico tomando una biopsia de piel axilar y ser
detectados en células sudoriparas ecrinas con una tincién PAS (Figura 8), haciendo de éste
un método muy facil de diagndstico (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 diagndstico de esta enfermedad (Lohi, et al, 2007).

2.5.- Aspectos genéticos

La enfermedad de Lafora tiene un patron de herencia autosdmica 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 proporcién de pacientes con EL debido a mutaciones en EPM2A 'y
NHLRCL1 es muy variable a nivel mundial: en Espafia, la mayoria de los casos de EL son
causadas por mutaciones en EPM2A, en la India la proporcién es similar entre casos con
mutaciones en EPM2A y NHLRC1, mientras que en lItalia, Japon y Francia, el gen mas
comunmente mutado es NHLRC1 (Figura 9).
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Figura 9 Espectro de mutaciones en EPM2A y NHLRC1 por pais (Ganesh, et al, 2009)

Sin embargo, alrededor del 10% de todos los casos con diagndstico clinico e
histopatol6gico 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 mas confiable para el diagnostico molecular es la secuenciacién completa de
EPM2A y NHLRC1 (Singh y Ganesh, 2009).

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

Esta localizado en el cromosoma 6¢24.3, consta de 4 exones y tiene un tamafio de 11055 pb
(GENATLAS). Codifica para la proteina laforina, una proteina fosfatasa de doble
especificidad con dos isoformas; la isoforma 1 esta codificada en los exones 1, 2, 3 y exén
4 completo; la isoforma 2 esta codificada por los exones 1, 2, 3 y por dos fragmentos
pequefios que se desprenden del exon 4 por splicing alternativo (Figura 10) (Gémez-Garre,
et al, 2000).

Contiene un dominio de unién a carbohidratos (CBD) en el extremo amino terminal,
codificado en el exon 1 y parte del exdn 2; en el extremo carboxilo terminal tienen un
dominio fosfatasa de doble especificidad (DSP) codificado por parte del exon 3y el exon 4
(Andrade, et al, 2007; Delgado-Escueta, 2007).
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Figura 10 Organizacion gendmica de EPM2A, (Ganesh, et al, 2006).

2.5.2.1.- Mutaciones en EPM2A

Actualmente, se han reportado s6lo 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 nucledtido que provocan cambio de codon 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 exén 1 se han reportado 24
mutaciones, 9 mutaciones en el exén 2, 13 mutaciones en el exén 3 y 14 mutaciones en el
exon 4. Todas las mutaciones encontradas se encuentran en la region codificante y no se ha
encontrado ninguna en la region promotora ni en los sitios de splicing (The Lafora
Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism Database, 2013).
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Figura 11 Organizacion de los dominios de laforina a lo largo de los 4 exones del gen EPM2A, la distribucion
de las mutaciones mas comunes y su frecuencia (nimero de familias reportadas con determinada mutacion)

(Singh y Ganesh, 2009).

La gran heterogeneidad alélica en EPM2A sugiere que todas las mutaciones son eventos
unicos por mutaciones de novo, a excepcién de la mutacion ¢.721C>T (p.R241X) que
muestra un efecto fundador y eventos recurrentes en la poblacidn espafiola, donde existe
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mayor prevalencia de la enfermedad en esta region mediterranea. Otras mutaciones
frecuentes son la delecién homocigota del exén 2, y la mutacion sin sentido ¢.835G>A
(p.G279S) (Singh y Ganesh, 2009).

2.5.3.-Laforina

Esta proteina se expresa en todos los tejidos pero con una mayor expresion en musculo
esquelético, higado, rifion, corazon y cerebro. Tiene 2 isoformas: La isoforma 1 consta de
331 aminodcidos y se asocia a poliribosomas del reticulo endopldsmico rugoso. La
isoforma 2 con 317 aminodacidos se localiza en el nucleo (Ganesh, et al, 2002). Ambas
isoformas tienen actividad como mondmeros y ademas son capaces de formar
homodimeros entre si mismas y heterodimeros con la otra isoforma (Dubey y Ganesh,
2008).

NH, CBD DSP COOH

Figura 12 Representacion 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).

Contiene un dominio de unién 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, glucdgeno 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 glucégeno. (Chan, et al, 2004). Otros estudios indican que laforina es
capaz de defosforilar y activar GSK3 lo que conlleva a la inactivacion de la GS (Lohi, et
al., 2005).

La isoforma 1 en forma monomeérica 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 mondémero y homodimero, sin embargo actua como un regulador de la
isoforma 1 inhibiendo su actividad al formarse el heterodimero (Dubey y Ganesh, 2008).

Entre los dominios CBD y DSP existe una regién que puede participar en la interaccion de
las isoformas de laforina y/o con otras proteinas como malina, GSK3, GS, PTG, HIRIP5,
EPM2AIPI (Delgado-Escueta, 2007).
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El alineamiento multiple de la secuencia de laforina con sus ortdlogos en otras especies
animales, han mostrado que 230 residuos de los 331 que componen a laforina, estan
invariablemente conservados durante la evolucién y sugiere que tienen una funcion esencial
en la proteina (Singh y Ganesh, 2009).

El linaje evolutivo de laforina muestra que se origind en descendientes de algas rojas
primitivas, pero solo se preservo en aquellos organismos que sintetizaran almidén (como
algunos protistas) y en organismos que inhiben la produccién 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 defosforilacion de carbohidratos insolubles como el almidon debe
ser necesaria para obtener energia de estos. En los vertebrados, laforina se encarga de
defosforilar los carbohidratos complejos como el glucdgeno, evitando que se acumulen
agregados insolubles en forma de cuerpos de Lafora que puedan generar los signos
patoldgicos de la EL (Gentry, et al., 2007).

La incorporacion de fosfato por un error catalitico de la GS se puede comparar a un error en
la incorporacion de una base mal apareada en la replicacion del DNA por la
DNApolimerasa y al igual que esta via metabolica, también puede tener mecanismos de
reparacion y en este caso laforina seria la enzima encargada de reparar el dafio (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 funcién, proteinas truncas o degradacién 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 proteina (Tabla 3) y se ha encontrado que afectan diversas funciones de laforina por
ejemplo alterando su localizacion en la célula, perdida o disminucion de la actividad
fosfatasa, disminucion o pérdida de la capacidad de interactuar con otras proteinas o
glucdégeno 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 funcion de laforina (Dubey y Ganesh, 2008; Fernandez-Sanchez , et
al., 2003; Ganesh, 2002; Singh, et al., 2008; Solaz-Fuster et al., 2008)

Mutacion
- - Dominio Efect la funcic
Cambioen | Cambioen | afectado ecto en la tuncion
el nt ela.a.
c.73T>C p.S25P CBD -No se expresa la proteina en cultivo celular
c.82G>A p.E28K CBD -No afecta la localizacion celular de laforina
-No afecta afinidad por glucdgeno o cuerpos de Lafora
c.94T>G p.-W32G CBD -Pierde afinidad por glucogeno y cuerpos de Lafora

-Disminuye actividad fosfatasa
-Disminuye interaccion laforina-R5

€.252C>G p.F84L CBD -Elimina afinidad por glucdgeno
-Disminuye actividad fosfatasa
-Disminuye interaccion laforina-R5

€.262T>C p.F88L CBD -No afecta la localizacién celular de laforina
-No afecta afinidad por glucégeno o cuerpos de Lafora
€.322C>T p.R108C CBD -Disminuye actividad fosfatasa

-Afecta localizacion celular

-Disminuye interaccion laforina-R5
-Disminuye interaccion laforina-laforina
-Afecta interaccion con malina

€.512G>A p.R171H DSP -Afecta localizacion celular y posible mal plegamiento de proteina

€.581C>T p.T1941 DSP -Afecta localizacion celular y posible mal plegamiento de proteina
-Disminuye interaccion laforina-R5

-Disminuye interaccion laforina-laforina

-Afecta interaccion con malina

C.718G>A p.G240S DSP -Disminuye interaccion laforina-R5
-Disminuye interaccion laforina-laforina
€.835G>A p.G279S DSP -Afecta localizacion celular

-Elimina afinidad por glucgeno
-Disminuye actividad fosfatasa
-Disminuye interaccion laforina-R5

c.878>T p.Q293L DSP -Afecta localizacion celular y posible mal plegamiento de proteina
-Elimina afinidad por glucégeno

-Disminuye actividad fosfatasa

-Disminuye interaccion laforina-R5

-Afecta interaccion con malina

€.880T>A p-Y294N DSP -Afecta localizacion celular y posible mal plegamiento de proteina
-Elimina afinidad por glucégeno

-Disminuye actividad fosfatasa

-Disminuye interaccion laforina-R5

-Afecta interaccion con malina

c.902C>T p.P301L DSP -Elimina afinidad por glucdgeno
-Disminuye actividad fosfatasa
-Disminuye interaccion laforina-R5
-Disminuye interaccion laforina-laforina

€.929T>G p.L310W Fuerade | -Afecta localizacion celular y posible mal plegamiento de proteina
DSp -Afecta la propiedad de heterodimerizacion 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
esta localizado en el cromosoma 6p22.3 y tiene un tamafio de 2.13kbp. Constituido por un
exon 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, so6lo se han reportado mutaciones en la region codificante de
NHLRC1 (The Lafora Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism
Database, 2013).

2.5.5.- Malina

Es una proteina de 395 aminoacidos, 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 (llustracion 10) (Roma Mateo, et al, 2011). ElI dominio
ligasa de ubiquitina E3 tiene como funcion la ubiquitinacion de proteinas para su
degradacién por medio del sistema ubiquitin proteasoma. (Hershko, et al, 1983). Los seis
dominios repetidos de NHL sirven para interactuar con otras proteinas substrato para la
ubiquitinacion como laforina, proteina de direccionamiento a glucégeno (PTG) y la enzima
desramificadora de glucdgeno (DBE) (Gentry, et al, 2005 y Worby, et al, 2008).

NHL NHL NHL NHL  NHL

Figura 13 Representacién 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).

La proteina malina a través de sus dominios NHL es capaz de formar un complejo con
laforina y regular las concentraciones de esta Gltima mediante poliubiquitinacién para su
degradacion por el sistema ubiquitina proteasoma (Gentry, et al, 2005).
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Se ha propuesto que la poliubiquitinacion llevada a cabo por las ligasas de ubiquitina E3
como malina, también tenga otra funcion diferente a la degradacion 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
aminoacidos conservados en todos las proteinas ortdlogas de malina, excepto p.C160R
(c.478T4C) que se encuentra conservado sélo en la mayoria de los ortélogos (Singh y
Ganesh, 2009). Las mutaciones sin sentido afectan la interaccion de malina con otras
laforina, su localizacion celular y la actividad de ubiquitina ligasa sobre otras proteinas

(Singh y Ganesh, 2009).

2.5.6.- Estudios de correlacion genotipo-fenotipo

Aln no sé han podido caracterizar fenotipos bien definidos en EL y la variedad de
mutaciones en los genes EPM2A y NHLRC1 dificultan la tarea, ademas 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
mutacion que muestran diferencias en la edad de inicio de la enfermedad e incluso esta
diferencia es evidente en pacientes afectados de una misma familia. (Gomez-Abad, et al,

2007).

Sin embargo, se han propuesto subfenotipos en los cuales se ha encontrado una relacion
entre las mutaciones y algunas caracteristicas clinicas en diversos pacientes.

2 o R R A o R -V S,
Un EOX < Lac 2B ZS2oS0GRFREss5a =X
L en o2 ool E VMo TFeogqgldlgwn oo OFE T8 o
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Figura 14 Localizacion de las mutaciones mas comunes en malina y su frecuencia (nimero de familias reportad
con determinada mutacion) (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 variacion, por ejemplo
la edad de inicio y de muerte en pacientes con la misma mutacion es muy similar, no siendo
asi en el caso de pacientes afectados por mutaciones en EPM2A (Turnbull, et al, 2008).

2.5.6.1.- Enfermedad de Lafora Cléasica

El subtipo clasico se refiere a la forma que se describe en la seccion 2.3.3. Se ha asociado
generalmente con mutaciones en parte del exon 2, el exon 3 y principalmente el exédn 4 del
gen EPM2A que afectan al dominio DSP de laforina. Entre las mutaciones que se han
relacionado con este subfenotipo estan p.R241X, p.R171H, y p.G279S entre las més
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 clasica por presentar dificultades en el aprendizaje durante la nifiez y
manifestando el sindrome epileptico entre los 8 y 13 afios, con crisis visuales y
alucinaciones mas frecuentes que en el subtipo clésico, dificultando el diagndstico de EL en
estas etapas confundiendo se con otras epilepsias.

Esta forma de EL estd asociada a mutaciones en el exén 1 y parte del exdn 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 Tardio y Progresion Lenta.

Los pacientes con este subtipo de EL presentan los mismos signos y sintomas que una
forma clésica, sin embargo la edad de inicio puede ser hasta despues de los 20 afios y la
muerte hasta despues de los 30 afios (Ganesh, et al, 2006).

A este subfenotipo sélo se han relacionado pacientes afectados por mutaciones en el gen
NHLRC1 y no parecen estar limitadas a un dominio especifico 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 tamafio de 5.16kbp esté localizado en el cromosoma 10923-g24.
Constituido por dos exoénes codifica para la proteina de direccionamiento a glucégeno
(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 ¢.746 A>G provoca la sustitucion de asparagina por
serina en la posicion 549 (p.N249S), esta variante fue detectada en una paciente de 43 afios
con diagnostico clinico e histopatoldgico de EL, por lo que se relacion6 con un fenotipo de
menor severidad. Posteriormente, estudios funcionales de la proteina mutante p.N249S,
mostraron que no era capaz de defosforilar eficientemente a GS  disminuyendo
significativamente su efecto glucogenogénico y por lo tanto la acumulacion de glucogeno.
Ademas no interferia con su capacidad para interactuar con el complejo laforina-malina y
podia ser degradado por este (Guerrero, et al, 2011).

La variante c.-50 T>C se encuentra localizada en la region promotora del gen y el estudio
in vitro reveld que tenia un efecto de disminucién en la expresién de PTG y sugiere que
también resulte en menor sintesis y acumulacion de glucdgeno (Guerrero, et al, 2011).

2.5.7.3.- Proteina de direccionamiento a glucégeno (PTG)

Es una proteina de 292 aminoacidos, tiene la funcion de subunidad reguladora de la
proteina fosfatasa 1 (PP1) y se expresa en diversos tejidos que son sensibles a la insulina,
como el cerebro, musculo esquelético, higado y tejido adiposo (Gasa, et al, 2000).

PTG tiene la capacidad de unirse a diversas proteinas mediante sitios distintos: PP1 se une
a PTG mediante un sitio que se encuentra entre los residuos 58-70, la molécula de
glucdgeno 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 unién 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
podria estar regulada por PP1 a traves de PTG (Fernandez-Sanchez, et al., 2003).
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PP1 Glu GS

58 70 145 159 221 231
I | | q
1 116 183 238 292

Figura 15 Esquema de PTG que muestra el sitio de interaccion con PP1, con el glucogeno (Glu) y con
substratos de PP1, en la imagen ejemplificado por GS (Fernandez-Sanchez, et al., 2003).

La subunidad PTG de la proteina fosfatasa 1, funciona como andamio proteinico y esta
encargada de unir a la molécula de glucdgeno con la PP1. PTG regula a PP1 al dirigirla
hacia la molécula de glucégeno y al mismo tiempo se une y colocaliza con PP1 a otras
proteinas que son substrato de PP1 como la GS y la PHK. (Brady, et al., 1997) Este seria
otro punto de regulacion en el metabolismo de glucdgeno, incrementando el
almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno por la defosforilacion que activa la GS
e inactiva la GP (Greenberg, et al, 2006).
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3.- Objetivos
e Objetivo General:

o Realizar el estudio molecular en una familia con probable enfermedad de
Lafora por medio de la PCR de punto final y secuenciacion directa de los
genes EPM2A y NHLRC1 para confirmar el diagnostico de EL y del gen
PPP1R3C como un posible gen modificador de la enfermedad.

e Objetivos Particulares:

o Amplificar y secuenciar los genes EPM2A y NHLRCL1 en 7 integrantes de
una familia con probable enfermedad de Lafora con un fenotipo atipico
mediante PCR de punto final y secuenciacién directa de electroforesis
capilar para establecer el diagnéstico 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 secuenciacién directa,
para determinar si la presencia de las variantes ¢.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.- Metodologia

4.1.- Diagrama de flujo general

Protocolo aprobado por el Comité de Bioética INNYN MVS y Carta de consentimiento informado

Toma de muestra
Sangre periférica

|4l

Lisis celular y extraccién de DNA
Salting out de Cuevas-Covarrubias modificada

Verificacion de integridad del DNA
Electroforesis en gel de agarosa al 0.5%

|4l

Cuantificacion del DNA
Espectrofotometria

|¢

|4l

PCR de punto final
Primers descritos por Gomez-Garre, et al, 2000 y Guerrero, et al, 2011

|4l

Verificar los productos de PCR
Electroforesis en gel de agarosa al 2%

|4l

Purificar los productos de PCR
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Reaccidn de secuenciacion
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

|4l

Purificacion de productos de secuenciacién
Precipitacion con etanol

|4l

|4l

Secuenciacion de productos
AB 3130 Sequencer

|¢

Interpretacion de resultados
Lectura de Electroferogramas Andlisis de secuencia Herramientas bioinformaticas
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4.2 .- Pacientes

Para este trabajo se estudié una familia de 8 integrantes, conformada por ambos padres y 6
hijos como se muestra en el siguiente arbol genealdgico:

| O

1 2

onesec

3 4

El caso indice (11-6) fue diagnosticado con epilepsia mioclonica progresiva a los 21 afios de
edad en la Clinica de Epilepsia de INNyN MVS. En el diagnéstico histopatoldgico la
biopsia de piel mostro cuerpos de Lafora (figura 16).

Figura 16 Biopsia de piel axilar con tincion PAS del caso indice, las flechas sefialan cuerpos de inclusion
PAS+ identificados como cuerpos de Lafora
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Posteriormente dos hermanas (I1-5 y 11-7) comenzaron a presentar signos clinicos de la
enfermedad. Ambos padres y dos hermanos (11-4 y 11-8) asintomaticos al momento del
diagndstico del caso indice, La hermana mayor (11-3) no se pudo estudiar. Se hizo un
estudio clinico a la familia y se proporcionaron los datos contenidos en la tabla 4.

Tabla 4 Datos clinicos de la familia estudiada

Edad Edad Biopsia
Fam. de Sintomas Emb EEG IRM tincion
L actual
inicio PAS
Actividad
’Ca_so CTCG, MS, Aus, epiléptica de C_uerpo_s,de
Indice 21 33 2 . Normal inclusion
Atx, Dem polipunta onda
11-6 PAS+
2-4Hz
11-4 35 NR
Meeteriono epiliptcs de Cuerpos de
11-5 25 34 .. 1 . Normal inclusion
cognitivo polipunta onda PASH
moderado 2-2.5Hz
11-7 28 37 MS 2 NR NR
Ondas lentas de
11-8 27 2 2 5-4hz NR
12 e CTCGen NR
remision

Abreviaturas: Fam: familiar, CTCG: crisis tonico-clonicas generalizadas, MS: mioclonias, Aus: ausencias,
Atx: ataxia, Dem: demencia, Emb: embarazos.

Las caracteristicas clinicas de la familia sugerian que se trataba de una epilepsia mioclénica
progresiva, probablemente enfermedad de Lafora, sin embargo era dudoso el diagnostico
debido al inicio tardio y la evolucion lenta de la enfermedad, por lo que es referida al
Departamento de Genética y Biologia Molecular del INNyN MVS para llevar a cabo el
diagndstico 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 afos, edad promedio de 21.19 afios. Todos ellos firmaron carta de
consentimiento informado.
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4.4.- Procedimiento

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

Este protocolo de investigacion fue previamente sometido a aprobacion por el Comité de
Bioética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia para garantizar que no se
violaran los derechos humanos de los pacientes y los sujetos controles. La informacion
proporcionada por los pacientes y controles, asi como los resultados derivados del estudio
fueron utilizados de manera confidencial, adecuada y con fines de investigacion
unicamente. Todos los sujetos estudiados firmaron una carta de consentimiento informado,
donde se explica en términos generales como se utilizaran 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
realiz6 una toma de sangre periférica a todos los integrantes de la familia y sujetos control
en tubos de vacio tipo Vacutainer con ACD (citrato — dextrosa).

4.4.3.- Lisis celular y extraccion de DNA

Se llevé 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 proteinas con NaCl saturado. Las proteinas
precipitadas son separadas por extraccion organica con una solucion de cloroformo:alcohol
isoamilico (49:1). EI DNA de la fase acuosa es precipitado con etanol absoluto y lavado
con etanol al 70%. Finalmente el DNA se seca por centrifugacion al vacio y es
resuspendido en agua inyectable.

4.4.4.- Verificacion de integridad del DNA

Al DNA gendmico extraido se realiza una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0.5
% con buffer TBE al 0.5x, posteriormente se tifie con bromuro de etidio y se visualiza en
un transiluminador de luz UV para verificar si hay degradacion 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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4.45.- Cuantificacion de DNA

Se utilizd espectrofotometria 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 medicion se depositaban 2.5ul de la muestra en el lector.
El espectrofotometro realiza lecturas a longitudes de onda de 260nm y 280nm por medicion
y se realizaban tres mediciones por muestra para obtener un promedio de la concentracién y
la pureza.

La lectura a 260nm se realiza para la cuantificacion del DNA, ya que el DNA absorbe a
esta longitud de onda. Las proteinas absorben a una longitud de onda de 280nm, por lo que
esta lectura se realiza para obtener la pureza del DNA, mediante una relacion 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.
Comunmente también se utiliza la relacion 260:230 para determinar si el DNA est4
contaminado con otros compuestos organicos o algunas sales. Idealmente este rango debe
ser superior a 1.5 y maximo 1.8.

Al obtener la concentracion de la muestra de DNA se realizaron diluciones de las muestras
a una concentracion de 100ng/ul segun la siguiente férmula

(100ng/pl) (50ul)
concentracion de la muestra [ng/ul]

Vol de muestra calculado [pul] =

El volumen calculado se lleva a un volumen total de 50ul con agua inyectable.
4.4.6.- PCR de punto final

La reaccion en cadena de la polimerasa o0 PCR es una técnica de biologia molecular que
sirve para amplificar fragmentos especificos de DNA en relativamente poco tiempo. Esta
reaccion requiere de dos oligonucle6tidos, 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 unira
a una cadena de DNA distinta y a partir de ahi la polimerasa se localiza en el extremo 3’ del
primer e inicia la reaccion afiadiendo nucleétidos en sentido 5” a 3°. Este proceso consta de
tres etapas, desnaturalizacidn, alineacion y polimerizacion o extension:

1.- Desnaturalizacion: 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.- Alineacion en la cual se ajusta la temperatura éptima en la que el cebador hibrida con la
secuencia complementaria. Generalmente esta temperatura puede variar, encontrandose
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idealmente en un rango entre 45-60°C dependiendo del porcentaje de CG y TA en el
primer.

3.- Extension o elongacion de la cadena en el que se lleva la reaccion a la temperatura
Optima para la actividad de la polimerasa. La polimerasa mas comunmente usada es Taq
polimerasa y tiene su pico maximo de actividad a 72°C. El tiempo de la extension depende
del tamafio del fragmento a amplificar y depende de la velocidad de la polimerasa para
afiadir nucledtidos a la cadena. La velocidad de la Taq polimerasa es de entre 500 a 1000pb
min™,

Estas tres etapas son consecutivas en este orden desnaturalizacion-alineacion-extension 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 biologia molecular

La reaccion debe contener desoxinucleétidos trifosfatados (dNTPs), iones Mg?*, buffer de
pH, una polimerasa, en este caso se utilizd6 Taq polimerasa. Estos componentes se
encuentran ya mezclados en un reactivo llamado Master Mix. Los primers son afiadidos
dependiendo del fragmento que se desea amplificar, DNA gendmico de la muestra de
interés y agua estéril libre de nucleasas y proteasas para ajustar el volumen de la reaccion y
la concentracion optima de los componentes de la mezcla (Reece, 2004).

También se pueden utilizar aditivos en la PCR como el dimetilsulféxido (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 hibridacién de los primers,
logrando asi mayor especificidad en las reacciones de PCR. (Hardjasa, 2010).

Por medio de esta técnica se amplificaron los cuatro exones del gen EPM2A, el Gnico exon
del gen NHLRC1 en 4 fragmentos y los dos fragmentos del gen PPP1R3C en la familia
afectada por EL. Unicamente se amplificd el exon 4 del gen EPM2A en los sujetos control.
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4.4.6.1.- Descripcion de Primers

e Para los cuatro exones del gen EPM2A se utilizaron los primers descritos por
Gomez-Garre, et al. 2000.

Exén Primer Forward Primer Reverse Tg?;%mge'
1 5" TGCGCTTCCGCTTTGGG3' 5’ AGGGACGCGGGCAAAAAGC3' 431pb
2 5’ GTATCAGCTGCTTGAGGATA3’ 5’ CTTGTCCTACTTCTATGCCTA3’ 291pb
3 5’ CTACATGTTTTATGCAGCTCC3’ 5’ ATTTATTCCATTTCTACCATTCAT3’ 431pb
4 5’ GGCGGTATCTGGTGGTTTAG3’ 5’ GGCTCCTTAGGGAAATCAGG3' 377pb

e Para los cuatro fragmentos del gen NHLRC1 se utilizaron los primers descritos por
Chan, et al. 2003.

Ex6n Primer Forward Primer Reverse ng%t%t%el
1 5’ TGACCATGACTGTGACCGTGA3’ | 5’ GCTGAGCCCAGGAGCTCTATG3” 365pb
2 5’ GGTGCTGCACCTCATAGAGCT3’ | 5’ GACAACCACATGGCAGTCGTT3” 316pb
3 5’ ATGTCACCATCACCAACGACT3’ | 5’ AGGTATCCACTTGGCCGACAA3' 393pb
4 5’ TCAAGTATGCAGCTTGTCGGC3’ | 5’ AACAATTCATTAATGGCAGCACTAGTG3' 351pb
e Para los dos fragmentos del gen PPP1R3C se utilizaron los primers descritos por
Guerrero, et al., 2011.
Frag. Primer Forward Primer Reverse TSE%'L%S)Q
1 5" GTGCTTGGGAGCAGATAAGC 3’ 5" GAACCTACCTGGTGCAGCTC 3’ 400pb
2 5’ CTTACCCCCTGTCATTCCAA 3’ 5’ CTCGGACTGCCAAAGATTGT 3’ 291pb

4.4.6.2.- Mezcla de Reaccion

e Las condiciones de la mezcla de reaccion de la PCR de los 4 exones del gen EPM2A
y los cuatro fragmentos del gen NHLRC1 se realizé como sigue:

Reactivo Concentracion  Volumen (ul)  Concentracion final
Master Mix 2X 10 1x

Primer Forward 100ng/ul 1 5ng/ul
Primer Reverse 100ng/ul 1 5ng/ul
bpvMso - 1 5%

Agua - 6 e

DNA gendmico 100ng/ul 1 5ng/ul
Volumen total 20
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e Para la mezcla de reaccion de la PCR de los 2 fragmentos del gen PPP1R3C fue la

siguiente:
Reactivo Concentracién  Volumen (ul)  Concentracidn final
Master Mix 2X 10 1x
Primer Forward 100ng/ul 1 5ng/ul
Primer Reverse 100ng/ul 1 Sng/ul
Agua - 7
DNA gendmico 100ng/ul 1 5ng/ul
Volumen total 20

4.4.6.3.- Gradiente de temperatura de alineacion

Para determinar la Tm de cada par de primers se realiz6 un gradiente de temperatura.

Se preparaban 12 reacciones de PCR ajustandose a un volumen final de 5ul y
manteniéndose la proporcion de reactivos como se describe en la seccién 4.4.6.2
utilizandose una misma muestra de DNA control para todas las reacciones de cada par de

primers.

Se determin0 la temperatura tedrica de alineacion de cada par de primers de acuerdo a la
ecuacion: Tm = 2AT + 4GC. En un termociclador se realiz6 un gradiente de temperatura
que comprendiera la Tm tedrica para determinar la Tm dptima experimental.

El programa de PCR que se utilizé6 fue el que se encuentra predeterminado en el
termociclador y se ajusto el tiempo en la etapa de extension de acuerdo al fragmento. En
cada uno de los 12 pozos del termociclador se establecieron diferentes temperaturas de Tm
a las que seran sometidas las 12 reacciones de PCR para cada par de primers

respectivamente.

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

- Mezcla de reaccion:

Reactivo Concentraciéon  Volumen (ul)  Concentracion final
Master Mix 2X 2.5 1x

Primer Forward 100ng/ul 0.25 5ng/ul
Primer Reverse 100ng/ul 0.25 5ng/ul
bMso @ - 0.25 5%

Agua - 15 -

DNA genémico 100ng/pl 0.25 Sng/ul
Volumen total 5
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Tm tedrica primer Forward EPM2A ex6n 1: 5’ TGCGCTTCCGCTTTGGG3'

o Tm=2(6)+4(11) =56°C
Tm tedrica primer Reverse EPM2A exon 1: 5’ AGGGACGCGGGCAAARAGC3'

o Tm=2(7)+4(12) =62°C

Se selecciond un gradiente de temperatura de 56 a 62 °C y se verifico en una electroforesis
en gel de agarosa al 2%, con un marcador de peso molecular (Figura 17).

3 4 5 § K 8 9 10 11 12
56.0 56.3 56.7 57.0 575 580 584 587 59.0 593 598 60.0

Wit P w”

o E‘N’

Figura 17 Gradiente de Tm para el exén 1 deI gen EPM2A Los carrlles 1-7 muestran barrido en la
amplificacion que demuestra alineamientos inespecificos, la Tm elegida fue la del carril 9
correspondiente a 59°C ya que a esta temperatura se han minimizado los amplicones inespecificos

4.4.6.4.- Condiciones utilizadas en los ciclos de PCR

e Gen EPM2A Ex6n 1
Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Elongacién final 72 7 minutos

e Gen EPM2A Exo6n 2
Temperatura (°C) Tiempo

Desnaturalizacién inicial 95 5 minutos

Elongacién final 72 7 minutos
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e Gen EPM2A Ex6n 3
Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Elongacién final 72 7 minutos

e Gen EPM2A Exo6n 4
Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Elongacion final 72 7 minutos

e Gen NHLRC1 fragmento 1
Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Elongacion final 72 7 minutos

e Gen NHLRC1 fragmento 2
Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Elongacién final 72 7 minutos

e Gen NHLRC1 fragmento 3
Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Elongacién final 72 7 minutos
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e Gen NHLRC1 fragmento 4
Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Elongacién final 72 7 minutos

e Gen PPP1R3C exén 1

Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos
Elongacién final 72 7 minutos
e Gen PPP1R3C exon 2

Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos
Elongacién final 72 7 minutos

4.4.7 .- Verificacion de Productos de PCR

Se utilizo electroforesis para verificar que se haya llevado a cabo la reaccién de PCR en
todas las muestras amplificadas. La electroforesis fue horizontal en gel de agarosa al 1.5%
con buffer TBE 0.5x utilizdndose un marcador de peso molecular para identificar al
fragmento amplificado. Se dejé correr aproximadamente 40 minutos a 100 V. EIl gel de
agarosa fue tefiido en una solucion de bromuro de etidio y fue visualizado en
transiluminador UV. (Figura 18)

Las muestras que mostraban amplicones inespecificos fueron cortadas del gel con ayuda de
una navaja de bisturi para garantizar que los fragmentos inespecificos no interfirieran con la
secuenciacion del fragmento deseado.
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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 exén 1 (431pb); los
carriles 6-9 contienen fragmentos del exdn 2 (291pb); los carriles 10, 11 y 13 contienen fragmentos del exon 3
(431pb). En los carriles 2, 6, 7, 10 y 11 muestran amplicones inespecificos. En el carril 13 la muestra no
amplifico.

4.4.8.- Purificacion 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 Unicamente los fragmentos deseados de DNA
amplificados para su secuenciacion.

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. EI remanente de la solucion era removida por
centrifugacion 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 ANTP’s no incorporados dejando intacto el DNA adsorbido en las membranas.
Finalmente se eluye el DNA de la membrana con 25ul 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 seguia el mismo procedimiento anterior.

4.4.9.- Reaccién de Secuenciacion

Para la secuenciacion de los fragmentos amplificados se utilizo el kit comercial Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit que esta basado en una reaccién de Sanger.

Este método de secuenciacién se basa en la incorporaciéon de una mezcla de 2°,3 di-
desoxinucleotidos trifosfatados (ddNTP’s) marcados con un fluoréforo y dNTP’s en una
reaccion de PCR. Durante esta reaccion se replica solo una de las dos cadenas del DNA
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molde y la incorporacion de los ddNTP’s resulta en cadenas de distintos tamafos al
detenerse la elongacion de la cadena por la falta del grupo OH- en la posicion 3’ del
ddNTP’s. Cada ddNTP esta marcado con un fluordforo distinto, por lo que cada fragmento
que termine con un ddNTP diferente emitira fluorescencia a una longitud de onda distinta.

Los fragmentos obtenidos en esta reaccion de secuenciacion son sometidos a una
electroforesis capilar que separard cada uno de estos fragmentos por su tamafio y la
longitud de onda que emita el fluoréforo de los ddNTP’s incorporados al final de cada
fragmento sera detectado e interpretado por el equipo de secuenciacion 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 reaccion para llevar a cabo la secuenciacion

La reaccion de secuenciacion de los 4 exones amplificados del gen EPM2A y los 4
fragmentos del gen NHLRC1 se realiz6 como sigue:

Reactivo Volumen (ul)
Big Dye 1
Primer Forward 1
Buffer de secuencia 35
DMSO 1
Agua 11
Producto de PCR 2.5
Volumen total 20

La mezcla de reaccion para la reaccion de secuenciacion de los 2 fragmentos amplificados
del gen PPP1R3C fue la siguiente:

Reactivo Volumen (ul)
Big Dye 1
Primer Forward 1
Buffer de secuencia 35
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 reaccion 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
Desnaturalizacién inicial 96 30 segundos
Desnaturalizacién 95 10 segundos
Alineacién 50 10 segundos 25 ciclos
Elongacion 60 4 minutos
Elongacion final 72 1 minuto

4.4.10.- Purificacidn de productos de secuenciacién

Los productos obtenidos por la reaccion de secuenciacion se purificaron mediante
precipitacion alcohdlica.

En esta técnica a la reaccidén de secuenciacion se afiade isopropanol al 75% y se dejé
reposar 40 minutos, seguido de una centrifugacién 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 seco por centrifugacion al vacio y se resuspendieron en formamida.

4.4.11.- Secuenciacién 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 automatico AB Prism 3130 Sequencer de
Applied Biosystems.

4.4.12.- Interpretacion 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.
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4.4.12.2.- Analisis bioinformatico

Se realizé un analisis en el software PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
para predecir el posible impacto que tiene el cambio de un aminoécido sobre la funcion y
estructura de la proteina.

Se utilizé el software Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para
alineamientos multiples de la secuencia de la proteina y compararla con sus ortélogos en
otras especies para saber el grado de conservacion de los aminoécidos a lo largo de la
evolucion.
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5.- Resultados y Discusion

Por los datos clinicos que presentaba la paciente y por lo reportado en la bibliografia acerca
de que los pacientes con mutaciones en el gen NHLRC1 presentan un inicio tardio y
progresion lenta de la enfermedad, se comenzé 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

11-6 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
11-8 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
11-5 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
-7 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
11-4 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 exon 4 del gen EPM2A,
€.721C>T que corresponde al cambio de una citosina por una timina en la posicién 721 del
y la mutacion ¢.835G>T, que corresponde al cambio de una guanina por una timina en la
posicién 835 del gen. Por lo cual, se analizaron las muestras de los familiares de la
paciente, encontrandose a tres hermanas (dos de ellas afectadas con las mismas
caracteristicas clinicas y a una hermana que no se valoro6 clinicamente pero presentaba un
electroencefalograma anormal) con la mismas mutaciones. Ademds, se encontr6 a un
hermano y a la madre portadores de la mutacion ¢.835G>T y al padre con la mutacion
€.721C>T (Tabla 6).

Tabla 6 Lectura de electroferogramas del gen EPM2A

PACIENTE Exo6n 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

11-6 NORMAL NORMAL NORMAL C.721C>T /¢.835G>T
11-8 NORMAL NORMAL NORMAL €.721C>T /¢.835G>T
11-5 NORMAL NORMAL NORMAL C.721C>T /¢.835G>T
-7 NORMAL NORMAL NORMAL C.721C>T /¢.835G>T
11-4 NORMAL NORMAL NORMAL €.835G>T

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

1-2 NORMAL NORMAL NORMAL €.835G>T

Para el gen PPP1R3C no se encontraron las variantes c.746A>G, c.-50T>C y tampoco
nuevas variantes (Tabla 7).
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Tabla 7 Resultados de electroferogramas del gen PPP1R3C

Paciente Fragmento 1 Fragmento 2
11-6 Normal Normal
11-8 Normal Normal
11-5 Normal Normal
-7 Normal Normal
-4 Normal Normal
I-1 Normal Normal
-2 Normal Normal

Se consultd 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 propdésito de conocer si eran
mutaciones nuevas las encontradas en el exon 4 del gen EPM2A. Se encontré que la
variante ¢.721C>T (Figura 19) corresponde a la mutacion p.R241X en laforina, se encontro
que ya fue reportada en diversos estudios (Minassian, et al. 1998; Serratosa, et al. 1999;
Ganesh, et al. 2002).

C [ [ G C G G C . G [e3 T C G T [e3
2?5 2?4 293 2?2 2?l Z?D 2??9 2?3 2=|3? 2??6 2??5 2%!4 2??3 2??2 2§Il ZEEIEI 2?9 Z?EI 2?'? 2?6 2?5 2?4

/\

FigJFE 19 EIectrofeFogréfna que muestra la mutacion €.721C>T en estado heterocigoto indicada po?la flecha.
Electroferograma obtenido con el software Sequencing Analysis 5.3.

El cambio de citosina por timina en la posicion 721 del gen, genera un cambio en el codon
CGA el cual codifica para el aminoécido arginina, cambiando al codén TGA el cual
corresponde a un codon de paro.

EPM2A 711 CACCGAAGGCCGAGTACAGATG
Laforina 237 --T--E--G--R--V--Q--M-

La mutacién p.R241X ha sido previamente reportada en familias de origen espafiol y
provoca un paro prematuro que resulta en una proteina trunca con pérdida completa de la
funcién (Singh y Ganesh, 2009). Esta mutacion se dice que tiene una alta prevalencia
debido a un efecto fundador y a mutaciones recurrentes, esta Ultima se apoya en la
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evidencia que esta mutacion pueda tener distintos origenes filogenéticos y esta posicion
pudiera ser un sitio hot spot (Gomez-Garre, 2000).

La mutacion ¢.835G>T (Figura 20) corresponde a una mutacion no sinénima que provoca
un cambio de glicina por cisteina en la posicion 279 de laforina (p.G279C).

!III-IIIIIIIIIII-IIII

3 C T G T C T G C l 3 C T G G C T C C G
lRle lRI3EI 1?9 1?8 l?‘? 1?6 1?5 1?4 l?S 1?2 l?‘l l?‘l:l l?g l?B l?? l?ﬁ l?S l§4 l§3 l?Z l?l l?l:l
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Figura 20 Electroferograma que muestra la mutacion ¢.835G>T en estado heterocigoto indicada por la flecha.
Electroferograma obtenido con el software Sequencing Analysis 5.3.

EPM2A 825 GGCTGTCTGCGGCTGGCTCCAG
Laforina 275 --A--V--C-=G—--W--L--Q-

La mutacion p.G279C es una mutacién que no se habia reportado previamente en otras
poblaciones, por lo que aun no se tienen estudios del efecto que esta mutacion tiene en la
proteina, sin embargo, la posicion 279 del aminoécido nos indica que se ubica en el
dominio DSP de laforina.

Al no existir reportes previos ni analisis funcionales de la mutacion p.G279C en la funcion
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 funcion que provoca el cambio
de un aminoécido por otro en la proteina. La mutacion p.G279C revel6 que es posiblemente
dafina. (Figura 21)
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Query
ProteinAcc Position AA, AR, Description

095278 279 G C Canonical; Rechame: Full=Laforin; EC=3.1.3.16; EC=3.1.3.48; Althame: Full=Lafora PTPase; Short=LAFPTPase; Length: 331

Prediction/Confidence

HumDiv

This mufation is predicted fobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensiivity: 0.00; specificity: 1.00)

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Figura 21 Resultados del analisis en Polyphen-2 del posible efecto del cambio de aminoacido p.G279C en
laforina muestra que es probablemente dafiina.

El alineamiento multiple de la secuencia de la proteina con las de otras especies que llevo a
cabo la herramienta Polyphen-2, muestra que la glicina en la posicién 279 de laforina se
encuentra conservada en la mayoria 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 bioinformatica compar6 ortélogos de laforina mediante un alineamiento
maltiple automatico de secuencia en diversos organismos como son mamiferos, aves,
reptiles, peces, nematodos, plantas y organismos unicelulares como protozoarios, algas y
bacterias. En los Unicos organismos que no se encuentra conservada la glicina de esa
posicién es en nematodos, plantas, protozoarios, algas y bacterias, por lo que podemos
pensar que la funcion de laforina en estos organismos es diferente a la funcion en
vertebrados.
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Tabla 8 Alineamiento multiple de laforina que realiz6 Polyphen-2

Homo sapiens

Sus scrofa

Rattus norvegicus

Mus musculus

Loxodonta africana
Monodelphis domestica
Gallus gallus

Anolis carolinensis
Ailuropoda melanoleuca
Cricetulus griseus
Myotis lucifugus

Cavia porcellus
Xenopus laevis

Xenopus tropicalis
Takifugu rubripes
Ornithorhynchus anatinus
Gasterosteus aculeatus
Oreochromis niloticus
Tetraodon nigroviridis
Danio rerio

Meleagris gallopavo
Taeniopygia guttata
Heterocephalus glaber
Equus caballus
Sarcophilus harrisii
Nematostella vectensis
Branchiostoma floridae
Trichinella spiralis *
Toxoplasma gondii *
Neospora caninum *
Physcomitrella patens *
Acaryochloris marina *

Ostreococcus lucimarinus

VOMLPQAVCLLHALLEKGHIVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAIC
VOMLPQAVCLLHGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
IOMLPQAVCLLHGLLONGHTVYVHCNAGVGRSTAAVS
VOMLPQAVCLLHGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
IRMLPQAVYLLFGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
IRMLPQAVYLLFGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
IRMLPQAVFLLYGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVHLLHGLLRNGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VRMLPQAVFLLHGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
IRMLPQAVFLLHGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
IRMLPQAVFLLYGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
IOMLPQAVFLLFGLLENGHSVYVHCNAGVGRSTAAVC
IOMLPQAVCLLHGLLONGHTVYVHCNAGVGRSTAAVS
IOMLPQAVCLLHGLLONGHTVYVHCNAGVGRSTAAVS
VOMLPQAVCLLHMLLENGHTVYVHCNAGVGRSAAAVC
VOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
VOMLPQAVCLLHSLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVC
IENLPQGVYLLHGLLNNGHRVYVHCNGGVGRSTAIVC
VGVLPAAVYKLWELLKTGHHVYVYCNAGIIRSVLIVC
RILLPQALYLLQSLVSNRHRVYVHCNAGIGRAASLAV
KIAVANAAFLLLGLFQSGHSVYVHCNAGVGRSVAAAC
KIAVANAAFLLLGLVKSGHSVYIHCNAGVGRSVAAAC
SLMLPVAVRLLNSLIGRGMKVYVHCTAGINRATLTTV
EEQFDQALKILNRWORKGHVVYVHCLAGVGRSASVCC
AKMLPEAVRKLAAFQAMGKRTYVHCTAGINRASLTVV

Q B o P rE P o000 neeennnnnnnnnnnnn

WLQYVMGWNLRKVQYFLMAKRPAV--YIDEEALARAQE
WLQYVRGWNRRKVQYFLLAKRPAV--YIDEDALARAEE
WLHYVIGWSLRKVQYFIMAKRPAV--YIDEEALAQAQQ
WLHYVIGWNLRKVQYFIMAKRPAV--YIDEDALAQAQQ
WLQYVQGWSPRKLQYFLVSKRPAV--YIDEDALAQAEH
WLKYVMGWNLRKVQYFLMSKRPAV--YIDEEALARAEE
WLKYVMGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEALIRAED
WLKYVLGWNLRKVQYFVASRRAAV--YIDEEALVRAEE
WLQYVMGWNLRKVQYFLMAKRPAV--YIDEDALTRAEA
WLHYVIGWSLRKVQYFIMAKRPAV--YIDEEALAQAQE
WLHYVLGWKLRKVQYFLVAKRPAV--YIDEDALARAQE
WLQFVVGWNLRKVQYFLMAKRPVV--YIDEEALTRAQE
FLMYVIGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEAMINAQE
FLMYVIGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEAMINAQE
LLMYVLGWSMRKVQYFVAARRPAV--YIDEEALVKAQT
WLKYVKGWNVRKVQYFVMTKRPAV--YIDEEALDRAEE
LLVYVLGWSLRKAQYFVAARRPAV--YIDEEALVQAQA
LLMYVLGWTLRKVQYFVAARRPAV--YIDEEALVKAEA
LLMYVLGWSMRKVQYFVAARRPAV--YIDEEALIKAQT
LLMYVFGWKLRKVQYFLTARRAAV--YIDEEALLRARD
WLKYVMGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEALIRAED
WLRYVMGWSLRKVQYFLASRRPAV--YIDEEALNRAEE
WLQYVMGWNLRKVQYFLMAKRPAV--YIDEEALGRAQE
WLQYVMGWNLRKVQYFLMAKRPVV--YIDEDA--AGQD
WLKYVMGWNMRKVQYFLMSKRPAV--YIDEEALTRAEE
FLMYVLHWSLAKVQYNICSKRPVA--FIDGRALITAEK
YLYYVLGWPYRVMEYHVCSQRPVA--CVDQDITILQAEK
YLIHAKRMSTREAEYTLLSKRPKI-—-—-—-—-——-—-—-—-—
FLCFAVGLDLRKVNFLICARRPVA--YWDEKAMKYGIG
FLCFSVGLDLRKANFLICARRPVA--YWDEKAMKYGIS
HLTFVQOMDLEDAVALVKSCRPVAHPYID-—-—————-—
YVAQKQGLGLEDAIAFV-——-—————————————————
YLTFVKMFDLEAALHAVRTSRPQANPYVVSWEIARAR-

Alineamiento de laforina realizado por Polyphen-2; la glicina en la posicion 279 se encuentra marcada por un recuadro
vertical; las especies que no conservan este aminoacido estan sombreadas; las especies que muestran mayor variabilidad
en la secuencia de amino&cidos se marcan con un asterisco.

Se realiz6 manualmente el alineamiento multiple de la secuencia de laforina en el software
Clustal Omega, con proteinas ortdlogas en 10 especies de vertebrados.

Homo sapiens

Pan troglodytes
Macaca mulatta
Mus musculus
Rattus norvegicus
Bos Taurus

Canis lupus familiaris

Gallus gallus
Xenopus laevis

Ictalurus punctatus

EGRVQOMLPQAVCLLHALLEKGHIVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLQYVMGWNLRKVQYFLMA
EGRVQOMLPQAVCLLHALLEKGHIVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLQYVMGWNLRKVQYFLMA
EGRVQOMLPQAVCLLHALLEKGHIVYVHCNAGVGRSTAAVCGWFQYVMGWNLRKVQYFLMA
EGRVQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLHYVIGWNLRKVQYFIMA
EGRVQMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLHYVIGWSLRKVQYFIMA
EGRVQOMLPQAVCLLHALLEKGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLQYVLGWSRRKVQYFLVA

EGRVQOMLPQAVCLLHALLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGWLQYVMGWNLRKVQYFLMA

EGRIQMLPQAVCLLHGLLONGHTVYVHCNAGVGRSTAAVSGWLKYVMGWSLRKVQYFLAS
EGRIRMLPQAVYLLFGLLENGHTVYVHCNAGVGRSTAAVCGFLMYVIGWSLRKVQYFLAS
EGRVRMLPQAVYLLYGLLENGHSVYVHCNAGVGRSTAAVCGLLMYVLGWSLRKVQYYITA
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En el alineamiento que realizamos tomamos en cuenta Unicamente especies vertebradas que
son evolutivamente mas cercanas al humano y el resultado muestra que el residuo de
glicina en la posicion 279 se encuentra conservado durante la evolucion. Estos resultados
nos indican que el amino&cido pudiera ser muy importante para la funcion de laforina y un
cambio tiene efectos negativos en la actividad de la proteina (Singh y Ganesh, 2009).

Previamente se reportd una mutacion en la posicién 279 con un cambio de glicina por
serina (c.835G>T) y también se cree que es un sitio hot spot (Gomez-Garre, et al., 2000).
El estudio funcional de la proteina mutante p.G279S indica que afecta el dominio fosfatasa,
disminuyendo su actividad y anula la capacidad de unirse a glucégeno o poliglucosanos por
lo que podemos pensar que la sustitucion p.G279S previamente en otros pacientes y la
sustitucion p.G279C encontrada en esta familia tiene un efecto similar (Fernandez-Sanchez,
et al., 2003).

Finalmente, se busco la mutacion p.G279C en 100 sujetos sanos como controles de origen
mestizo-mexicano, sin embargo no se encontr6 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 participacion en
el desarrollo de EL en 1997 hasta la fecha, s6lo se han encontrado 4 SNPs y s6lo uno de
ellos (c.163C>A) resulta en un cambio de aminoacido (p.Q55K) sin alterar la funcion de
laforina, (The Lafora Progressive Myoclonus Epilepsy Mutation and Polymorphism
Database, 2013). Ademas el residuo de glutamina en la posicion 55 no se encuentra
conservado en todas las especies.

La mutacion p.G279C modifica el dominio DSP de laforina y si este dominio es alterado,
podria afectar su capacidad para eliminar el exceso de fosfato que se acumula durante los
numerosos ciclos de biosintesis y degradacién del glucégeno, disminuyendo su solubilidad
resultando en acumulacion y la formacién de cuerpos de Lafora (Roach, 2011).

Otro estudio, ha propuesto que la actividad fosfatasa de laforina también tenga como
substratos a otras proteinas involucradas en el metabolismo de glucdgeno, entre ellas GSK3
que puede inactivar a la GS evitando la acumulacion de glucégeno (Lohi, et al, 2005).

Las mutaciones sin sentido en laforina también han mostrado tener efectos sobre el correcto
plegamiento de la proteina y su alteracion tendria un gran impacto sobre la interaccion con
otras proteinas como malina, GSK3 y PTG. También afectaria la interaccion laforina-
laforina disminuyendo en gran medida la actividad fosfatasa que tiene en homodimero
(Dubey y Ganesh, 2008).

Las mutaciones afectarian la funcion del complejo laforina-malina y por lo tanto seria
incapaz de eliminar proteinas defectuosas o de vida corta, que terminarian acumuladas en el
citoplasma de las neuronas y se ha sugerido que esta agregacion de proteinas esta
relacionada con muerte celular (Delgado-Escueta, 2007).
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La poblacion Mestizo Mexicana esta formada por una mezcla de nativos Americanos con
Espafioles principalmente, por lo cual no es sorprendente encontrar la mutacion R241X en
esta familia y esto apoyaria la hipétesis 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 presentacion 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 atipico de EL, con una edad de inicio de la enfermedad que fue
variable: a los 21 afios en el caso indice (11-6), a los 25 y 28 afios en dos hermanas (I1-5 y
I1-7 respectivamente), ademas otra hermana (I1-8) con actividad epiléptica en el EEG que
aun no tiene sintomas de la enfermedad pero se espera que presente otros signos de la
enfermedad en el futuro. El caso indice a la edad de 33 afios ya muestra signos de ataxia y
demencia moderada, pero que no es incapacitante, a diferencia de lo que se esperaria dentro
de los primeros afios de la enfermedad, ademas se puede pensar que por la evolucion lenta
en estos pacientes, el desenlace fatal de la enfermedad se retrase ain mas (Serratosa y
Giraldez, 2010).

El caso indice (I1-6) y las pacientes 11-8, 1I-5 y 1I-7 (hermanas) tienen un genotipo
heterocigoto compuesto. El padre (I-1) es portador de la mutacion p.R241X y los familiares
I-2 y 11-4 (madre y hermano respectivamente) son portadores de la mutacién p.G279C. El
arbol genealdgico con los genotipos se muestra en la figura 22.

p.R241X  p.G279C

| O

1 2
pR241X  [p.R241X  [p.R241X  |p.R241X
Il p.G279C  |p.G279C  [p.G279C  [p.G279C  |p.G279C
3 4 5 s 7 8

Figura 22 Arbol genealdgico 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 patolégico es muy complejo (Baykan, et al.,
2005). Ademas la edad de inicio en todos los hermanos fue por arriba de los 21 afios y se
considera tardia con respecto a la edad de inicio tipico, presentandose en un rango de entre
los 12 a los 18 afios de edad (Banerjee, et al, 2011).

El genotipo heterocigoto compuesto p.R241X / p.G279C deberia corresponder con un
fenotipo de EL tipo clasica. Sin embargo tiene mayor similitud con un fenotipo de inicio
tardio y progresion lenta, que estd asociado a mutaciones en el gen NHLRC1 (Singh y
Ganesh, 2009).

Esta discrepancia se podria explicar por la participacion de genes modificadores de la
enfermedad y el més representativo hasta la fecha podria ser el gen PPP1R3C que codifica
para PTG. El gen PPP1R3C surgi6 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 encontré que PTG disminuye la acumulacion de cuerpos de Lafora
y también la neurodegeneracion llevando a una mejoria considerable de la epilepsia
miocldnica progresiva en estos ratones (Turnbull, et al, 2011).

El grupo de Guerrero y colaboradores report6 dos variantes en PPP1R3C que se relacionan
con dos pacientes de EL por mutaciones en el gen NHLRCL1, gue tenian un subfenotipo de
inicio tardio y progresion lenta (Guerrero, et al., 2011).

Sin embargo, la secuenciacién de PPP1R3C en la familia estudiada revelé que no son
portadores de ninguna variante nueva, por lo que deben existir otros genes que interactien
directamente con EPM2A y sean responsables de retrasar el inicio de la enfermedad y
aminorar la severidad de los sintomas en esta familia.

La interrupcion de la interaccion con malina podria resultar en hiperactividad
glucogenogénica de PTG y GS por la incapacidad de degradarlas via ubiquitina proteasoma
(Worby, et al, 2008).

Consultamos el software bioinformaético y base de datos STRING 9.1 que nos permite ver
la red de interacciones intergénicas de EPM2A y encontramos que ademas de interactuar
con NHLRC1 y PPP1R3C, tambien tiene interaccion con otros genes cuyas proteinas tienen
actividad muy estrechamente relacionada entre si para regular el metabolismo de glucdgeno
como el gen PRKAB2 de la cinasa dependiente de AMP (AMPK), el gen GSK3B de la
subunidad 3 de la glucogeno sintasa cinasa y el gen EPM2AIP1 que codifica para una
proteina de interaccion con laforina de funcion aun desconocida, entre otros. (http://string-
db.org/) Todos estos genes podrian 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)

“SNRING9Y

EPM2AIP1

Figura 23 Red de interacciones del gen EPM2A que se conocen hasta el
momento.(http://string-db.org/)
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6.- Conclusiones

e Se determino que la enfermedad de Lafora de inicio tardio y progresion lenta en esta
familia es causada por mutaciones en el exon 4 del gen EPM2A, lo cual contradice a
lo encontrado en estudios previos de asociacion genotipo-fenotipo.

e EI genotipo de los integrantes afectados en esta familia es de tipo heterocigoto
compuesto por las mutaciones p.R242X y p.G279C.

e La mutacion 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 proteinas.

e La mutacion p.R241Xque se habia reportado previamente en otras familias produce
una proteina trunca con pérdida completa de la funcion. El origen de la mutacion en
esta familia podria ser debido a un efecto fundador por un posible ancestro de
origen espaiiol.

¢ No se encontraron polimorfismos ni mutaciones en el gen PPP1R3C, por lo que se
descarta su participacion como gen modificador de la enfermedad en esta familia y
se propone seguir la basqueda de genes modificadores.

e Esel primer estudio Molecular de la Enfermedad de Lafora en México
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CBD
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