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RESUMEN

De acuerdo a la ultima actualizacién de la ILEA en el 2017, el término actual para
describir una encefalopatia epiléptica se refiere a cuando la propia actividad
epiléptica contribuye a graves deficiencias cognitivas y de comportamiento por
encima y mas alla de lo que se podria esperar de la patologia subyacente sola y
estan incluidas 9 epilepsias bajo este término. Estos sindromes muestran
caracteristicamente resistencia a los medicamentos antiepilépticos y la etiologia
para este tipo de epilepsias no es clara, ya que la herencia no sigue un patrén
mendeliano clasico, y el riesgo de adquirirla sigue un patrén mas bien multifactorial.
Por lo tanto se debe considerar la posibilidad de que otros genes adicionales aun
no identificados pudieran ser relevantes, para la comprension de este tipo de
epilepsias. Para lo cual se realizé la busqueda de variantes en pacientes del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia Dr. Manuel Velasco Suarez con diagndstico
de encefalopatias epilépticas tipo Lennox Gastaut y Dravet en los genes GABRA1

y GABRB3, genes que en los ultimos anos han sido asociados a la enfermedad.

Se encontraron la variantes rs41275339, rs1129647, rs11135172 y rs2279020
correspondientes para el gen GABRA1, dichas variantes ya se encontraban
reportadas, por lo que se compararon los MAF obtenidos, con los ya reportados en
diferentes poblaciones del mundo y no se encontraron diferencias significativas con
la poblacion mexicana sana previamente ya reportada. Para el caso del gen
GABRB3 se encontraron las variantes rs201953456 y rs3751582, de igual forma se
compararon los MAF obtenidos, con los ya reportados en diferentes poblaciones del
mundo, encontrando la variante rs201953456 significativamente mayor en
pacientes con encefalopatias epilépticas en comparacion con el resto de las
poblaciones empatadas. Se revisaron las puntuaciones (scores) de GERP++ y
phyloP en la pagina de Genome Browser y se observé que ningun fragmento donde

se encuentran las variantes esta altamente conservado en la evolucién.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Epilepsia generalidades

La epilepsia es uno de los desordenes neurolégicos mas comunes y con mayor
incidencia reportada anualmente en individuos de todas las edades. Segun la
Organizacion Mundial de Salud (OMS) 50 millones de personas en el mundo
padecen algun tipo de epilepsia y aproximadamente el 80% de estos pacientes
viven en paises de bajos y medianos recursos, alrededor de tres cuartas partes de
estos pacientes no reciben el tratamiento necesario, debido a que en muchos
lugares del mundo los pacientes y sus familias son sefialados y discriminados. Por
otra parte aproximadamente solo el 70% de los casos de los pacientes que reciben

el tratamiento adecuado responden a este.’

En 2005 en el documento de la OMS titulado Global burden of epilepsy and the need
for coordinated action at the country level to address its health, social and public
knowledge implications, se hace un llamado a los estados miembros de la OMS,
para que dentro de las estrategias del manejo de las enfermedades cronicas no
transmisibles, se desarrollaran politicas publicas tanto nacionales como
internacionales encaminadas al tratamiento integral de las personas con epilepsia,

en vista al gran impacto en la salud publica mundial.?

1. 1. 1 Definicion

La epilepsia es definida por la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) como
una alteracion del cerebro caracterizada por una predisposicion duradera para
generar crisis epilépticas y por sus consecuencias neurocognitivas, psicologicas y
sociales. La definicion de epilepsia requiere la aparicion de al menos una crisis
epiléptica, la cual se define como a la aparicion transitoria de signos y/o sintomas
provocados por una actividad neuronal anormal excesiva o simultanea en el

cerebro.?
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1. 1. 2 Diagnéstico

Que se diagnostique epilepsia posterior a solo una crisis epiléptica no provocada
asociada a un alto riesgo de recurrencia, puede dar lugar a la decisién de iniciar o
no tratamiento por parte del médico. Sin embargo una decision terapéutica no es lo

mismo que un diagnostico.*

La asamblea general de la ILAE propuso un esquema diagndstico de crisis

epilépticas y epilepsia.® Este esquema se divide en 5 ejes:

Eje 1: Consiste en la descripcion de la semiologia durante la crisis, lo cual conlleva
a la revision de la historia previa del paciente, detallando todas las manifestaciones
referidas, dando énfasis al primer signo identificado, para de este modo reconocer
posibles auras. Es de suma utilidad si se logra desglosar el evento en los 3 estadios

posibles: precrisis, crisis y poscrisis.®

Tabla 1. Semiologia en los diferentes estadios en una crisis epiléptica.

Semiologia relacionada a los diferentes estadios en

una crisis epilepsia

Precrisis Fiebre

Altitudes

Enfermedad

Falta de suefio

Menstruacion

Lesion cerebral

Crisis Alucinaciones

Movimientos clonicos
Epigastralgia

Manifestaciones motoras.
Manifestaciones psiquicas
Manifestaciones sensitivas motoras.
Poscrisis Debilidad

Paralisis de Todd

Cefalea intensa

Modificado de: Palacios, et al (2016)."°
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Eje 2: Se relaciona con los tipos de crisis y estimulos precipitantes para las crisis

reflejas, las cuales pueden ser de tipo:

Tabla 2. Distribucidn de crisis epilépticas

Tipos de Crisis

GENERALIZADAS

FOCALES

Ataques ténico-clénicos
Crisis clonicas
Sin caracteristicas ténicas
Con caracteristicas ténicas
Ataques de ausencia tipicos
Ataques de ausencia atipicos
Ataques de ausencia mioclonicos
Crisis tonicas
Espasmos
Ataques mioclénicos
Miocolonia de parpados
Sin ausencias
Con ausencias
Ataques atdnicos mioclénicos
Mioclono negativo
Crisis atonicas
Crisis reflejas en sindromes de
crisis generalizada

Crisis sensoriales focales

Con sintomas sensoriales
elementales

Con sintomas sensoriales
experienciales
Ataques motores focales

Con signos de motor clénico
elementales

Con ataques motores tonicos
asimétricos

Con automatismos tipicos

Con automatismos hipercinéticos

Con mioclono focal negativo

Con ataques motores inhibitorios
Crisis gelasticas
Crisis secundariamente generalizadas
Crisis reflejas en sindromes de epilepsia
focal

Modificado de: Engel J (2001).5
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Por otro lado algunos estimulos precipitantes para propiciar una crisis epiléptica,
pueden ser de tipo visual como luz parpadeante o patrones repetitivos o de tipo no

visual como la musica, introducirse en agua muy caliente o asustar al paciente.®

Eje 3: Diagndstico sindromico que se deriva de la lista de sindromes de epilepsia,
aunque no siempre es posible dar un diagndstico sindromico. La lista recomendada
distingue entre sindromes de epilepsia y condiciones con crisis que no requieren un
diagndstico, y también identifica los sindromes que estan todavia en desarrollo.

Tabla 3. Sindromes epilépticos

Sindromes epilépticos
Epilepsias focales Epilepsias idiopaticas de la lactante y
de la infancia
Epilepsias familiares (autosémicas
dominantes)
Epilepsias sintomaticas (o probablemente sintomaticas)

Otros tipos definidos por Epilepsias neocorticales
localizacion y etiologias Epilepsias generalizadas idiopaticas
Epilepsias reflejas
Encefalopatias epilépticas (en las que las anomalias
epileptiformes pueden contribuir a una disfuncién
progresiva).
Epilepsias mioclénicas progresivas
Adaptado de: Pozo, et al, (2001).7

Eje 4: Se relaciona con el origen cuando ésta se identifica. La etiologia podria
consistir en una enfermedad especifica derivada de una clasificaciéon de
enfermedades frecuentemente asociadas con ataques epilépticos o sindromes, por
un defecto genético o un sustrato patologico especifico, por ejemplo para las crisi
focales sintomaticas.®

Eje 5: Es una designacién opcional con el grado de afectacion de la funcion cerebral

causado por la condicidn epiléptica.

1. 1. 3 Clasificacion

Su clasificacion ha variado durante el transcurso de los afios y en su ultima
actualizacion realizada por la ILAE, publicada en el 2017, nos muestra una

clasificacion multinivel disefiada para clasificar la epilepsia en diferentes entornos
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clinicos; se describen los tipos de crisis (focal, generalizada, desconocido), los tipos
de epilepsia (focal, generalizado, combinado generalizado y focal, desconocido) y

los sindromes epilépticos.®

_ - Tipos de Crisis

Focal - Desconocido
K Estructural

e

( Tipos de epilepsia

Focal Generalizada Desconocido
K Metabollca

e

Sindrome epiléptico

Etiologia

Genetlca

Comorbilidades

Inmune

Figura 1. Nueva propuesta de clasificacion de las epilepsias y los tipos de crisis. Modificado de
Fisher, et al, (2017).8

1. 1. 4 Factores de Riesgo

De acuerdo con la OMS un factor de riesgo es cualquier rasgo, caracteristica o
exposicion de un individuo que aumente su probabilidad de sufrir una enfermedad
o lesion. Dentro de los factores de riesgo para la epilepsia se pueden encontrar

cinco grupos o categorias.®

Los factores de riesgo para la epilepsia pueden variar segun el nivel de desarrollo
del pais, sin embargo a continuacion se describen los factores de riesgo descritos

mas comunmente en estudios a nivel mundial: 10
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Factores genéticos, como antecedentes de epilepsia en padres, abuelos,
tios, hermanos o primos.°

Factores prenatales de riesgo, como la presencia de amenaza de aborto,
infecciones virales, hipertension crénica, preeclampsia o eclampsia,
diabetes, presencia de crisis convulsivas durante el embarazo, abruptio
placentae, placenta previa, exposicion a Rayos X o ultrasonido (ecografias),
ruptura prematura de membranas, consumo de medicamentos (hierro,
vitaminas, etc.), uso de alcohol, tabaco, drogas alucindgenas, edad

avanzada de la madre.°

Factores perinatales de riesgo: parto no hospitalario, parto prematuro,
parto postmaduro, parto inducido, presentacion podalica o transversa y
circulares del cordon, cesarea, forceps o vacum, anestesia general,
anestesia epidural, medicacion durante el parto, parto prolongado, parto
precipitado, primogenitura, embarazo multiple, ruptura prematura de
membrana, inmadurez fetal e hipoxia.'®

Infecciones del sistema nervioso central (SNC): meningitis y encefalitis.

Enfermedades virales de la infancia como sarampion, varicela, paperas.®

Traumas craneoencefalicos, lo cuales pueden ser traumas abiertos o

traumas cerrados.°

1. 2 Canalopatias epilépticas.

Desde la identificacion de la fibrosis quistica como la primera enfermedad asociada

a un canal iénico en 1989, se inicio la investigacion sobre patologias de este tipoy

la lista hasta ahora continua creciendo. El concepto reciente de canalopatia se

refiere a los defectos en la funcion de los canales i6nicos que llevan a alteraciones

fisioldgicas importantes.™

Las canalopatias se producen por dos tipos de mecanismos: enfermedades

autoinmunes o causas genéticas. Las enfermedades autoinmunes pueden ser
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causantes de canalopatia debido a que los autoanticuerpos para las proteinas canal

pueden disminuir o aumentar la funcion del canal como en la miastenia gravis."’

Por otro lado, dentro de las causas genéticas se pueden encontrar 3 alteraciones
posibles. Cuando la alteracién se presenta en la regidn codificante para un canal
idnico, estas mutaciones producen cadenas polipetidicas, que no son procesadas
correctamente y por lo tanto no se incorporan a la membrana plasmatica, o bien, al
acoplarse las subunidades y formar los canales, estos no son funcionales u otra
posibilidad es que su cinética se encuentre modificada, cualquiera que sea el caso
esto lleva al aumento o pérdida de la funcidn del canal. Otra posibilidad son las
mutaciones que se presentan dentro de la region promotora del gen que codifica
para el canal ionico. Esto puede provocar disminucion o aumento en la expresion
de la proteina canal, dando lugar a la alteracion en la funcion de la misma. La tercera
posible causa genética de alteracion, se encuentra en las mutaciones en los genes
codificantes para las moléculas reguladoras de los canales, ya sea por defectos en

su estructura o por defectos en las rutas de su produccién.™

La mayoria de las epilepsias genéticas, a las cuales se les conoce su base genética,
son canalopatias cuyas mutaciones producen alteraciones en el potencial de
membrana. Los estudios in vitro que se han llevado a cabo muestran hallazgos en
relacion a una hiperexcitabilidad que se puede producir debido a una exagerada o

baja funcion del canal especifico.’?
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Entre las epilepsias debidas a canalopatias se encuentran:

Tabla 4. Canalopatias epilépticas

Canalopatias epilépticas

Epilepsia Locus Gen Canal Receptor
Convulsiones neonatales 20913.3 KCNQ2 K* DV
familiares benignas 8924 KCNQ3 K+ DV
1923.2 ATP1A2 Nat/K* DV
Epilepsia generalizada con 19913.1 SCN1B Na: DV
convulsiones febriles plus 2924 SCN1A Na+ DV
24243 SCN2A Na DV
Epilepsia frontal nocturna 20q13.2 CHRNA4 Na: Nicotinico
autosémica dominante 15q24 CHRNA3 Na+ Nicotinico
1021.1-g21 CHRNB2 ~ Na Nicotinico
6p21 GABA-B 1a/b K GABA-B
Epilepsia generalizada 8q24 KCNQ3 K ) DV
idiopatica 3q27.1 CLCN2 cr DV
1p36.33 GABRD cl GABAA
Epilepsia mioclénica juvenil 15q14 CHRNA7 NA* Nicotinico
6p12.2 EFHC1 Proteina de union
de Ca
21921.1 GRIK1 .
Epilepsia ausencias juvenil 5q34 GABRG2 NA KA glutamergico
5q34 GABRA1 Cr GABAA
Cr GABAA
Sindrome de Angelman 1511 GABRB3 cr GABAA
Sindrome de Rasmussen Xq25-26 GRIA3 Na* AMPA glutamérgico

. DV
Epilepsia del I6bulo temporal 7q31.31 KCND2 K

Donde: DV=Dependiente de Voltaje. Modificado de Heron, S. (2007)."3

1. 2. 1 Tratamiento de las canalopatias epilépticas.

La investigacion de las diferentes alteraciones en los genes de los canales ionicos,
aparte de brindar una explicacion acerca de la fisiopatologia de las epilepsias y en

algunos casos el fenotipo, nos brinda informaciéon valiosa al indagar sobre el
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medicamento mas acertado y Optimo para el tratamiento de éstas. En este sentido
se ha desarrollado un amplio campo llamado farmacogenética, donde va a ser
relevante conocer especificamente el genotipo de una persona para iniciar el posible
tratamiento correspondiente. Un enfoque farmacoldgico con el conocimiento actual

se muestra en la tabla 5.1

Tabla 5. Enfoque Farmacoldgico de las canalopatias epilépticas.

Mecanismo de accién Antiepilépticos
Facilitacion gabaérgica del canal CI FBT, BZD
GABAA
Inhibicién glutamérgica del canal de TPM
Na* KA+
Inhibicién glutamérgica del canal de FBT, TPM
Na® AMPA
Inhibicion glutamérgica del canal de FBM
Ca?* NMDA
Inhibicion de canales de Ca?* talamicos AV, ESM
Inhibicion de canales de Ca?* L/N/P FBT, FNT, BZD, TPM
Activacion de canales de K* FBM, TPM, OXC, ZNS
dependientes de voltaje
Inhibicibn de canales de Na* FBT, FNT, CBZ, AV, BZD, LTG, GBP
dependientes de voltaje

Dénde: FBT: fenobarbital, BZD: benzodiazepinas, TPM: topiramato, FBM: felbamato, AV: acido
valproico, ESM: etosuximida, FNT: fenitoina, OXC: oxcarbacepina, ZNS: zonisamida, CBZ:
carbamacepina, LTG: lamotrigina, GBP: gabapentina. Modificado de Carrizosa, et al, (2003).2

Los sindromes epilépticos considerados como canalopatias muestran
caracteristicamente resistencia a los medicamentos antiepilépticos por lo que se
consideran en ellos el uso de terapias alternativas como: dieta cetogénica,
inmunoterapia e incluso métodos quirurgicos. El prondstico esta relacionado con el
trastorno subyacente. La gravedad del deterioro del desarrollo varia con el tipo de
epilepsia.'®
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1. 3 Encefalopatias epilépticas.

El término encefalopatia epiléptica define a un grupo de enfermedades en las
cuales, las anormalidades epileptiformes contribuyen a un compromiso progresivo
de la funciodn cerebral (en adicion al déficit previo del neurodesarrollo debido a un
dafo organico cerebral preexistente). El término "encefalopatia epiléptica" fue
redefinido en la ultima actualizacion de la ILAE, refiriéndose el término actual a
cuando la propia actividad epiléptica contribuye a graves deficiencias cognitivas y
de comportamiento por encima y mas alla de lo que se podria esperar de la
patologia subyacente sola. Estos deterioros se pueden ver a lo largo de un espectro

de gravedad y a través de todas las epilepsias, y puede ocurrir en cualquier edad.'®

La ILAE incluye un grupo de nueve epilepsias bajo este término: encefalopatia
mioclonica temprana, encefalopatia epiléptica infantil temprana (sindrome de
Ohtahara), espasmo Infantil (Sindrome West), epilepsia mioclénica grave en la
infancia (sindrome de Dravet), crisis parciales migratorias en la infancia, estado
mioclénico en encefalopatias no progresivas, sindrome de Lennox-Gastaut (LGS),
sindrome de Landau-Kleffner (LKS), epilepsia con ondas de pico continuas durante

el suefio de onda lenta (CSWS)."s

1. 3. 1 Encefalopatia mioclénica temprana

Este sindrome se caracteriza por mioclonias erraticas, que son el tipo de crisis
requerido para el diagnéstico, fragmentarias o masivas, ocasionales o casi
continuas, en vigilia y en el suefio, migran de una parte del cuerpo a otra, por lo
general iniciadas en el periodo neonatal precoz. Incluso crisis oculares versivas o
vegetativas y espasmos ténicos en el periodo neonatal o en los primeros meses de
vida, la madre reconoce con frecuencia que los mismos movimientos existian in
utero.'® La prevalencia es desconocida, pero la encefalopatia mioclonica temprana
es una enfermedad rara, con tan s6lo unos 30 casos descritos hasta la fecha y una

incidencia menor 1/1,000,000 nacimientos. El patron caracteristico del sindrome se
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muestra en la figura 2, las alteraciones neuroldgicas son constantes: un retraso muy
grave en el desarrollo de las habilidades psicomotoras, un marcada hipotonia y un
estado de alerta alterado con un estado vegetativo en ocasiones. En casos
excepcionales pueden presentarse también signos de neuropatia periférica. Existe
alto riesgo de recurrencia familiar, aunque no existe un patron genético constante,
la mayoria de los casos la enfermedad parece ser heredada como un rasgo
autosomico recesivo. No existe un tratamiento eficaz y el prondstico es malo: los
nifos con la condicidn sobreviven en un estado vegetativo persistente o mueren en

el primer o segundo afio de vida.'”

Figura 2. Patrén electroencefalografico de brote- supresion. Tomado de: Lara, et al, (2016)."8

1. 3. 2 Encefalopatia epiléptica infantil temprana (sindrome de
Ohtahara)

Se define por un inicio muy temprano, aun en los primeros meses de vida, existen
espasmos tonicos frecuentes y por el patron de estallido supresion, tanto en la vigilia
como en el suefio. Los neonatos pueden experimentar crisis parciales. El prondstico
es malo, existe retraso en el desarrollo neuro psicomotor y dificultad del control de
las crisis; a menudo hay una evolucién al sindrome de West entre los cuatro y seis

meses de edad. Sus sintomas se presentan en los primeros tres meses y
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especialmente en los primeros 10 dias de vida, generalmente dentro de las primeras

horas después del nacimiento.

1. 3. 3 Espasmo Infantil (Sindrome West)

Es dependiente de la edad y esta caracterizada por la triada electroclinica de
espasmos epilépticos, retardo del desarrollo psicomotor e hipsarritmia en el
electroencefalograma (ver en figura 3), aunque uno de estos elementos puede estar
ausente. Posee una incidencia de 1-9/100,000 nacimientos y segun la Clasificacion
Internacional de las Epilepsias y sindromes epilépticos, el sindrome de West se
clasifica de acuerdo con su etiologia en sintomatico y criptogénico. El término
sintomatico se refiere a un sindrome en el cual las crisis son el resultado de una o
mas lesiones estructurales cerebrales identificables, mientras que criptogénico se
refiere a aquellos sindromes que sean sintomaticos, pero la causa esta oculta. El
pronostico varia dependiendo de la etiologia y la rapidez con la que se inicie el
tratamiento. Incluso después de una respuesta inicial al tratamiento, en el 30 % de
los casos se produce recurrencia en los 6 meses siguientes. Los espasmos tienden
a remitir a partir de los 5 afios de edad, pero se han registrado recurrencias

posteriores.?°

Figura 3. Hipsarritmia. Consiste en ondas lentas y puntas de voltaje elevado. Las puntas varian de

un momento a otro tanto en duraciéon como localizaciéon. Tomado de: Lara, et al, (2016).18

23



1. 3. 4 Epilepsia miocldénica grave en la infancia (sindrome de

Dravet)
El sindrome de Dravet es una forma severa de epilepsia, de origen genético, que

se inicia en la mas temprana infancia, generalmente antes del primer afo de edad,
y se caracteriza por la presencia de diferentes tipos de crisis convulsivas, en
ocasiones desencadenadas por diferentes estimulos como la fiebre. A partir de los
dos afos de edad se observan retrasos evidentes en el desarrollo cognitivo, asi
como problemas en el aprendizaje, coordinacion de movimientos y en la conducta.
En un 60 % de las ocasiones se acompana de retraso mental severo. Ademas se
asocia a otras patologias: cardiovasculares, alteraciones dentales, deformaciones
de la columna vertebral, trastornos del suefio, etc., y produce una muerte prematura
en alrededor del 15 % de los casos. En el adolescente y el adulto cobran mayor
importancia las alteraciones del comportamiento (hiperactividad y trastornos de la
atencion y, con menor frecuencia, rasgos de espectro autismo) y los trastornos del
sueno. El sindrome de Dravet se considera una enfermedad rara cuya incidencia es
de 1/20,000 a 1/40,000 nacimientos y cuya prevalencia es del 7 % de las epilepsias
en menores de 3 afos. Afecta a varones y mujeres por igual y se da en todo el
mundo.?!

Existen mas de 500 diferentes tipos de mutaciones descritas. Existen mutaciones
en el gen SCN1A, localizado en el cromosoma 2, en un 70-80 % de los pacientes;
dicho gen codifica la subunidad alfa 1 de los canales de sodio dependientes de
voltaje. El prondstico de la enfermedad en la adolescencia persistiran crisis TCG,
ademas del deterioro cognitivo y motor. Los problemas de aprendizaje y otros
déficits neuroldgicos requieren atencion y apoyo.??

1. 3. 5 Crisis parciales migratorias en la infancia

La epilepsia maligna de la lactancia con crisis focales migratorias es una
encefalopatia epiléptica rara caracterizada por inicio en los primeros seis meses de
vida, progresando rapidamente a crisis focales migratorias, que se convierten en
caracter casi continuo. La aparicion de crisis en este raro sindrome se produce en

el primer ano de vida, a veces ya en el periodo neonatal. Se caracteriza por crisis
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focales frecuentes de inicio multifocal, con manifestaciones motoras o autonémicas.
La sintomatologia incluye desviaciones oculares y de la cabeza, crisis focales
clonicas de los ojos, de la cara o extremidades, crisis tonicas focales unilaterales o
bilaterales, movimientos automaticos, como de masticacion y deglucion,
manifestaciones autonémicas como apnea, hipersalivacion y enrojecimiento de la
cara, asi como crisis tonico-clénicas secundariamente generalizadas. Es comun la
regresion en el Desarrollo neuro psicomotor y en alrededor del 30% de los casos se

produce la muerte en la infancia o la nifiez.?3

1. 3. 6 Estado mioclonico en encefalopatias no progresivas
Este tipo de encefalopatia comienza en la infancia o en la nifiez temprana, por lo

general en el primer afio de vida. Las crisis parciales en general inauguran el
cuadro, aunque las crisis mioclonicas también pueden ocurrir desde el principio.
También hay ausencias mioclonicas, mioclonias masivas y, mas raramente, crisis
generalizadas y hemiclonicas. El suefio promueve un aumento en la frecuencia de
las descargas lo cual, en algunos casos, se asemeja a lo que ocurre en la
encefalopatia epiléptica con punta onda continua durante el suefo. El
electroencefalograma (EEG) ictal muestra descargas de punta-onda generalizadas
0 patrén de ausencias, dependiendo del tipo de crisis. El prondstico es malo y el
cuadro resulta en regresion del desarrollo neuro psicomotor y comunmente hay
retraso intelectual grave. Los episodios repetidos de estado mioclénico pueden

contribuir al deterioro cognitivo.?

1. 3. 7 Sindrome de Lennox-Gastaut (LGS)
Es un sindrome constituido por la triada de los siguientes hallazgos electroclinicos:

EEG interictal con Punta Onda Lenta generalizada de 1.5 a 2.5 Hz en vigilia y
paroxismos generalizados de actividad rapida ritmica durante el suefio (ver en figura
4), multiples tipos de crisis incluyendo crisis ténicas, ausencias atipicas y drop
attacks y retraso en el desarrollo mental y/o alteraciones en el comportamiento. Sin
embargo, no existe todavia un consenso sobre como llamar a la enfermedad cuando

falta alguna de las tres caracteristicas antes descritas. Su incidencia anual de 0.5/
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100,000 nacimientos. La prevalencia es del 3 al 5% de todas las epilepsias y del
10% de todas las epilepsias en nifios. Afecta mas a los hombres que a las mujeres.
Su edad de presentacion es entre 1 y 8 afios de edad, con pico maximo entre los 3
y los 5 aflos. Se han reportado caracteristicas neuropatolégicas inespecificas de
biopsias cerebrales o de estudios post mortem, que incluyen necrosis neuronal,
disgenesia, alteraciones cerebelosas, pobre arborizacion de las espinas dendriticas,
dilatacion de las vesiculas pre y postsinapticas y alteraciones mitocondriales. El
pronostico es malo, pero variable. Los estudios longitudinales muestran que una
minoria de los afectados puede trabajar normalmente en la edad adulta y que del
47 al 76% mantendran las caracteristicas tipicas (retraso intelectual, crisis
refractarias) varios afios después del inicio de la enfermedad y requeriran ayuda

importante, como la atencion domiciliaria, institucionalizacion.?®

Figura 4. Patrén punta-onda lenta generalizado. Tomado de: Lara, et al, (2016).1°

1. 3. 8 Sindrome de Landau-Kleffner (LKS)
Este sindrome se caracteriza por la asociacion de afasia adquirida, por lo general

de tipo receptivo, y un trazado electroencefalografico en el que se observan
descargas de puntas y puntas-ondas continuas (ver figura 5), multifocales y
generalizadas, que se incrementan durante el suefio. Predomina en el sexo
masculino y es de rara aparicion y se presenta en el 0.2 % de las epilepsias en la
infancia.?® Las crisis epilépticas y los trastornos de conducta son frecuentes, aunque

no estan presentes en todos los nifios. En estos pacientes se ha observado

26



hipercinesia, estallidos de ira, rebeldia, manifestaciones agresivas y rasgos autistas.
En algunos casos se manifiesta disfuncion motora con pérdida de la destreza
manual. El prondstico es bueno por lo que respecta a las crisis, ya que son faciles
de controlar y remiten espontaneamente en la pubertad. En cuanto al lenguaje, los
resultados se caracterizan por la variabilidad en la mejoria con tratamiento y en la

pubertad, pero sin volver nunca al estado previo a la enfermedad.?’

Figura 5. Descargas de puntas-ondas continuas. Tomado de: Pozo, et al, (2005).?"

1. 3. 9 Epilepsia con ondas de pico continuas durante el sueio
de onda lenta (CSWS)

Resulta de la asociacion de varios tipos de crisis, focales y generalizadas, que se
producen durante el suefio y ausencias atipicas en la vigilia. Nunca ocurren crisis
ténicas. El patron caracteristico del EEG consiste en puntas-onda continuas y
difusas durante el suefio de onda lenta, que ocupan de un 85-100% del trazado, y
persistiendo en tres o mas registros por un periodo de al menos un mes, que se
puede identificar luego de que ocurran las crisis. La duracion del cuadro es de
meses a afos. Aunque descripciones previas indicaron que ambos sexos eran
igualmente afectados, recientes estudios en mayores poblaciones mostraron mayor

predominio masculino, correspondiendo aproximadamente al 0.5% de todas las
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epilepsias de la infancia. Aunque las crisis pueden ser refractarias por meses o
afnos, el prondstico a largo plazo de la epilepsia es favorable y las crisis desaparecen
en todos los casos. El prondstico favorable de las crisis es independiente de la
etiologia y también se observa en casos de malformaciones corticales, como en la
polimicrogiria multilobar, causa frecuente del sindrome. Hay mejora en la disfuncion
linguistica, del retraso intelectual y de los trastornos psiquiatricos, pero es variable

e individualizada.?8

Figura 6. Durante el suefio, se presentan descargas epileptiformes continuas, bisincrénicas, en
amplias areas de ambos hemisferios cerebrales, caracterizando patréon de punta-onda continua
durante el suefio lento. Tomado de: Lara, et al, (2016).1°

1. 4 Importancia de la heterogeneidad genética en la epilepsia

Tener el conocimiento del papel de factores genéticos en la etiologia de las
epilepsias es de un caracter complejo ya que excepto en muy raras ocasiones, la
herencia de la epilepsia no sigue un patron mendeliano clasico, y el riesgo de
adquirirla sigue un patrén mas bien multifactorial. También resulta claro la
heterogeneidad clinica de esta condicion donde se conoce bien que los miembros
de una misma familia con genotipos similares pueden exhibir un fenotipo diferente,
como donde algunos miembros sufren de variantes parciales y otros generalizadas,

crisis mioclénicas o ausencias, o convulsiones ténico-clénicas. Por ello se debe
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considerar la posibilidad tedrica de que otros genes adicionales aun no identificados

pudieran ser relevantes, para la comprension de la epilepsia.?®

La heterogeneidad genética es el resultado de mutaciones que pueden estar
localizadas en loci diferentes, en el mismo o en diferentes cromosomas, pero que
producen una expresion similar en el fenotipo, a este tipo se le llama heterogeneidad
no alélica (heterogeneidad de locus). La heterogeneidad alélica son mutaciones
dadas en diferentes sitios en los exones o intrones de un mismo gen que producen
una expresion similar en el fenotipo. También esta el término heterogeneidad clinica
para referirse a mutaciones alélicas o no alélicas, pero que expresan fenotipos

diferentes.3?

La identificacion reciente de variantes genéticos (mutaciones puntuales, deleciones
cromosdmicas) en un numero cada vez mayor de cuadros epilépticos definidos de
forma clinica y con un alto componente hereditario esta poniendo de manifiesto que
muchos genes implicados en estas patologias codifican proteinas de la membrana
neuronal que conforman alguna de las subunidades de un determinado canal iénico.
Esta afectacidon sistematica en las anomalias funcionales del paso selectivo de
determinado tipo de i6n induciria cambios en la excitabilidad neuronal, lo que
encuadra claramente con los sindromes epilépticos dentro de la consideracion de

canalopatias.?’

En los ultimos 10 anos, se ha dado el descubrimiento de posibles genes candidatos
para encefalopatias epilépticas (ver figura 7) a mas de 70 genes, explicando del 20-
25% de todos los casos de epilepsia severa con inicio temprano, epilepsias que de
otro modo no tenian causas identificables. Algunos genes ya son conocidos tal
como es el gen SCN1A y GABRA1 para el sindrome de Dravet, STXBP1 para el
sindrome de Ohtahara, SCN2A, DNM1 y SCN8A para el espasmo infantil y KCNT1
para crisis parciales migratorias en la infancia. Nuevos genes como GABRB3 vy
DNM1 se encontraron fuertemente vinculados a la epilepsia debido a variantes de

novo encontradas en individuos con la enfermedad.3?2
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Figura 7. Cronologia del descubrimiento de genes en epilepsias humanas. Modificado de: Helbig,
et al, (2016).%2

1. 5 Receptor GABAA..

Es una Glucoproteina heteropentamérica de 275 kD que da forma al ionéforo Cl- y
a una serie de sitios de fijacion para el aminoacido no proteico GABA el cual es el
principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central (SNC) de
mamiferos ademas de una serie de moléculas que regulan su actividad. Los
receptores GABAA estan constituidos por cinco subunidades distintas, que, al
ensamblarse, forman un poro o canal especifico para ClI- o HCOs™: q, B, v, 6, €, las

que a su vez presentan variantes: a (1-6), B (1-4),y(1-4),81, 1. 33

Dada la variedad de sus subunidades proteicas y sus arreglos, existe un amplio
potencial para formacion de un elevado numero de distintos complejos moleculares.
Varios estudios en sistemas de expresion indican que no todas las combinaciones

de estas subunidades corresponden a GABA.3* Las isoformas para un tipo de
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subunidad en particular comparten un 70% de identidad en su secuencia, mientras
que la identidad entre subunidades es del 20-30%.3°

Se han logrado identificar, los genes que codifican el receptor GABAA, los cuales se
encuentran ubicados en diferentes cromosomas.

Tabla 6: Genes que codifican las subunidades del receptor GABAA.

Gen Cromosoma Subunidad
GABRA2 4p12 o
GABRA4 4p12 o
GABRB1 4p12 B1
GABRG1 4p12 11
GABRA1 5q34 o
GABRAG 5q34 a6
GABRB?2 5934 B2
GABRG2 5934 72
GABRAS5 15911, 2-q12 os
GABRB3 15911, 2912 o3
GABRG3 15911, 2-q12 3

Modificado de: Renfigo, et al, (2005).%6

El receptor GABAA es una estructura compleja conformada por el receptor
GABAérgico, el receptor endégeno de las benzodiacepinas y como ya se menciond
el canal iébnico que, como neurotransmisor inhibitorio, es un canal de cloro (CI) (ver
figura 8), asi como la GABA-modulina, una proteina de enlace entre las estructuras
principales, es decir, entre el receptor GABA y el receptor benzodiacepinico. La
GABA-modulina bloquea inicialmente a los receptores e inhibe el canal iébnico de CI-
; cuando esta proteina deja de actuar, ambos receptores se complementan abriendo
el canal del CI. Una de las hélices contiene histidina y arginina, las cuales repelen

el paso de cationes por su carga positiva y favorecen el paso del Cl-.3”
Las diferentes subunidades les proveen funciones diferentes como la modulacién

de ligandos enddgenos o de sistemas de segundos mensajeros, localizacion
subcelular o diferencias a largo plazo en la expresion de receptores de superficie.3®
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Figura 8. Representacion de la estructura del receptor GABAA y sitios de union. Tomada
de: Mendel, et al, (2011).3°

La activacion de un receptor GABA incrementa la concentracion intraneuronal de
iones CI hiperpolarizando a la neurona. En algunas regiones del SNC como el
hipocampo y raiz del ganglio dorsal, o bajo ciertas circunstancias durante el
desarrollo, la activacién del receptor GABA puede causar una despolarizacion
neuronal. Debido a que la concentracion intracelular de iones cloro excede los
niveles extracelulares, promoviendo la apertura del canal acoplado al receptor

GABAAx, dado como resultado el flujo de iones y causando excitacion neuronal.3®

El desajuste o fallo en la transmision gabérgica genera hiperexcitabilidad, lo que, a
su vez, desencadena el fendmeno epileptogénico. Las regiones cerebrales mejor
definidas como focos epilépticos son principalmente la neocorteza y el hipocampo.
Cabe senalar que la fisiopatologia de la epilepsia tiene un fuerte determinante
genético, puesto que las mutaciones puntuales, o deleciones cromosdémicas
capaces de alterar la expresion neuronal de alguna proteina de membrana que
forme parte o sea ella misma una determinada subunidad para un canal iénico,
provocaran anomalias funcionales del paso selectivo de un ion y, en consecuencia,

alteraciones de la excitabilidad neuronal.*?
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1. 5. 1 Mutaciones en subunidades del receptor GABAAa
asociados con epilepsias genéticas

El mecanismo de accion de los actuales farmacos anticonvulsivantes, incluidas las
benzodiazepinas y los barbituricos, es mejorar la funcionalidad de los receptores
GABA 41 Siguiendo la légica de esto se han buscado variantes en diferentes genes
del receptor GABAA,, incluidos GABRA1, GABRB3, GABRD y GABRG2, como se

observa a continuacion en la figura 9.

Figura 9. Mutaciones asociadas con sindromes de epilepsia genética en subunidades del receptor
GABAA. Las subunidades del receptor GABAA se traducen como una proteina precursora cuya
secuencia sefnal (verde) se elimina dejando una proteina madura que consiste en un gran dominio
extracelular en el extremo N-terminal, cuatro dominios transmembrana (M1-M4) y un dominio
citoplasmico grande. En esta figura, se describen las mutaciones de la subunidad del receptor GABA
a1l (azul), B3 (rosa), y2 (rojo) y & (amarillo) asociadas con sindromes de epilepsia genética. Donde:
CAE= epilepsia benigna de ausencia infantil; GEFS+= epilepsia generalizada con convulsiones
febriles; FS= convulsiones febriles y JME= Epilepsia mioclonica juvenil. Modificado de: Macdonald,
et al, (2010).42
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Tabla 7. Disfunciones del receptor GABAA por mutaciones o variantes en este.

Mutacién o variante Sindrome Disfuncion en el receptor GABAA
Con su referencia original | epiléptico
Mutaciones con cambio de
sentido en secuencias
72(p.R82Q) Oligomerizacion alterada, retencién de RE, expresion
(Wallace et al. 2001) SAEES superficial reducida, corriente reducida.
¥2(p.K328M) Reduccién de los tiempos de apertura de un solo
(Baulac et al. 2001) GEFS+ canal, desactivacion acelerada de la corriente de
células enteras.
. lpEloo) Intensidad de célula completa reducida, tiempo de
(Dibbens et al. 2004) o )
5(p.R220H) GEFS+ apertura de canal tnico reducido.
(Dibbens et al. 2004) GEFS+ Intensidad de célula completa reducida, tiempo de
apertura de canal Unico reducido.
v2(p.R177G)
(Audenaert et al. 2006) FS Cinética de corriente de célula completa alterada.
o1(p.A322D)
(Cossette et al. 2002) IME La topologia mal alineada y alterada, la expresion
total y superficial reducida, la corriente de células
R3(p.P11S) . en.terals re'(’jucida.\. . .
(Tanaka et al. 2008) CAE, autismo | Glicosilacion N-ligada anormal, corriente reducida de
R3(p.S15F) CAE células enteras.
(Tanaka et al. 2008) Glicosilacion N-ligada anormal, corriente reducida de
33(p.G32R) células enteras.
(Tanaka et al. 2008) CAE Glicosilacion N-ligada anormal, corriente reducida de
células enteras.
Mutaciones sin sentido en
secuencias
GEFS+/DS Retencion de ER, reduccién negativa dominante de
(Haﬁi(ﬁgsa%o;% 02) EFS+/D los receptores de tipo salvaje, reduccion de la
’ corriente de células enteras.
¥2(p.Q40X) DS Sin estudiar, probablemente desencadena NMD.
(Hirose, 2006) GEFS+ No estudiado, probablemente no afectado por NMD
v2(p.Q429X) y, por lo tanto, produce péptido truncado.
(Sun et al. 2008)
Mutaciones en marco de
lectura en secuencias
M“].(S?’%‘;S?f%%s NMD de mRNA seguido de ERAD de proteina de
(Maljevic et al. 2006) CAE subunidad.
Mutaciones en secuencias no
traducidas
GABRG2(IVSE + 2T Se predice que causara PTC en la unién del quinto y
( +2T-G) CAE/FS séptimo exon.
(Kananura et al. 2002)
GABRB3 haplotype 2 CAE Alteracion de la union del activador de transcripcion
(Urak et al. 2006) N-Oct-3.

Dénde: CAE= epilepsia benigna de ausencia infantil; GEFS+= epilepsia generalizada con crisis febriles; DS=
Sindrome Dravet; FS= crisis febriles; RE= reticulo endoplasmico; ERAD= Degradacién asociada al reticulo
endoplasmico; PTC= Codoén de terminacion prematura de la traduccion; NMD= degradacion de RNAm mediada
por mutacién terminadora. Modificado de: Macdonald, et al, (2010).42
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Estas mutaciones pueden causar diferentes efectos cuando se expresan en
diferentes regiones del cerebro y, por lo tanto, dan forma a la red neuronal de forma
diferente desde diferentes lugares. Dada la heterogeneidad fenotipica de las
epilepsias que albergan diferentes mutaciones en los diferentes genes de alguna
subunidad del receptor GABAa, es probable que el origen genético o los genes
modificadores también desempefien un papel en la epileptogénesis de los

sindromes epilépticos.*?

1. 6 GABRAL1

Gen que codifica la proteina subunidad alfa-1 del receptor del acido gamma-

aminobutirico.43

1. 6. 1 Funcion

La proteina subunidad alfa-1 esta fosforilado y mantenido funcionalmente por la
enzima glicolitica GAPDH, lo que sugiere un vinculo funcional entre el metabolismo
regional de la glucosa cerebral y las corrientes GABAérgicas ya que el mecanismo

depende de la actividad de GAPDH y ATP glucolitico producido localmente.*

1. 6. 2 Localizacion

Tamano del gen: 4686 pb

Tamarno de la proteina: 456 aa

Ubicacion molecular: pares de bases 161,847,191 a 161,899,959 en el cromosoma
5_45

Localizacion cromosomica: 5q34, que es el brazo largo (q) del cromosoma 5 en la
region 3 sub banda 4. (Ver figura 10)
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Figura 10. Ubicacién cromosomica del gen GABRA1. Modificado de: GENETICS HOME
REFERENCE*

1. 6. 3 Fenotipos

Se observa un amplio espectro de fenotipos en pacientes con variaciones en
GABRA1, e incluyen JME, IGE, sindrome de Dravet, EE, asi como pacientes con
algunas convulsiones, pero con un intelecto y desarrollo normales, y una aparente
libertad de ataques. Las caracteristicas compartidas en pacientes con variaciones
en GABRAT1 incluyen EEG con descargas generalizadas de onda en pico, la mitad
con una respuesta fotoparoxistica. Los tipos de convulsiones mas comunes son las

convulsiones tonico-clénicas y mioclénicas.**

1. 6. 4 Correlacion genotipo-fenotipo.

Actualmente, se tienen reportados diferentes pacientes con diversas variantes de
GABRAT1, sin embargo, no ha surgido una clara correlacion genotipo-fenotipo de los
casos reportados. El genotipo no ha podido explicar la heterogeneidad clinica. La
mayoria de las mutaciones en GABRA1 identificadas son mutaciones con cambio
de sentido y surgen de novo, mientras que solo aproximadamente un tercio sigue
una herencia autosémica dominante. Curiosamente, parece haber concordancia
fenotipica dentro de las familias con segregacion de mutacién y sintomas, que es
diferente de las mutaciones SCN1A, en las que el fenotipo puede diferir dentro de

la misma familia.4
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1. 6. 5 Variantes alélicas reportadas

Las variantes en el gen GABRA1 reportadas con alguna susceptibilidad a una

enfermedad o sindrome se enlistan a continuacion:

Susceptibilidad a Epilepsia mioclénica juvenil ALA322ASP. Se demostro que la
mutacion p.A322D, que se produce en el dominio transmembrana M3, provoca que
la proteina subunidad alfa-1 se pliegue incorrectamente y se degrade, reduciendo
la expresion de superficie de los receptores GABAAa al asociarse con subunidades
de tipo silvestre dentro del reticulo endoplasmatico y evitar que se localizaran a la

superficie celular.#6

Susceptibilidad a epilepsia benigna de ausencia infantil. 1-BP DEL, 975C. Se
identifico una delecion de 1 pb heterocigota de novo (975delC) en el gen GABRAT,
dando como resultado un cambio de marco de lectura y terminacion prematura de
la proteina en el coddn 328 dentro del tercer dominio transmembrana. La mutacion

estaba ausente en 292 controles étnicamente pareados.*’

Susceptibilidad a encefalopatia epiléptica infantil de inicio temprano.
GLY251SER. Identificaron una transicion de novo heterocigota c.751G-A en el gen
GABRAT1, lo que resulta en una sustitucion de gly251-a-ser (p.G251S). Los estudios
de expresion funcional in vitro en ovocitos de X./laevis mostraron que la proteina
mutante p.G251S causaba una reducciéon de 2.6 veces en la amplitud de las
corrientes inducidas por GABA, asi como una disminuciéon de 5 veces en la
sensibilidad de GABA. Se sugirié que las convulsiones se debian a un deterioro del

funcionamiento de la inhibicidn de GABA en el cerebro.*8

Susceptibilidad a encefalopatia epiléptica infantil de inicio temprano.
ARG112GLN. Se trata de una transicion heterocigotica de ¢.335G-A en el gen
GABRAT1, lo que resulté en una sustitucion Arg112-a-Gin (p.R112Q) en un residuo

altamente conservado. Se confirmd que la mutacion se produjo de novo en un
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paciente; el DNA parental no estaba disponible del segundo paciente. Los estudios

funcionales de la variante no se realizaron.*8

Susceptibilidad a encefalopatia epiléptica infantil de inicio temprano.
LYS306THR. Se identificé una transversion de novo heterocigota c.917A-C en el
gen GABRA1, dando como resultado una sustitucién Lys306-a-Thr (p.K306T) en un

residuo altamente conservado.*®

Susceptibilidad a epilepsia idiopatica generalizada. 25-BP INS. Se identificé una
insercion heterocigética de 25 pb cercana al intron 10 del gen GABRA1, lo que dio
como resultado una reorganizacién compleja de la transcripcion. El analisis de RT-
PCR de células de pacientes mostrdé que esta inserciéon daba como resultado un
defecto de empalme con retencion del intron 10, una delecién del cuarto dominio
transmembrana y la insercion de 18 aminoacidos y un codon de parada prematuro
(Lys353delins18Ter). Los estudios funcionales mostraron que la subunidad mutante
no tenia corriente en respuesta a GABA, lo que sugiere un efecto perjudicial sobre
el control inhibitorio de los circuitos neuronales. Los pacientes tenian crisis tonico-

clonicas generalizadas, afebriles y de inicio tardio, asi como fotosensibilidad.*®

Susceptibilidad a epilepsia idiopatica generalizada. ASP219ASN. Se identifico
una transicion heterocigotica G-a-A en el gen GABRAT, lo que resulta en una
sustitucion Asp219-a-Asn (p.D219N). La mutacion no se encontré en 109 controles
sanos. Los estudios de expresién in vitro demostraron que la proteina mutante se
retuvo parcialmente en el reticulo endoplasmico y que tenia disminucion en la
expresion aproximadamente en un 50% en la membrana plasmatica. Los estudios
electrofisioldgicos mostraron que la mutacion causaba una disminucién de la
amplitud de la corriente en respuesta al GABA en comparacién con el tipo silvestre
y que alteraba la cinética de la activacion del receptor, incluida una desensibilizacion
mas rapida. Los pacientes tenian crisis febriles con o sin crisis tdnico-clonicas

generalizadas y ausencia.*®
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1. 7 GABRB3

1. 7 .1 Funcion

Gen que codifica para la proteina Subunidad beta-3 del receptor de acido gamma-

aminobutirico.°

1. 7. 2 Localizacion

Tamarfo del gen: 5781 pb

Tamano de la proteina: 473 aa

Localizacién molecular: pares de bases 26, 543, 546 a 26, 773,788 en el cromosoma
15.

Ubicacién cromosomica: 15q12, que es el brazo largo (q) del cromosoma 15 en la
region 1 sub banda 2.5
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Figura 11. Ubicacion cromosomica del gen GABRB3. Modificado de: GENETICS HOME
REFERENCE.%'
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1. 7. 3 Fenotipos

GABRB3 se asocia con una amplia gama de fenotipos de epilepsia que van desde
epilepsia generalizada con crisis febriles hasta encefalopatias epilépticas de

aparicion temprana severa.

1. 7. 4 Variantes alélicas

Las variantes en el gen GABRB3 reportadas con susceptibilidad a una enfermedad

o sindrome se enlistan a continuacion:

ARG192HIS reclasificado variante de importancia desconocida. Esta variante,
anteriormente titulada INSOMNIA, ha sido reclasificada porque su asociacién con el
trastorno no ha sido confirmada. Se encontré una transicién G-a-A en el exon 6 del
gen GABRB3, que dio como resultado un cambio de Arg192-a-Su (p.R192H) en la
subunidad beta-3 madura, sefialaron que la subunidad beta-3 habia sido implicada
en los procesos del suefio de forma independiente, al observar que los ratones que

carecen de beta-3 pierden la respuesta hipnética a la oleamida.>?

Susceptibilidad a epilepsia benigna de ausencia infantil. PRO11SER. Se
identificod una transicidn heterocigoética 31C-T en el exdn 1a del gen GABRB3, dando
como resultado una sustitucion Pro11-a-Ser (p.P11S) en el péptido senal
alternativo. Un total de 3 familiares no afectados de ambas familias portaron la

mutacidn, lo que indica una penetrancia incompleta.3

Susceptibilidad a epilepsia benigna de ausencia infantil. SER15PHE. Se
identifico una transicion heterocigotica 44C-T en el exdn 1a del gen GABRB3, lo que
resulta en una sustitucion Ser15-a-Phe (p.S15F) en el péptido senal alternativo. Las
crisis de ausencia cesaron a la edad de 12 afos. La mutacion también estaba
presente en su madre y hermanastro no afectado, indicando penetrancia

incompleta. La mutacion no se identifico en 630 controles.53
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Susceptibilidad a epilepsia benigna de ausencia infantil. GLY32ARG. Se
identificd una transicion 962G-A heterocigética en el exéon 2 del gen GABRBS3, 1o
que resulté en una sustitucion de Gly32 a Arg (p.G32R). Dos familiares adicionales
con la mutaciéon mostraron anormalidades en el EEG sin crisis de ausencia, y uno

tuvo una crisis febril. La mutacion no fue identificada en 630 controles.3

Susceptibilidad a encefalopatia epiléptica infantil de inicio temprano.
ASP120ASN. Se identificd una transicion heterocigota ¢.358G-A de novo (c.358G-
A, NM _000814.4) en el gen GABRBS3, lo que resulta en una sustitucion Asp120-a-
Asn (D120N).%4

Susceptibilidad a encefalopatia epiléptica infantil de inicio temprano.
TYR182PHE. Se identificd una transversion de novo heterocigota c.545A-T (c.545A-
T, NM_000814.4) en el gen GABRB3, lo que resulta en una sustitucion Tyr182-a-
Phe (p.Y182F).%3

Susceptibilidad a encefalopatia epiléptica infantil de inicio temprano.
GLN249LYS. Se identific6 una transversion de novo heterocigética ¢.745C-A
(c.745C-A, NM_000814.4) en el gen GABRB3, lo que resulta en una sustituciéon
GIn249-a-Lys (Q249K).53

Susceptibilidad a encefalopatia epiléptica infantil de inicio temprano.
ALA305THR. Se identifico una transicién de novo heterocigota ¢.913G-A (c.913G-
A, NM_000814.4) en el gen GABRBS3, lo que resulta en una sustitucion Ala305-a-
Thr (A305T). %3
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2. JUSTIFICACION

La epilepsia es de los desordenes neuroldgicos mas comunes y con mayor
incidencia reportada anualmente en individuos de todas las edades; sin embargo,
el conocimiento actual sugiere que la epilepsia es clinica y genéticamente
heterogénea, lo que hace dificil llevar a cabo su diagnéstico y se trate de forma
certera en todos los casos reportados. Los factores heredados parecen sugerir una
susceptibilidad genética, pero, con alguna excepcion, por si solos no son capaces
de provocar manifestaciones clinicas ni siguen patrones de herencia mendelianos
clasicos. El grado de penetrancia genética puede depender en gran medida de otros
genes que, junto con los factores ambientales, pueden contribuir al desarrollo y a la
progresion de la epilepsia. En el caso especifico de las encefalopatias epilépticas,
los pacientes no siempre llegan a tener un diagndstico etioldgico, por lo que la
busqueda de variantes en los genes GABRA1 y GABRB3 contribuira con
informacion para conocer la etiologia de estos sindromes, ya que estos se han
asociado a otros sindromes epilépticos. La poblacibn mexicana presenta una
mezcla de razas que la hacen diferente a las demas poblaciones, por lo cual el
presente estudio nos permitira conocer las variantes y las frecuencias alélicas
comunes en nuestro pais, ademas de que las variantes en dichos genes pudieran

estar participando en la etiologia de la enfermedad.
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3. HIPOTESIS

Si los genes GABRA1 y GABRB3 tienen participacion en la etiologia de las
encefalopatias epilépticas, entonces pacientes con estas etiologias presentaran
variantes que pudieran modificar la funcion de las proteinas de los genes

mencionados.

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Identificacion de variantes en los genes GABRA1 y GABRB3, a través de la
secuenciacion automatizada tipo Sanger, en un grupo pacientes mexicanos con
Encefalopatias epilépticas tipo Lennox Gastaut y Dravet del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia Dr. Manuel Velasco Suaréz, para examinar si dichas

variantes podrian corresponder a la etiologia de dicha patologia.

Objetivos Particulares

e Realizar la busqueda de variantes en los exones 3,4, 5,6, 7,8,9,10y 11 en
el gen GABRAT1.

e Realizar la busqueda de variantes en los exones 1,4, 5,6, 7,8y 9 en el gen
GABRBS3.

e Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes
encontradas en los genes GABRA1y GABRB3.

¢ |dentificar si las variantes encontradas en los genes GABRA1y GABRB3 se
encuentran ya reportadas en algun otro sindrome epiléptico y encontrar una
relacion genotipo/fenotipo.

e Conocer las variantes comunes de pacientes mexicanos con Encefalopatias
epilépticas en los genes GABRA1y GABRB3

e Analizar las variantes encontradas con los scores de los programas de
GERP++ y phyloP.
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5. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN LOS GENES GABRAL Y

GABRB3 DE PACIENTES MEXICANOS CON ENCEFALOPATIAS
EPILEPTICAS, A TRAVES DE SECUENCIACION AUTOMATIZADA TIPO
SANGER.

v

Protocolo aprobado por el comité de Bioética del INNN MVS.

v

Carta de consentimiento informado.

v

. Toma muestra de sangre periférica. 4./ ~ Tubo BD Vacutainer® con
ACD

Dispositivo
Vacutainer®

v

Lisis celular y extraccion de DNA por el método de
Salting out de Cuevas-Covarrubias modificada.

'

Cuantificacion de DNA genémico mediante
espectrofotometria.

v

Gel agarosa 0.8% / ~. | Verificacion de integridad del DNA.

y
Ensayo de PCR punto final para los Genes GABRAL Y GABRB3

\ 4

Verificacién de productos de PCR — / Gel agarosa 1% /

v
Purificacion de productos de PCR

!

Reaccion de secuenciacion y purificacion mediante cromatografia de exclusion
molecular

{

Secuenciacion automatizada tipo Sanger con el Instrumento Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer.

¥

Analisis bioinformatico.
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6. MATERIAL Y METODOS.

6. 1 Carta de consentimiento informado.

El presente protocolo fue previamente sometido a aprobacion por el Comité de
Bioética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Dr. Manuel Velazco
Suaréz. A todos los sujetos participantes del proyecto se les entregd una carta de
consentimiento informado que posteriormente firmaron, donde en términos
generales se les informa cémo y con qué fin seran utilizados los datos obtenidos de

sus muestras sanguineas.

Los sujetos incluidos en el estudio, fueron pacientes que tuvieran diagnéstico para

alguna encefalopatia epiléptica y que fueran mexicanos.

6. 2 Toma de muestra

Se tomaron 3 tubos con ACD (citrato-dextrosa), de sangre periférica mediante
dispositivo Vacutainer® a pacientes mexicanos del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez, con diagnostico de encefalopatias
epilépticas tipo Lennox y Dravet , asi como a controles participantes del proyecto,
las muestras recolectadas se mantuvieron en refrigeracion para su posterior

tratamiento.

6.3 Procedimiento

6.4 Lisis y extraccién de DNA

Se llevd a cabo mediante la técnica de Cuevas-Covarrubias modificada; en esta
técnica se lleva a cabo la lisis de eritrocitos realizando aproximadamente 4 lavados
de la muestra sanguinea con el buffer TTS (triton-tris-sacarosa), centrifugando a
5000rpm durante 10 min hasta obtener el botdn leucocitario. Una vez obtenido el
boton se realizé la lisis leucocitaria agregando 570uL de NaCl 5mM y 30uL de SDS
al 10%; posteriormente se aplicd salting-out con NaCl saturado. Se realizé la

separaciéon de proteinas precipitadas mediante extraccion organica, con 600uL de
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solucion cloroformo/alcohol isoamilico (49:1), obteniendo el DNA de la fase acuosa
y precipitandolo con etanol absoluto a -20°C consecutivamente se realizaron 2
lavados con etanol al 70%. Finalmente se secd el botdn obtenido de DNA por

centrifugacion al vacio y posterior a esto se resuspendié en agua inyectable.

6. 4. 1 Integridad del DNA genémico.

Se llevo a cabo una electroforesis horizontal de agarosa al 0.8% con buffer TBE 1x
(tris base-EDTA-Ac.bdrico), utilizando GelRed™ como revelador y una mezcla de
Azul de bromofenol-Xileno cianol- Glicerol como buffer de carga. Después de
aproximadamente 1 hora y media corriendo a 100 volts, se visualizé en el
transiluminador de luz UV y se observo el nivel de degradacion del DNA extraido.
Una sola banda nitida de alto peso molecular sin restos de algun tipo de barrido

sobre el carril nos indica baja o nula degradacion de DNA.

6. 4. 2 Cuantificacion de DNA genémico mediante
espectrofotometria.

Fue utilizado un espectrofotometro Genova Nano - Jenway, utilizando para calibrar
como blanco 3L de agua inyectable por aproximadamente cada 8 muestras a leer,
para la medicién de cada muestra se colocaron 3uL de DNA gendmico en el lector
realizando este paso por duplicado para sacar un promedio de los resultados

obtenidos por el equipo.

El equipo da dos relaciones matematicas de lecturas a diferentes longitudes de
onda, la primera relacién en mostrar es la 260/280 esto debido a que los acidos
nucleicos y las proteinas tienen absorbancia maxima en 260 y 280 nm,
respectivamente. Histéricamente, la proporcion de estas absorbancias en estas
longitudes de onda se ha utilizado como una medida de pureza tanto en acidos

nucleicos como en extracciones de proteinas. Una relacién de ~ 1.8 generalmente
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se considera de una pureza aceptable el DNA y una relacién mayor de ~ 2.0 se
considera contaminacion por RNA, una relacibn menor >1.8 se considera
contaminacioén por proteinas y fenoles. Por otra parte la segunda 260/230 nos da
una idea de la existencia de contaminacion de la muestra con algun compuesto
organico o algunas sales. Los valores esperados de 260/230 son comunmente en

el rango de 2.0-2.2 para una muestra pura en acidos nucleicos.

Al tener toda la informacion tanto de cuantificacion e integridad se escogio la mejor
alicuota por muestra de acuerdo a su pureza y a lo ya mencionado y se realizaron

diluciones de estas a 50ng/pl.

6. 5 PCR punto final para los genes de GABRA1y GABRB3

Mezcla de reaccion llevada a cabo para los exones de GABRA1 y GABRBS3:

Tabla 8. Volumenes especificos para PCR punto final.

Reactivo Volumen en pL por
reaccién

10

Ol = N A

Volumen final 20
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6. 5. 1 Descripcién de primers para los genes GABRA1y GABRB3

Primers para exones del gen GABRA1

Tabla 9. Primers para los exones del gen GABRA1

Exén Forward Reverse Tamano
del
producto

3 5'ATCTAAACTGCCTCAGTC | 5'CTAAGGGAATTCAGAA 289pb
AGC3’ AACTT3’

4 5" TCAAGTTAAGATTCAGTA | 5'CTATCACAGCCTTAATT 301pb
GAAACC3’ TACCTC3’

5 5 TGTGGTGGTGAGATCTAA | 5" GCATTCCAGATCAGAC 336pb
TAAG3’ CTATTT3’

6 5’ AATTATGCACTGTCTGCG | 5’'CCTTCCACTTGTAGGC 370pb
TTAG3’ AATCA3’
5'GCATAACCCTGCAATTAT | 5°GCAAGAGATCTCTAGC 272pb
GCC3’ TATATC3’

8 5'CCTCTGGAACCATGATAT | 5" GTGAGAACTCAATGAA 327pb
AG3’ TCATTCA3’

9 5" GTACTCATAGTAAACCTC | 5" GGTATGGAAGACAAGT 285pb
AGAG3’ TATGTC3’

10 | 5’GTATGAACTGGCATCATG | 5’GTATTGGATGGAGTAT 344pb
TATG3’ GCAGAA3’

11 | 5’ATAAGGCACAGATTTAGG | 5’"GTTCTCAACGCAGTAAT | 493pb

CTGC3’

TCCCA3’
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Primers para exones del gen GABRBS3.

El gen GABRB3 posee 9 exones de los cuales solo se secuenciaron los siguientes:

Tabla 10. Primers para los exones del gen GABRB3

Forward Reverse Tamano
del
producto

5 TAGGGGCGGGGATCCCT
GCGT3’ CGGGA3’
5’AATTTGGCTGGTCGTGGA | 5ATGGTGCATGGGTGTT | 423pb
GG3’ GAATA3’
5TTTAATATCTTCCCTCACC | 5GAAAGAGGGGAAGAC | 241pb
CTGTGTA3’ ACAGAGA3’
5'CCAGCCTCTCGACTTTTCA | 5TTATAGTCCCTTCAGG | 402pb
3 GGCA3’
5TCACCCCTTTATTCGCAGA | 5GCGTGACACAAGCATT | 389pb
C3’ GCCT3’
5'CCCCTTATCTCTGACTACT | 5CTGGTCCCTGCAGCTC | 400pb
TAAAGC3’ AG3’
5'CCCTCCCCCTTATTTCATC | 5CACACACAGACACACA | 686pb
T3 AGCAG3’
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6. 5. 2 Temperaturas de alineamiento

Para la determinacién de las temperaturas de alineacion de cada producto de PCR
para los genes GABRA1 y GABRB3 se realizaron gradientes de temperatura
preparando 12 muestras de reaccion, utilizando un DNA control para cada par de

primers, la mezcla de reaccion llevada a cabo fue la siguiente:

Tabla 11. Volumenes especificos para gradiente de temperatura.

Reactivo Volumen en pL por
reaccién

10

Al = N A

Volumen final 20

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Tabla 12. Ciclos y temperaturas para el gradiente de temperatura.

Temperatura °C Tiempo
Desnaturalizacion 95 5min
inicial
Desnaturalizaciéon 95 30seg
Gradiente de Tm 50-60 30seg 9E alsllos
Elongacién 72 30seg
Elongacién final 72 7min
Refrigeracion 4 0
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Posteriormente se observaron los 12 productos obtenidos con temperaturas
diferentes en un rango de 50-60°C en un gel de agarosa al 1.5% con buffer TBE
1x, utilizando GelRed™ como revelador y una mezcla de Azul de bromofenol-Xileno
cianol- Glicerol como buffer de carga. Después de aproximadamente 1 hora y media
corriendo a 100 volts se visualizaron los diferentes geles en el transiluminador de
luz UV para elegir la temperatura ideal para cada exén, a la cual los primers

amplificaron con mayor rendimiento y especifidad el producto.

Figura 12. Ejemplo de Gradiente de temperatura.

DODEoEoEmEn

[ ]

Figura 12. Producto de PCR del ex6n 9 para el Gen GABRBS3, los carriles 1-3
presentan una banda extra de menor peso, lo que nos muestra un producto de
PCR inespecifico, podemos observar también que a la temperatura
correspondiente para el carril 5 el producto no amplifico; la temperatura escogida
fue la 8 correspondiente a una temperatura de 56.3°C, debido a que la
concentracion de producto obtenida a esa temperatura es mayor a todas las
demas y se muestra libre de algin producto inespecifico.
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Tabla 13. Temperaturas de alineamiento para los exones del gen GABRAT.

Exon m

3 50°C

4 57.3°C
5 58.9°C
6 56.9°C
7 55.5°C
8 59.3°C
9 52.4°C
10 58.9°C
11 60.8°C

Tabla 14. Temperaturas de alineamiento para los exones del gen GABRBS.

Exon Tm
1 53.9°C
55°C
50°C
56°C
50°C
58.4°C
57.3°C

O 0o N o O &




6. 5. 3 Condiciones para PCR punto final de los genes GABRALl y
GABRBS3.

Tabla 15. Ciclos y temperaturas para PCR punto final para los genes GABRA1 y
GABRB3.

Temperatura °C Tiempo
Desnaturalizacién 95 5min
inicial
Desnaturalizacion 95 30seg

Temperatura 30seg
Tm especifica para 35 ciclos
cada gen y exon

(Ver tabla 12y 13)
Elongacién 72 30seg
Elongacién final 72 7min
Refrigeracion 4 o0

6. 5. 4 Purificacion de productos de PCR mediante corte de
bandas.

Después de revelar el gel de Agarosa al 1.5% con luz UV utilizando el
Transiluminador las bandas amplificadas se cortaron y se guardaron en tubos
eppendorf. El método utilizado se basa en la precipitacion de la banda de DNA

amplificada.

Se montdé un filtro sobre un tubo eppendorf de 1.5 mL; se colocé sobre el filtro el
fragmento cortado de agarosa y se centrifugd a 13500 rpm por 10 minutos a 4°C.
Posteriormente se desechd el filtro cuidando que no se eliminara también parte del
liquido filtrado, se agregod Acetato de Sodio 3M a una proporcion final de una parte
de acetato por 10 partes del filtrado, agregando también dos volumenes de etanol

absoluto frio a un volumen del filtrado mezclando brevemente en el vortex e

53



Incubando durante 20-30 minutos a -20°C. Posterior a esto se centrifugd a 13500
rom por 15 minutos a 4°C y desecho el sobrenadante por decantacion, finalmente
se agregaron 100 pl de etanol al 70% frio, se centrifugd a 13500 rpm por 10 minutos
a 4°C, se desecho el sobrenadante y secd durante 20 minutos por centrifugacioén al

vacio sin calor.

6. 6 Reaccion de secuenciacion

Para la secuenciacion de los exones amplificados se utilizé BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystems™, el cual estd basado en
electroforesis capilar de fragmentos de PCR con la incorporacién de ddNTP’s

marcados con diferentes fluoroforos.

6. 6. 1 Mezcla de reaccion para la secuenciacién

La mezcla fue la misma para ambos genes.

Tabla 16. Volumenes especificos para la reaccion de secuenciacion para ambos

genes.

Reactivo Volumen en pL por

reaccion

Volumen final
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6. 6. 2 Condiciones de reaccion de secuenciacion para los genes
GABRAl1ly GABRBS3.

Tabla 17. Ciclos y temperaturas de reaccion de secuenciacion para los genes
GABRA1 y GABRBS.

Temperatura °C Tiempo

Desnaturalizacion 96 30”

inicial

Desnaturalizacién 95 307

Tm 50 10" 25 ciclos

Elongacién 60 4’

Elongacién final 72 1

Refrigeracion 4 0

6. 6. 3 Purificacion de reaccion de secuenciacion.

Se llevo a cabo mediante cromatografia de exclusién molecular, utilizando columnas
rellenas de Sephadex G-50, hidratandolas con 800ul de agua inyectable y
centrifugando a 3000 rpm a 21°C por 2 min, decantando el contenido en un tubo
colector, para posteriormente colocar en el centro del gel Sephadex G-50 el
producto de la reaccién de secuenciacion, se centrifugé de igual manera a 3000 rpm
a 21°C por 2 min para de esta forma recuperar fragmentos de DNA con tamafos
superiores a 16pb excluyendo asi impurezas de menor peso molecular. La muestra
fue recuperada en un tubo eppendorf de 1.5mL y se procedié a secar sin calor por
centrifugacion al vacio (se cuidd que no se expusiera a la luz durante este proceso)

por aproximadamente 45 min o hasta que ésta se encontré perfectamente seca.

55



6. 7 Secuenciacion

Los productos de la reaccion de secuenciacion completamente secos fueron
resuspendidos en 14 uL de formamida, y fueron cargados en una placa de 96 pozos,
posterior a esto, se centrifugd la placa a 4000 rpm por 3 min para la eliminacion de
burbujas de aire y sometida a una desnaturalizacion a 95°C durante 5 min en el

termociclador.

Las muestras fueron secuenciadas en el Instrumento Applied Biosystems 3130

Genetic Analyzer.

6. 8 Consulta de bases de datos

Se consultaron las siguientes bases de datos para la busqueda de las frecuencias
alélicas de las variantes encontradas: Navegador ExXAC (Beta)
http://exac.broadinstitute.org/ , Proyecto de secuenciacién del exoma del NHLBI
(ESP) http://evs.gs.washington.edu/EVS/ y el Navegador del genoma Ensembl 92
https://www.ensembl.org/ .

6. 9 Analisis de GERP++ y phyloP

Se consultaron los scores de conservacion de nucleétidos para cada variante
encontrada dados por los algoritmos de los programas de GERP++ y phyloP para
mamiferos y vertebrados. Estos fueron consultados en el navegador Genoma
https://genome.ucsc.edu/, esta informacion esta disponible en la version del 2009
ensamble GRCh37/hg19.
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7. RESULTADOS

Para el gen GABRA1 se analizaron 21 pacientes con encefalopatias epilépticas tipo

Lennox y Dravet.

Se encontraron algunas variantes ya reportadas como

polimorfismos los cuales se muestran a continuacion en la tabla 18.

Tabla 18. Resultados generales de las variantes encontradas en el gen GABRA1

mediante secuenciacion.

No. E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11
paciente

1 N N N N N N N  rs2279020 N
2 N N N N N N N  rs2279020 N
5 N N N N N rs11135172 N  rs2279020 N
8 N N N N N N N  rs2279020 N
10 N N N N N N N  rs2279020 N
1 N N N N N N N  rs2279020 N
13 N N N N N N N  rs2279020 N
15 N rs1129647 N N N rs11135172 N  rs2279020 N
18 N rs1129647 N N N rs11135172 N  rs2279020 N
21 N N N N N N N  rs2279020 N
24 N rs1129647 N N N rs11135172 N  rs2279020 N
26 rs41275339 N N N N N N  rs2279020 N
31 N rs1129647 N N N N N N N
34 N rs1129647 N N N rs11135172 N rs2279020 N
35 N rs1129647 N N N rs11135172 N  rs2279020 N
37 rs41275339 rs1129647 N N N rs11135172 N rs2279020 N
44 N N N N N N N  rs2279020 N
45 N N N N N N N  rs2279020 N
46 N N N N N N N  rs2279020 N
47 rs41275339 N N N N N N  rs2279020 N
48 N N N N N rs11135172 N  rs2279020 N
Total 3 7 0 0 0 8 0 20 0

Donde N= muestra normal es decir no se encontraron variantes al leer el

electroferograma.
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Tabla 19. Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes encontradas para el gen GABRA1

Pacientes con Encefalopatias epilépticas MAF reportadas en base de
datos
Hombres [n=16] Mujeres [n=5] Ambos | ExAC 1000 GO-ESP
Variante SEXO0S genom
es
Frecuencias genotipicas Frecuencias Frecuencias Frecuencia | MAF | Latinos | MXL EA AA
alélicas genotipicas alélica
rs41275339 A/A AT T/T A T AA | AIT | T/T A T f(T) f(T) f(T) f(T) f(T)
[16] [0] [] 2] | [38] | [0]
1 0 0 1 0 04 | 0.6 0 0.7 | 0.3 | 0.071 | 0.104 | 0.070 | 0.064 | 0.027
rs1129647 T/T T/C C/C T C T/T | TIC| CIC T C f(C) f(C) f(C) f(C) f(C)
[12] [4] [] 2] | [2] | [1]
0.75 0.25 0 0.875 | 0125 | 04 |04 | 02 | 06 | 0.4 | 0191 | 0.213 | 0.266 | 0.272 | 0.130
rs11135172 T/T TIG G/G T G TT | TIG| GIG T G f(G) f(G) f(G) f(G) f(G)
[10] [6] [0] 81 | [2] | [O]
0.625 | 0.375 0 0.813 | 0.187 | 0.6 | 0.4 0 0.8 | 0.2 | 0.191 | 0.194 NR 0.234 | 0.071
rs2279020 A/A G/A G/G A G A/A | GIA | GIG A G f(G) f(G) f(G) f(G) f(G)
8] [8] [0] (11 [ 81 | [1]
0.5 0.5 0 0.75 025 (02 |06 | 02 |05 |05 | 0310 | 0.291 | 0.352 | 0.341 | 0.404

Se buscaron los MAF ya reportados en diferentes poblaciones del mundo y se compararon como se puede observar en la
tabla 18 para de esta manera poder observar si las frecuencias eran similares en los datos encontrados en el presente
trabajo y en los ya reportados. Dénde: MAF= Alelo de menor frecuencia; MXL= Ascendencia mexicana en los Angeles,
California; EA= Euroamericanos, AA= Afroamericanos; NR= no reportado.
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A continuacién se muestran las variantes encontradas en los pacientes, observadas

en los electroferogramas obtenidos mediante el programa Sequencing Analysis 5.3.

I 11 1 1 11 T T I D D (R U DN N B
T G G G 2] C T C T T T T T T T
14|15 l?ﬁ liﬂ l?ﬂ 199 1%0 151 152 153 1§4 1§5 155 1%’7 1%8 159 1§D lgl 1@2 1?3 1?4 1||55 1§5 lg’? l§ﬂ l§9 l?D

Figura 13. Electroferograma de paciente 26 que muestra variante rs41275339 con
genotipo heterocigoto A/T sefialado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.
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Figura 14. Electroferograma de paciente 15 que muestra variante rs11296470 con
genotipo heterocigoto T/C sefialado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.
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Figura 15. Electroferograma de paciente 31 que muestra variante rs1129647 con
genotipo homocigoto C/C sefalado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.

I B T T I R B
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I.I53 2.?4 2.?5 2.I55 2.|5'? 2?8 2.|59 2?0 2?1 2?2 2?3 2?4 2?5 2?5 2?7 2?3 2?9 2?0 2?1 2?2 2?3 2?4 2|5

Figura 16. Electroferograma de paciente 24 que muestra variante rs11135172 con
genotipo heterocigoto T/G sefialado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.
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Figura 17. Electroferograma de paciente 24 que muestra variante rs2279020 con
genotipo heterocigoto G/A sefialado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.
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Figura 18. Electroferograma de paciente 24 que muestra variante rs2279020 con
genotipo homocigoto A/A sefialado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.
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A continuacion se muestran graficos de barras haciendo comparacion de MAF
reportados en diferentes poblaciones.

Variante rs41275339

0.12
0.1
0.08
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H MAF
0.04
0.02
0
Pacientes Latino Asia oriental Asia del sur
con EE

Figura 19. Frecuencias reportadas de diferentes poblaciones comparadas con los resultados
obtenidos para la variante rs41275339 en pacientes con encefalopatias epilépticas. Donde: MAF=
Alelo de menor frecuencia; MXL= Ascendencia mexicana en los Angeles, California; EA=
Euroamericanos, AA= Afroamericanos.
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Figura 20. Frecuencias reportadas de diferentes poblaciones comparadas con los resultados
obtenidos para la variante rs1129647 en pacientes. Donde: MAF= Alelo de menor frecuencia; MXL=
Ascendencia mexicana en los Angeles, California; EA= Euroamericanos, AA= Afroamericanos.
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Variante rs11135172
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Figura 21. Frecuencias reportadas de diferentes poblaciones comparadas con los resultados
obtenidos para la variante rs11135172 en pacientes con encefalopatias epilépticas. Dénde: MAF=
Alelo de menor frecuencia; EA= Euroamericanos, AA= Afroamericanos.
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Figura 22. Frecuencias reportadas de diferentes poblaciones comparadas con los resultados
obtenidos de la Variante rs2279020 para pacientes con encefalopatias epilépticas. Donde: MAF=
Alelo de menor frecuencia; MXL= Ascendencia mexicana en los Angeles, California; EA=
Euroamericanos, AA= Afroamericanos.
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Para el gen GABRB3 se analizaron 20 pacientes con encefalopatias epilépticas tipo

Lennox Gastaut y Dravet.

polimorfismos los cuales se muestran a continuacion en la tabla 20.

Se encontraron variantes ya reportadas como

Tabla 20. Resultados generales de las variantes encontradas en el gen GABRB3

mediante secuenciacion.

No. Exo6n | Exon Exoén 5 Exoén | Exéon Exo6n 8 Exon
paciente 1 4 6 7 9
1 N N N N N N N
2 N N N N N rs3751582 N
5 N N N N N rs3751582 N
8 N N N N N rs3751582 N
10 N N N N N N N
11 N N N N N rs3751582 N
15 N N N N N rs3751582 N
18 N N N N N rs3751582 N
21 N N N N N rs3751582 N
24 N N N N N rs3751582 N
26 N N N N N rs3751582 N
31 N N N N N N N
34 N N N N N rs3751582 N
35 N N N N N rs3751582 N
37 N N N N N N N
44 N N N N N rs3751582 N
45 N N rs201953456 N N N N
46 N N N N N N N
47 N N N N N rs3751582 N
48 N N N N N rs3751582 N
Total 0 0 1 0 0 14 0

Donde N=muestra normal es decir no se encontraron variantes al leer el electroferograma.
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Tabla 21. Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes encontradas para el gen GABRBS3.

Pacientes con Encefalopatias epilépticas MAF reportadas en base de
datos
Hombres [n=15] Mujeres [n=5] Ambos | ExAC 1000 GO-ESP
Variante Sexos genom
es
Frecuencias genotipicas | Frecuencias Frecuencias Frecuencia MAF | Latinos | MXL EA AA
alélicas genotipicas alélica
rs201953456 G/G G/C C/iC G C G/IG | GIC |C/C| G C f(C) f(C) f(C) f(C) f(C)
[14] (1] [] [3] 0] | [0]
0.93 0.07 0 1 0 1 0 0 1 0 0.025 | 0.0005 0 0.0002 0
21 32
rs3751582 T/T T/C C/iC T C T/T T/C |[C/IC| T C f(C) f(C) f(C) f(C) f(C)
[4] [9] [2] [2] 1 | [2]
0.27 0.6 0.13 | 0.57 | 043 0.4 02 [ 04 | 05| 05 0.45 0.366 | 0.391 0.275 | 0.475

Se buscaron los MAF ya reportados en diferentes poblaciones del mundo y se compararon como se puede observar en la
tabla 20 para de esta manera poder observar si las frecuencias eran similares en los datos encontrados en el presente
trabajo y en los ya reportados. Dénde: MAF= Alelo de menor frecuencia; MXL= Ascendencia mexicana en los Angeles,
California; EA= Euroamericanos, AA= Afroamericanos.
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A continuacién se muestran las variantes encontradas en los pacientes, observadas

en los electroferogramas obtenidos mediante el programa Sequencing Analysis 5.3.
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Figura 23. Electroferograma de paciente 45 que muestra la variante rs201953456 con
genotipo heterocigoto G/C sefalado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.
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Figura 24. Electroferograma de paciente 24 que muestra la variante rs3751582 con
genotipo heterocigoto T/C sefalado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.
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Figura 25. Electroferograma de paciente 47 que muestra con la variante rs3751582 con
genotipo Homocigoto C/C sefialado con la flecha. Imagen obtenida del software
Sequencing Analysis 5.3.

A continuacion se muestran graficos de barras haciendo comparacion de MAF
reportados en diferentes poblaciones.

Variante rs201953456
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Figura 26. Frecuencias reportadas de diferentes poblaciones comparadas con los resultados
obtenidos para la variante rs201953456 en pacientes con encefalopatias epilépticas. Donde: MAF=
Alelo de menor frecuencia; MXL= Ascendencia mexicana en los Angeles, California; EA=
Euroamericanos, AA= Afroamericanos.
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Figura 27. Frecuencias reportadas de diferentes poblaciones comparadas con los resultados
obtenidos para la variante rs3751582 en pacientes con encefalopatias epilépticas. Dénde: MAF=

Alelo de menor frecuencia; MXL= Ascendencia mexicana en los Angeles, California; EA=
Euroamericanos, AA= Afroamericanos.

Tabla 22. Scores de conservacion de nucleétidos para cada variante encontrada

Gen Variante Cambio | Cambio | GERP++ | phyloP phyloP
nt aa mam vert
GABRA1 | rs41275339 CIT n/a -2.01 -0.21261 1.41226
GABRAL1 | rs1129647 CIT Sinénimo 0.283 0.453339 | -0.908583
Gly

GABRA1 | rs11135172 G/T n/a -1.14 -0.62771 | 0.0926929
GABRA1 | rs2279020 AIG n/a -0.304 | -0.68850 | 0.0906535
GABRB3 | rs201953456 C/IG n/a -0.456 | -0.24718 | 0.00507874
GABRB3 | rs3751582 CIT n/a -7.23 -2.20995 | -0.0910394

Los resultados presentes en esta tabla fueron tomados de la pagina de Genome browser®®
%6.57.58,60  donde mediante una base de datos se pueden revisar los scores dados por los
algoritmos de los programas de GERP++ y phyloP para mamiferos y vertebrados. Dénde:
nt= nucleétido; aa= aminoacido; mam= mamifero; vert= vertebrados; n/a= no
correspondiente al caso.
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Tabla 23. Datos clinicos de pacientes del presente estudio. Primera parte.

1 M 31 anos | 9mesescondxdesx | CTCG Interrogados y Anormal | Politerapia rs2279020
de Dravet Negado
2 M 34 afos | 8 meses con dx de sx CM Interrogados y Anormal | Politerapia | rs2279020, rs3751582
de West y Negado
posteriormente con dx
de sx Lennox
5 M 32 afios 2 afos con dx de sx CTCG | Abuela maternay | Anormal | Politerapia rs11135172,
Lennox tio paterno rs2279020, rs3751582
8 M 37 anos 6 afos con dx de sx CTCG Interrogados y Anormal | Politerapia | rs2279020, rs3751582
de Lennox Negado
10 M 20 afos 2 anos con dx de sx CPS Interrogados y Anormal | Politerapia rs2279020
Lennox Negado
11 M 36 anos | 15 afios con dx de sx CPC Interrogados y Anormal | Politerapia | rs2279020, rs3751582
Lennox Negado
13 M 13 afios | 3 dias de nacido con CTCG Interrogados y Anormal | Politerapia | rs2279020, rs3751582
dx de sx Lennox Negado
15 M 31 afos | 3mesescondxdesx | CTCG Interrogados y Anormal | Politerapia rs1129647,
Lennox Negado rs11135172,
rs2279020, rs3751582
18 M 34 afios | 3 meses con dx de sx CM Abuelo materno | Anormal | Politerapia rs1129647,
Lennox rs11135172,
rs2279020, rs3751582
21 M 27 afios 3 afos con dx de sx CTCG Tio materno Anormal | Politerapia | rs2279020, rs3751582
Lennox
24 F 19 afios | 12 anos con dxde sx | CTCG Bisabuela Anormal | Politerapia rs1129647,
Lennox rs11135172,
rs2279020, rs3751582
26 F 24 afos 3 afnos con dx sx CAY Tia materna Anormal | Politerapia rs41275339,
Lennox CTCG rs2279020 rs3751582

Pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez, los cuales firmaron una carta de conocimiento
informado, donde otorgaban el permiso para la utilizacion de los datos clinicos en el presente trabajo. Donde: CTCG: Crisis Tonico
Clonica Generalizada, CPC: Crisis Parcial Compleja, CPS: Crisis Parcial Simple, CM: Crisis Mioclonicas. Autoria Propia.
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Tabla 24. Datos clinicos de pacientes del presente estudio. Segunda parte.

31 F 25 afos | 6 mesescondxdesx | CTCG Tio materno Anormal | Politerapia rs1129647,
de Dravet y
posteriormente dx de
sx Lennox
34 M 26 afios | 12 meses con dx de sx CM Interrogados y Anormal | Politerapia rs1129647,
West y posteriormente Negado rs11135172,
con dx de sx de rs2279020, rs3751582
Lennox
35 M 31 afios | 3 meses condxdesx | CTCG Interrogados y Anormal | Politerapia rs1129647,
Lennox Negado rs11135172,
rs2279020, rs3751582
37 F 30 afios | 1afio 7 mesescondx | CTCG Interrogados y Anormal | Politerapia rs41275339,
de sx de Lennox Negado rs1129647,
rs11135172,
rs2279020
44 M 40 afios | 1 mes condxdesxde | CTCG Interrogados y Anormal | Politerapia | rs2279020, rs3751582
Dravet Negado
45 M 35 afios | 9mesescondxdesx | CTCG Tio paterno Anormal | Politerapia rs2279020,
Dravet rs201953456
46 M 36 afios Desde el nacimiento CPS Madre Anormal | Politerapia rs2279020
con dx de sx Lennox Tia materna
Prima materna
47 F 27 afios | 14 afos con dx de sx CPC Interrogados y Anormal | Politerapia rs41275339,
Lennox Negado rs2279020, rs3751582
48 M 20 aflos | 2mesescondxdesx | CTCG | Tiamaternacon | Anormal | Politerapia rs11135172,
West crisis de rs2279020, rs3751582
Posteriormente dx de ausencias
sx de Lennox

Pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez, los cuales firmaron una carta de conocimiento
informado, donde otorgaban el permiso para la utilizacion de los datos clinicos en el presente trabajo. Donde: CTCG: Crisis Tonico
Clénica Generalizada, CPC: Crisis Parcial Compleja, CPS: Crisis Parcial Simple, CM: Crisis Mioclénicas. Autoria Propia.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En la presente investigacion se realizd secuenciacion tipo Sanger en busca de
variantes en los genes de GABRA1y GABRB3y se encontraron en total 6 variantes,
4 correspondientes en el gen GABRA1 y 2 correspondientes en el gen GABRBS3.
Las variantes mencionadas reportadas en las tabla 18 y tabla 20 fueron consultadas
en la base de datos de Ensembl®'62:63.646566 todas la variantes se encontraban
reportadas para diferentes poblaciones. Se realizé una comparaciéon de las MAF de
las diferentes poblaciones reportadas contra la poblacién estudiada con EE (Tabla
19 para el gen GABRA1 y Tabla 21 para el gen GABRB3).

Los resultados de la comparacion de las MAF para el gen GABRAT fueron los
siguientes: la variante rs41275339 del exon 3 se trata de una variacion de un solo
nucleotido A/T, que no es codificante. La MAF reportada para mexicanos residentes
en Los Angeles California y el encontrado en el presente trabajo es muy similar
siendo el primero de 0.070 y el segundo 0.071 respectivamente, con respecto a los
Latinos su variacion es ligeramente mayor con una frecuencia de 0.104(ver figura
19), al contrario a la poblacion afroamericana cuya frecuencia es de 0.027
considerablemente menor a la poblacién mexicana. Por otro lado al analizar la MAF
en estos pacientes con EE, la variante solo fue encontrada en mujeres sin embargo
no hay informacion acerca de qué esto siempre ocurra, por lo que pudo deberse al

azar encontrar solo mujeres dentro de nuestra muestra.

La variante rs1129647 del exoén 4, variacidon de un solo nucleétido C/T, no hay
cambio de aminoacido, dado que la variacion da como resultado el mismo
aminoacido glicina. La frecuencia de 0.191 para nuestros pacientes es ligeramente
menor a las reportadas en diferentes poblaciones, excepto para la poblacion
afroamericana cuya frecuencia de 0.130 es menor a las demas reportadas (ver
figura 20).

La variante rs11135172 del exdn 8, variacion de un solo nucleétido G/T, no da como
resultado algun cambio de aminoacido, porque se encuentra en regidn no

codificante. La MAF para poblacidon mexicana no habia sido reportado hasta ahora
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por lo que se compard con la frecuencia reportada en latinos y resulto ser bastante
similar, 0.191 y 0.194 respectivamente, siendo la poblacion afroamericana

nuevamente la de menor frecuencia con respecto a las demas (ver figura 21).

La variante rs2279020 del exén 10, es una variacién de un solo nucledétido A/G no
da como resultado algun cambio de aminoacido, porque se encuentra en regién no
codificante. La MAF de nuestros pacientes de 0.310 es ligeramente menor al
reportado en poblacién mexicana resiente en los Angeles California de 0.352, con
respecto a la poblacion de Asia oriental esta es menor con respecto a las demas

(ver figura 22).

Los resultados de la comparacion de MAF para el gen GABRB3 fueron los
siguientes: la variante rs201953456 del exon 5 se trata de una variacion de un solo
nucleotido C/G que no da como resultado algun cambio de aminoacido, porque se
encuentra en region no codificante, la MAF encontrada es significativamente mayor
al reportado en diferentes poblaciones (ver figura 26); sin embargo, al revisar los
scores (ver tabla 22) para observar el grado de conservacion de la secuencia con
GERP++ y phyloP, no se encontré que la secuencia donde se da el cambio de
nucledtido estuviera conservada, no obstante no se descarta que la variante pueda
tener significancia en la enfermedad y posiblemente tratarse de un SNP de riesgo,
al realizar sinergia junto con otras variaciones en diferentes genes. Cabe mencionar

que el paciente encontrado con la variante es paciente con Sindrome de Dravet.

La variante rs3751582 del exdn 8 es una variacion de un solo nucledtido C/T que
no da como resultado algun cambio de aminoéacido, porque se encuentra en regién
no codificante. La MAF encontrada en nuestros pacientes de 0.45 es ligeramente
mayor al de mexicanos residentes en los Angeles California de 0.391, la frecuencia
de la variante resulté ser mayor en la poblacién de Asia Oriental, con respecto a

todas las demas (ver figura 27).

Con excepcién de la variante rs201953456, las frecuencias fueron similares en las
poblaciones ya reportadas y en nuestros pacientes, por lo que de acuerdo a los
criterios de clasificacion de variantes que recomiendan la National Human Genome

Research Institute (NHGRI), el American College of Medical Genetics (ACMG) y al
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Laboratorio de Servicios Clinicos de lllumina (ICSL), podemos clasificar nuestras
variantes segun la evaluacion y la concordancia de la evidencia disponible, como
probablemente benigno; debido a que la frecuencia de las variantes fueron similares
en nuestra poblacién estudio como en la poblaciéon general en funcién a la
prevalencia de la enfermedad y a que la variante no se encontré conservada y / o
se predice que es bien tolerada, en el presente estudio se predice el tipo de
clasificacion en la que podrian ser acomodadas dichas variantes de acuerdo con las

pautas establecidas.5"-68

A pesar de no haber encontrado una diferencia con respecto a las MAF, se prosiguio
a revisar los scores de las variantes (ver tabla 22), scores que se buscaron en la
pagina de Genome Browser®%:56.57.58.59.60 gstos se realizaron por dos programas
GERP++ y phyloP, que a groso modo el objetivo de estos programas es que
mediante un algoritmo, al alinear multiples secuencias (Para GERP++ 33 especies
de mamiferos, phyloPmam especies de mamiferos y phyloPvert especies de
vertebrados) con el genoma humano, nos permite saber si un nucleétido especifico
de interés del genoma esta significativamente conservado o no durante la evolucién.
De acuerdo al algoritmo usado para el programa de phyloP el score va de -14 a 3
siendo 3 una secuencia con alta conservacion a lo largo de la evolucién, por lo que
al revisar este analisis en los nucledtidos donde se encuentran los cambios se
demostré que no se trataban de nucleétidos conservados durante la evoluciéon. De
acuerdo al algoritmo de GERP++ el score va desde -12.3 a 6.17, siendo 6.17 el mas
conservado, por lo que al revisar los scores de nuestras variantes observamos que

no se tratan de nucledtidos conservados.t®

Por otro lado al realizar el analisis de los datos clinicos, se pudieron encontrar los
siguientes datos de relevancia. Son conocidos los factores de riesgo para la
epilepsia; sin embargo, tras revisar los expedientes médicos se encontré que solo
el 76% de los pacientes de nuestra muestra estuvieron expuestos a algun factor de
riesgo, los cuales se describen a continuacion (los siguientes porcentajes son en
relacion con la muestra total de los pacientes): el 43% de los pacientes presenta
antecedentes de epilepsia en su familia y de este 43%, el 78% es herencia por parte
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de la madre, el 10% de las madres de los pacientes presentaron problemas
prenatales del tipo de amenaza de aborto, el 29% de los pacientes presentd hipoxia
perinatal y el total de estos pacientes comenzaron a presentar sus crisis epilépticas
en los primeros meses de vida, el 5% de los pacientes presentd septicemia
perinatal, el 5% presentd disgenesia cerebral y el 5 % de los pacientes presento
esclerosis mesial. Por otro lado el 24% de los pacientes que no presentaron algun
factor de riesgo, pero que aun asi presentan la enfermedad, no existe una
explicacion médica aparente para la etiologia de su enfermedad por lo que es
importante seguir indagando en busca de variantes en genes propuestos como

candidatos para las encefalopatias epilépticas.

En su totalidad los pacientes de nuestro estudio presentan anormalidades en sus
electroencefalogramas, siendo las disfunciones generalizadas punta onda lenta la
actividad cerebral mas comun entre ellos. Otro dato de relevancia es que el 100%
de nuestros pacientes se encuentra en la actualidad bajo un tratamiento de
politerapia para lograr controlar sus crisis epilépticas y psicoticas y el 48% de estos
a lo largo de su enfermedad fueron sometidos a un tratamiento quiriurgico como la
callostomia y el estimulador vagal. Cabe mencionar que el 19% de nuestros
pacientes a lo largo de su enfermedad tuvo mas de un diagnéstico, a pesar de la
importancia de la identificacion de genes causales o variantes para que se pueda
hacer diagnéstico molecular, pretendiendo que sea mas rapido y preciso; y en un
futuro de este modo pudiera ayudar a predecir la respuesta al tratamiento o la
identificacion de nuevos blancos terapéuticos, en lo que se llega a esto, se debe dar
a la tarea de desarrollar un método o encontrar un patron clinico para poder
diagnosticar con acierto este tipo de enfermedades ya que las pautas conocidas
hasta ahora para diferenciar una encefalopatia epiléptica de otra no son del todo

precisas.
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9. CONCLUSIONES

Cabe a destacar que esta investigacion fue pionera en la busqueda de variantes en

los genes GABRA1 y GABRBS3 para pacientes con encefalopatias epilépticas tipo

Lennox Gastaut y Dravet y de acuerdo a los objetivos planteados y los resultados

obtenidos:

Se encontraron en total 6 variantes, 4 correspondientes para el gen de
GABRA1 y dos correspondientes al gen GABRB3 en pacientes
encefalopatias epilépticas tipo Lennox Gastaut y Dravet.

Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes
encontradas y se compararon con las frecuencias ya reportadas de diferentes
poblaciones del mundo, donde no se encontraron diferencias entre las
frecuencias de la poblacién mexicana ya reportadas y nuestros pacientes con
encefalopatias epilépticas, con excepcion de la variante rs201953456 cuya
frecuencia fue mayor a todas las demas. Sin embargo al realizar busqueda
en literatura no se encontraron hallazgos de que estuviera relacionada a
alguna patologia y al buscar los scores dados por GERP++ y phyloP para el
nucledtido donde se da el cambio, éste no se encontré6 conservado en la
evolucion.

Se determind que la informacion existente acerca de este tipo de epilepsias
es carente para lograr dar a los pacientes un diagnostico certero ya que al
19% de nuestros pacientes (en relacion con nuestra muestra total) tuvieron
mas de un diagnostico a lo largo de su vida y el 24% de ellos no poseen una
explicacion etiolégica a su enfermedad, lo cual da importancia a trabajos
como este que indagan en la busqueda de variantes en genes propuestos
para la identificacion de la etiologia de este grupo de enfermedades, que se
sospecha es genética, de acuerdo a los hallazgos que se han encontrado
acerca de estas enfermedades, pudiendo dar un diagndstico molecular que
seria de mayor precisién y rapidez, dando certeza al clinico para llevar a cabo
el tratamiento y prondstico adecuado segun sea el caso del paciente,

teniendo como fin mejorar la calidad de vida de los pacientes.
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