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1. Resumen

La Epilepsia Refractaria (ER) se ha asociado a aberraciones gendmicas, y en varios
estudios cientificos a partir de la aplicacion de tecnologias moleculares como los
microarreglos se han demostrado hotspots de alteraciones cromosomicas en
pacientes con esta condicion.

Este trabajo plantea una metodologia piloto para la deteccién de variantes del
namero de copias del DNA gendmico en pacientes colombianos con ER para
esclarecer elementos de la arquitectura genética de esta condicion, mediante el
estudio de microarreglos de genotipificacion (aCGH/SNP).

Logramos demostrar en el 15% de los casos analizados que existen rearreglos
gendmicos que podrian estar asociados con la refractariedad a los tratamientos
farmacolégicos: Una duplicacion en 22g11.1 y una delecion 19913.11-q13.12 en
uno de los pacientes, una delecién homocigota en 1p36 y una duplicacion 18p11.31
en otro, y en el tercer paciente una delecion de la region cromosémica Xg28.
Consideramos que los genes comprometidos por las CNV detectadas son con
mayor probabilidad modificadores del fenotipo epiléptico, bien sea por accién directa
0 por su asociacion con otros genes en multiples redes bioldgicas, a las cuales
intentamos aproximarnos. Ademds, todos los pacientes estudiados son
portadores del alelo C (CC) para el SNP rs10517402 localizado en el gen
EPHX1, que se relaciona con necesidad de menores dosis de determinados

farmacos para el control de las crisis epilépticas.



Dado que la tecnologia de microarreglos se presta como método de tamizacion
genOmica para detectar tanto anomalias estructurales como SNVs/SNPs
relacionados con enfermedad, por relativa baja en sus costos en los ultimos afios
propiciada por el aumento en su uso, y segun nuestros resultados, proponemos al
array CGH como estudio de primera linea en pacientes con ER idiopaticas, tanto
para la aproximacion diagnostica como para el analisis del impacto terapéutico.

Se requiere ademas que el conocimiento derivado de este tipo de trabajos pueda
aplicarse en estudios de caracter funcional, en lo que como grupo de investigacion

gueremos ser pioneros.



2. Marco Conceptual

La Organizacion Mundial de la Salud define la epilepsia como un trastorno cerebral
cronico caracterizado por la predisposicion a presentar crisis epilépticas recurrentes
de etiologia diversa, y a todos los fendmenos clinicos y psicosociales que se
relacionan. Es de anotar que una crisis epiléptica se define como un evento
neurolégico autolimitado consecuencia de la descarga anormal neuronal, con

manifestaciones clinicas variables [1].

Epidemiologia

La epilepsia es una patologia frecuente que afecta aproximadamente 50 millones
de personas en todo el mundo [2]. Es m&s comun en nifios 0 en personas mayores
de 60 afios de edad y en individuos con trastornos del desarrollo o el aprendizaje;
es controversial si los varones son ligeramente mas propensos a desarrollar
epilepsia que las mujeres. Se cree que unos 200 desordenes genéticos pueden
incluir como sintoma manifestaciones epilépticas y hasta en un 30% de los

pacientes se encuentran antecedentes familiares de la condicion [2].

En el Reino Unido, se estima que 1 de cada 50 personas tendra un diagndéstico de

epilepsia en algun momento en su vida [3]. En los Estados Unidos, un 3% de los

habitantes tendra este diagnodstico antes de los 80 afios de edad. Alli, se reportan
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200.000 nuevos casos de epilepsia cada afio, siendo entre 75.000 y 100.000 nifios

menores de 5 afios de edad [4].

En Latinoamérica, se ha reportado una prevalencia general de 17 por cada 1.000
habitantes [5]. Colombia es el tercer pais latinoamericano con mayor prevalencia de
epilepsia, con un maximo de 33,1 por cada 1.000 habitantes, superado por

Guatemala y México [5].

En Colombia se han hecho varios estudios sobre la epidemiologia de la epilepsia,
encontrdndose una alta variabilidad interregional. El estudio neuroepidemiolégico
nacional EPINEURO [6] incluyé pacientes en 5 zonas del pais: Bogota, Valle,
Antioquia, Santander y la Costa Atlantica, pertenecientes tanto a poblacion rural
como a urbana. EI muestreo total reunia 8.910 personas, de las cuales, después de
una evaluacion inicial, 130 fueron seleccionadas como casos (posibles epilépticos)
para ser evaluados por un neurdlogo especializado. De ellas, 101 recibieron
diagnoéstico de epilepsia, en tanto 29 fueron diagnosticados con crisis febriles,
pseudocrisis, sincope, y otros diagndésticos diferenciales de la epilepsia. El ultimo
estudio epidemiolégico realizado en Colombia reporta una prevalencia de 11 por
cada 1.000 habitantes [7]. La Liga Central Contra la Epilepsia de Bogota habia
reportado previamente que de las consultas de primera vez el 53% se
diagnosticaban como crisis focales, el 40% como crisis generalizadas y hasta un
6% quedaban como indeterminadas [8]. Utilizando diferentes estrategias, el grupo

de Roselli D et al. [9] publicé recientemente un articulo en el que hablan sobre la

11



carga de la enfermedad epiléptica en Colombia, representada en DALYs (Disability
Adjusted Life Years), para el afio 2012. Se encontrd que la epilepsia es la causa del
0.88% de todas las muertes en Colombia. Un total de 5.25 DALYs por cada 1.000
afios-por-persona se pierden debido a la epilepsia en Colombia, de los cuales el
75% corresponden a mortalidad prematura, con un mayor impacto en la poblacion
masculina que en la femenina (6.12 vs. 4.41 DALYSs). Adicionalmente, se reporta
que mas del 40% de las crisis se presentan por primera vez antes de los 15 afios,
de forma similar a lo reportado en la literatura internacional [6] y que, aunque la
prevalencia de epilepsia en Colombia parece ir disminuyendo con el tiempo, se
encuentra todavia al menos dos veces mayor que la prevalencia reportada en

paises desarrollados.

Etiologia

La epilepsia es un trastorno multifactorial. Internacionalmente se acepta que puede
tener causas genéticas, metabdlicas, estructurales, o indeterminadas. Se han
descrito tres factores genéticos que se asocian con la predisposicién a presentar

crisis epilépticas [10]:

- Variaciones interindividuales en genes/loci de susceptibilidad.
- Trastornos monogénicos con epilepsia como sintoma cardinal (por
ejemplo esclerosis tuberosa).

- Disfuncion genética de la excitabilidad cerebral y la sincronia neuronal.
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Las lesiones cerebrales adquiridas también producen susceptibilidad a presentar
crisis epilépticas: las displasias del desarrollo cortical, la esclerosis del hipocampo,
tumores, lesiones postrauméaticas, ataques cerebrovasculares, infecciones y

estados toxicos o metabdlicos [11].

Las crisis epilépticas se originan por una alteracion entre la actividad inhibitoria y
excitatoria de las neuronas cerebrales, en la que caracteristicamente hay una
descarga eléctrica hipersincronica (mas aumentada que lo normal). Este
desequilibrio en la actividad neuronal se manifiesta con diferente semiologia
dependiendo del foco epileptogénico, es decir, del lugar del cerebro en donde se
haya dado la alteracion de los mecanismos reguladores de las descargas [12]. Asi,
cuando el foco epileptogénico afecta la corteza homuncular para el miembro
superior, es probable que la primera manifestacion de la crisis sea una actividad
motora desorganizada de esa extremidad. En el caso de las crisis generalizadas,
se cree que las manifestaciones clinicas se deben al compromiso hipotalamico, del

diencéfalo e incluso del tronco cerebral [12].

En las epilepsias adquiridas, por ejemplo las postrauméticas, se ha encontrado
evidencia de que la pérdida neuronal induce a una reorganizacion del tejido nervioso
que es aberrante, alterando los mecanismos de las sinapsis entre las neuronas que

permanecen y aumentando la transmision excitatoria [11].
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La fisiopatologia de las crisis focales es distinta a la de las crisis generalizadas:
aunque la excitabilidad celular estd incrementada en ambas, los mecanismos de
sincronizacion de las neuronas difieren. Las crisis de inicio focal se caracterizan por
una descarga epileptiforme interictal (durante la crisis) de un conglomerado
pequefio de neuronas de la corteza cerebral, causada por una despolarizacion
prolongada dependiente de calcio, seguida de una hiperpolarizacion. Estas
descargas no necesariamente conducen a crisis y solo se produce epilepsia
(propension a presentar crisis recurrentes) cuando existe una alteracion

permanente de los mecanismos que las regulan [11]:

a. Disminucidn/ausencia de la inhibicion de los receptores gabaminérgicos [11].

b. Activacion defectuosa de los receptores GABA (Acido Gama Amino Butirico) [11].
c. Disregulacion del calcio intracelular [11,13,14].

d. Activacion aumentada de los receptores NMDA (N-metil D-aspartato) [11,15, 16].
e. Hipersincronizacién neuronal por interacciones no sinapticas [17,18].

f. Alteraciones del circuito talamo-cortical [11,19,20].

Clasificacion

La International League Against Epilepsy (ILAE — Liga Internacional contra la
Epilepsia) propuso la primera clasificacion de las epilepsias hacia 1970 [21,22]
basada en el tipo de crisis relacionadas, las caracteristicas en el

electroencefalograma (EEG), la etiologia y la edad de manifestacion. Sin embargo,
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existia entonces gran variabilidad entre los criterios que cada neurélogo utilizaba
para definir cada una de las variables, por lo que se hizo necesario redefinirlas: en
1981 se propuso clasificar las crisis epilépticas como focales (parciales) o
generalizadas [23]. Se subdividi6 a las crisis focales como simples, aquellas que no
comprometian el estado de conciencia, o complejas, aquellas en que si habia
compromiso. Se propuso que las crisis focales podian tener generalizacion
secundaria y que algunos tipos de crisis no podian ser clasificadas. Esta
clasificacion fue complementada en el afio de 1985 [24] con la publicacion de la
Propuesta de Clasificacion de Epilepsias y Sindromes Epilépticos. En 1989 la
comision de terminologia de la ILAE introdujo los términos idiopatico, criptogénico y

sintomatico para orientar el diagnoéstico y facilitar el manejo de las epilepsias [25].

En la década de los 90’s se hicieron varios intentos para mejorar la clasificacion de
las epilepsias, iniciando con el de Luders et al. [26]. En el afio de 1997, la ILAE crea
un Grupo Central (Task Force — Core Group) en su comision de terminologia,
encargado de la revision de la clasificacion de 1981 adn vigente y la propuesta de
una nueva clasificacion para las epilepsias y los sindromes epilépticos. Se cre6
inicialmente el enfoque para la clasificacién de acuerdo con 5 ejes principales [10]:
El eje 1 hace referencia a la descripcion detallada de las crisis epilépticas; el eje 2
hace referencia al tipo de crisis segun la localizacion cerebral por EEG vy
neuroimagenes; el eje 3 en el que se establece el diagndstico a partir de la lista de
sindromes previamente aceptados como epileptogénicos; el eje 4 que hace

referencia a la etiologia de las crisis; el eje 5, que define el compromiso del paciente
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y revisa su calidad de vida. A partir de él, se propuso en 2010 una serie de

modificaciones para la clasificacion vigente [27,28] (Tabla 1):

Tabla 1. Clasificacion de las epilepsias - 2010 (ILAE).

Clasificacion de las epilepsias

Primarias Secundarias

Metabdlicas / Genéticas De causa desconocida Secuelares Enfermedades

Estructurales

Simples Focales Focales
Focales Generalizadas

Generalizadas
Complejas
Focales

Generalizadas

La nueva clasificacion redefine la crisis generalizada: “aquella que se origina en
algun punto dentro de las redes neuronales distribuidas bilateralmente y se difunde
rapidamente”, en estructuras corticales y subcorticales y que pueden no afectar a la
totalidad de la corteza cerebral [29]. Asi, las crisis focales serian todas aquellas que
pueden originarse en la zona cortical o subcortical “dentro de las redes neuronales

|”

limitadas a un hemisferio cerebral” [29]. También elimina los tres subtipos

etioldgicos propuestos y los sustituye por [27]:

Epilepsias genéticas, causadas por un defecto genético identificable,
es decir, asociadas a un sindrome o enfermedad en el que las crisis

constituyen el sintoma cardinal.
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- Epilepsias de causa estructural o metabdlica cuando hay un trastorno
estructural o metabdlico definido que se ha asociado con el aumento del

riesgo de presentar crisis convulsivas recurrentes.

Epilepsias de causa desconocida.

Adicionalmente, la Comision de Clasificacién y Terminologia de la ILAE propone
como nuevo criterio de clasificacion al grado de especificidad para asociarse a un

sindrome [27,30]:

- Los sindromes electroclinicos son el tipo de epilepsias con mayor
especificidad sindromica, es decir, aquellos que por sus caracteristicas
clinicas, signos y sintomas definen facilmente un sindrome distintivo.

- Las constelaciones son los sindromes epilépticos que siguen en
especificidad, que pueden asociarse a lesiones especificas u otras causas
que los hacen reconocibles.

- Las epilepsias de causa estructural o metabdlica que no tienen un
patron electroclinico caracteristico serian el siguiente grupo.

- Las epilepsias de causa desconocida tendrian la menor especificidad
sindrémica. Segun la comision de terminologia de la ILAE, en este grupo

‘poco especifico’ se incluye mas de la tercera parte de todas las epilepsias.

Al revisar cuidadosamente el documento publicado en 2010 por la ILAE [27] no se

propone realmente ninguna clasificacion nueva para las epilepsias: la comisioén de
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terminologia de la ILAE parece considerar que la organizacion de los sindromes
epilépticos no debe ser rigida sino flexible, “para reflejar que comprendemos la
complejidad de la neurobiologia” y recomienda organizar los distintos tipos de
epilepsia segun los criterios Utiles para cada paciente y cada escenario. Sin
embargo, hay que reconocer el esfuerzo de los miembros de la comision de
terminologia de la ILAE por mantener el interés por las epilepsias. Este documento
ha recibido fuertes criticas, quizds mas que las primeras clasificaciones y sus
dicotomias, siendo para algunos autores [28,31,32,33] nada mas que un reporte del
trabajo de varios afios de la comision de terminologia, pero que no puede ser

utilizado como guia real en la practica clinica de manera comprehensiva ni universal.

Recientemente, al inicio del afio 2016, la ILAE presentd una clasificacion
operacional nueva (revisada) de las epilepsias y algunos términos que se utilizan
para definirlas. Las modificaciones en esta nueva clasificacion incluyen la peticion
de hacer uniforme en el lenguaje médico que el término ‘parcial’ se cambie por
‘focal’, que se reconozca cémo clasificar una crisis epiléptica que no fue
presenciada, que se eliminen términos de confusién como eran ‘discognitivo’,
‘parcial simple o compleja’, ‘secundariamente generalizada’, entre otros, y
reconocer como tipos de epilepsia a las crisis focales ténicas, clonicas, atonicas,
mioclonicas y a los espasmos epilépticos (espasmos infantiles), a la luz del nuevo

conocimiento clinico y la evidencia cientifica [1].
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Tratamiento

Los Farmacos Antiepilépticos (FAE) constituyen el manejo inicial para la mayoria de

pacientes con epilepsia [34,35].

Los FAE clasicos o tradicionales presentan algunos problemas en la practica, pues
hasta hace unos 30 afios no era bien entendido su metabolismo e interacciones y
frecuentemente presentaban efectos adversos que disminuian tanto la adherencia
como la tolerabilidad de los pacientes hacia el farmaco [35]. A partir de 1990
empiezan a incluirse, como FAE nuevos, drogas con menores efectos adversos
reportados, con mejor tolerabilidad, mayor adherencia de los pacientes a los
tratamientos, mas estudiados, con rutas metabdlicas menos complejas, pero con

una eficacia similar a la de los FAE clasicos [34,35].

El término ‘Epilepsia Refractaria’ hace referencia, en general, a crisis convulsivas
recurrentes no controlables con la medicacion antiepiléptica. Su definicion precisa
ha sido controvertida [36,37,38] y diferentes sociedades médico-cientificas han
propuesto cambios en el diagnostico de farmacorrestencia acordes con los nuevos

conocimientos y FAE disponibles.
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Epilepsia Refractaria

Desde cualquier punto de vista, es importantisimo empezar a definir la
refractariedad como un concepto dinamico: cuando calificamos a un paciente como
farmacorresistente, asumimos que sera improbable controlar sus crisis con nuevos
cambios de medicacidén y habra que buscar otras opciones, a las que el paciente
podria o0 no responder de manera adecuada; adicionalmente, se puede responder
muy bien al inicio de un tratamiento farmacoldgico novedoso, pero expresar
fenotipos de refractariedad a medida que transcurre el tiempo [39]. El diagndstico
de refractariedad es ademéas observador dependiente: no todos los neurélogos
utilizan los mismos criterios para su definicién, a pesar de los mdltiples intentos de

diferentes sociedades cientificas por unificarlos.

La ILAE propone cuatro criterios basicos para enfocar el diagnostico [27]:

a. Que con certeza el paciente sufra de epilepsia, excluyendo episodios
paroxisticos de otra naturaleza (por ejemplo, los espasmos del sollozo en
edades muy tempranas o episodios sincopales de etiologia a determinar en

pacientes mayores).

b. El nimero de FAE fallidos. Si a un paciente con epilepsia se han
prescrito dos esquemas antiepilépticos diferentes (monoterapias o

combinaciones de FAE) de forma consecutiva y aun no logra el control de las
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crisis, es de esperar que los cambios posteriores tengan una muy baja
probabilidad de éxito [34]. Lo anterior responde a la descripcion clasica que
dice que aproximadamente un 40% de los pacientes se controlaran con la
prescripcién de un solo FAE, un 11% adicional necesitaran el cambio por un
segundo esquema, y solo un 5% mas podria lograr el cese de las crisis con

la adicion de un tercer FAE o la combinacién de dos esquemas [39].

C. La frecuencia de presentacion de las crisis, que se refiere no solo al
namero de crisis en un periodo de tiempo determinado, sino al impacto de

esas crisis en la calidad de vida del paciente.

d. La duracion de las crisis, el criterio mas dificil de establecer y unificar
en su uso. ¢Cuanto tiempo debemos esperar para considerar como
refractario a un paciente con crisis no controladas, si la respuesta al
tratamiento es dinAmica? Hay que tener en cuenta que la refractariedad
puede tener un curso de recurrencia/remision/recurrencia/remision o no

modificarse con el tiempo ni la medicacion.

En general, la ILAE define la ER como aquella en la que se ha producido el fallo del
tratamiento con dos esquemas antiepilépticos (bien en monoterapia o0 en
combinacion) indicados segun el tipo de epilepsia y adecuadamente tolerados como

para esperar que se deberia alcanzar una remision mantenida [27].
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La ILAE considera que un paciente esta respondiendo al manejo cuando lleva
controlado al menos tres veces el periodo de tiempo mas largo que ha estado sin
crisis en el ultimo aflo antes de la nueva intervencidon o durante 12 meses
(cualquiera que sea el periodo mas prolongado) [34]. Para entender mejor la
definiciobn anterior: Si un paciente tiene una crisis cada 8 meses, tendria que
permanecer al menos 2 afos sin crisis para considerar que esta respondiendo al
nuevo tratamiento. Por otra parte, un paciente que tiene una crisis semanal deberia
estar al menos 12 meses sin crisis para considerar que ha respondido a la nueva
intervencidn, dado que este es ‘el periodo de tiempo mas largo’ segun el criterio
mencionado previamente. Si en los casos anteriores se llegara a presentar
recurrencia de las crisis antes de cumplir el tiempo establecido, se consideraria falla
del tratamiento. Aquellos pacientes que no puedan clasificarse de acuerdo con
alguno de los criterios (frecuencia, duracién o numero de FAE fallidos) caben en
los términos ‘indefinido’ e ‘indeterminado’, a la espera de que cumplan o no los

criterios y se modifique su diagnastico [27].

Estudios han sugerido que factores neurobiolégicos propios de un individuo pueden
estar relacionados con la severidad del cuadro epiléptico y la respuesta a FAE
[40,41]: Neuroinflamacion, aumento constitutivo de la transmision sinaptica
excitatoria, cambios en la inhibicion por ciertos neurotransmisores, muerte celular
neuronal por diferentes causas, y patrones aberrantes de inervacion dependientes
de un crecimiento axonal anormal (Figura 1). Todos ellos se creen directa o

indirectamente influenciados por genes cuyo patron de expresidon es muy
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caracteristico en el tejido epiléptico farmacoresistente, diferente al patrén en otras
patologias cerebrales, por ejemplo en tejido cerebral de pacientes con enfermedad
de Alzheimer [42]. La expresion de dichos genes puede verse alterada por
diferentes mecanismos, y se ha descrito que la variacion en el niumero de copias de
la region del genoma que los contiene o polimorfismos de riesgo o severidad
parecen tener una gran carga de patogenicidad, y si tenemos en cuenta que muchas
formas de epilepsia tienen una arquitectura genética susceptible de estudio [43,44],
se podria concluir que alteraciones en uno o varios genes podrian relacionarse con
el mecanismo causante no solo de las crisis convulsivas sino de fenotipos como la
refractariedad a FAE. Entender todos estos mecanismos que pueden llevar a
epileptogénesis o0 a resistencia a medicamentos crea oportunidades para descubrir

y desarrollar nuevos blancos terapéuticos mas eficientes.

Epilepsia Refractaria en nifios

La epilepsia en América Latina tiene una distribucion bimodal, siendo mayor en las
dos primeras décadas de la vida y luego a partir de la sexta década [45]. A pesar de
que en estos pacientes la mortalidad es hasta 2 veces mayor que en la poblacion
general, los nifios en quienes se inician manejos tempranos y adecuados tienen
buen prondstico y, al igual que en los adultos, entre un 65 a 70% de ellos logran el
control de las crisis después de al menos un afio de tratamiento antiepiléptico con
monoterapia, quedando un 30 a 35% que desarrolla ER y puede requerir cirugia
[45]. En Colombia el comportamiento de la refractariedad en nifios es similar a lo

reportado en la literatura internacional, segun los datos epidemiologicos
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Liga Central contra la Epilepsia [6,8].
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Trastornos genémicos

Las enfermedades genéticas que reconocemos tradicionalmente son las monogénicas o
mendelianas, las cromosomopatias, las enfermedades mitocondriales, o bien las patologias
de etiologia multifactorial. Recientemente, el advenimiento de técnicas de biologia molecular
de dultima generacion ha permitido encontrar variacion genomica relacionada con
enfermedad, fuera de los mecanismos causales descritos y que no coinciden

especificamente con los patrones de herencia clasicos [46].

A finales de la década de los 90’ se acui6 el término de ‘Trastorno Gendémico’ para definir
los fenotipos no causados por mutaciones puntuales sino por rearreglos cromosémicos o de
fragmentos mas pequefios de DNA que resultaban en inestabilidad de la arquitectura

gendmica [47].

En efecto, la variacion estructural puede producir CNV implicadas en enfermedades de
herencia mendeliana e incluso de herencia compleja como son la obesidad y algunos
trastornos neurobiolégicos, y en enfermedades de aparicion esporadica [48]. El fenotipo
dependera del tipo de rearreglo y los genes comprometidos, por diferentes mecanismos
como son efectos de dosis génica, disrupcion génica, alteraciones espaciales no toleradas
(hairpins, estructuras cruciformes), o por desenmascaramiento de regiones de

homocigosidad o alelos recesivos [49].

Los rearreglos causales de trastornos gendmicos surgen predominantemente durante
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eventos de recombinacién no alélica entre cromosomas homaologos (NAHR), aunque otros
mecanismos moleculares también han sido descritos [46]. Actualmente, los trastornos
genomicos y los eventos NAHR se consideran una de las principales causas de multiples
enfermedades humanas [46,50], puesto que se ha descrito incluso que varios trastornos

mendelianos se originan en rearreglos cromosomicos.

Microarreglos para el estudio de Trastornos Genomicos

En 1923 se consiguio por primera vez observar simultaneamente todos los cromosomas de
un nudcleo celular humano. Pero fue hasta 1956 que la revista Hereditas publicaba que
investigadores habian demostrado que la dotacion genética humana es de 46 cromosomas
[51]. Desde entonces, la practica de la citogenética ha sido testigo de numerosas
innovaciones: técnicas de bandeo cromosomico, hibridacion in situ fluorescente (FISH), el
cariotipo espectral (SKY), y la hibridacién genédmica comparativa (CGH), ahora realizada por
medio de tecnologia de microarreglos (aCGH) y acoplada recientemente al analisis de
variantes de nucleétido Unico (SNV) y polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) para

configurar el aCGH/SNP.

El aCGH/SNP se trata de un método que ofrece un analisis genémico completo a una mucha
mayor resolucion, que permite identificar regiones del genoma con ganancia y pérdida de
material genético (deleciones, duplicaciones, variaciones en el niamero de copias de
cromosomas completos o regiones especificas) que pueden estar asociadas con multiples

enfermedades tanto en pacientes pediatricos como adultos, e informacion especifica sobre
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SNV/SNP con muy buen cubrimiento.

Para procesar un aCGH/SNP primero se extrae el DNA genomico del paciente de interes,
gue posteriormente serd marcado y mezclado en un chip de microareglos con muestras de
referencia (controles) como complementos cromosomicos diploides o muestras para
pareamiento de sexo, y con las sondas propias del microarreglo que se hibridaran con las
regiones especificas del genoma completo con las que tienen complementariedad, con una
alta densidad, para identificar ganancias o pérdidas tan pequefias como de entre 5 a 10 Kb
en las regiones target (las de mayor interés o los conocidos Hot Spots) y de 300 a 500 Kb
en otras areas del genoma, en los arreglos tradicionales. Los resultados son analizados
mediante la comparacion de diferentes intensidad de fluorescencia que se emiten tras la
hibridacion del DNA del paciente y las sondas Vs. los especimenes de referencia y las
sondas, mediante softwares especificos y tratamientos bioinforméticos que permiten, tras
analizar a la luz de lo reportado en regiones variables pertenecientes a la poblacién general,
determinar las aberraciones numeéricas que son significantes. Es frecuente que, tanto para
diagndstico como para investigaciéon, cualquier cambio clinicamente relevante en el nimero
de copias de una region de DNA sea ademas confirmado a través de otro método (por
ejemplo FISH), o que se analicen muestras de DNA de los padres del paciente para definir
si un cambio es heredado o de novo y facilitar su significado, es decir, el andlisis de su

posible patogenicidad [52].

Los primeros chips para microarreglos utilizaban una tecnologia conocida como ‘printing’, en

la que las sondas eran suavemente colocadas en una placa de vidrio. La sintesis in situ
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permitia que los oligonucledtidos se esamblaran uno a uno, base por base, en la superficie
del chip. Sin embargo, las sondas que se podian construir de esta forma permitian coberturas
de fragmentos gendmicos cortos, de entre 20 y 50 kb, por lo que rapidamente estos métodos
se reemplazaron por microarreglos de mayor densidad. Inicialmente, los Bead Arrays
constaban de una placa en cuyos pozos se localizaban de forma aleatoria multiples copias
de los mismos tipos de sondas sobre matrices en forma de perla (microesferas), y de alli su
nombre. Utilizando fibra Optica y tecnologia de rapida lectura de sefial se logré optimizar la
construccion y el posterior analisis informatico de los chips [53]. Los microarreglos con

tecnologia bead son muy populares para genotipificacién y secuenciacién de DNA [52].

También se encuentran disponibles en el mercado microarreglos electronicos que se utilizan
hasta ahora para analisis de expresion, bien sea transcriptomica o proted6mica. Cada chip de
microarreglo se compone en este caso por aproximadamente 100 sitios de microelectrodo
en donde el volumen de muestra sera distribuido valiéndose de las propiedades eléctricas
de los fragmentos de acido nucleico o proteinas que permiten, con el soporte de procesos
guimicos, la hibridacion de las regiones target con las sondas complementarias (solo ocurre

hibridacién en los sitios eléctricamente activos) [52,53].

Un método de tecnologias intermedias entre los anteriormente mencionados es el
microarreglo de suspension, en el que en microesferas en solucién se realiza la captura de
los fragmentos de interés en el DNA de la muestra por hibridacion directa y competitiva [54].
Decimos que es intermedia a las anteriores porque su matriz de silicona tiene una cubierta

adicional metdlica que actia como electrodo primario, y que en asociacioén con un segundo

28



electrodo hecho a partir de fibra de vidrio y 6xido de indio (ITO) crea una corriente eléctrica
a través de la placa, para permitir la difusion de la muestra por electroforesis. Se utiliza
primordialmente para deteccidon de polimorfismos en sistemas multiplex a partir de
anticuerpos, por marcaje con diferentes fluorocromos (658 a 712 nm de emision de luz

infraroja) que en distintas concentraciones demostraran firmas espcetrales propias [54].

En general, el estudio de aCGH de baja/mediana resolucion es utilizado como un screening
primario a fin de permitir diagnosticar personas con rasgos dismorficos inexplicados,
defectos del nacimiento, retrasos mentales y del desarrollo inexplicados, anomalias multiples
congénitas, autismo o presencia de un desbalance genémico. Puede ser en otros casos
complementario o reemplazo de un examen de FISH, o confirmatorio en casos de encontrar
desbalances numéricos o estructurales en cariotipos en los que se desea establecer la carga

genética [52,54,55].

Diagndéstico molecular en epilepsia y otras enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neuroldgicas, particularmente las neurodegenerativas y aquellas de

herencia compleja, han representado siempre un reto diagnéstico a nivel molecular,

considerando que, por ejemplo, hasta un 40% de todas las epilepsias se estiman de origen

genético.
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Figura 2. Esquema del procedimiento general que sigue un experimento de microarreglos.

En el centro, se observa una placa (Chip) que contiene diferentes sondas oligonucleotidicas sintéticas que van a permitir la hibridacién del
acido nucleico extraido y preparado a partir de la muestra probando. Este chip puede tener una matriz sélida o de solucién homogénea en
la que ocurriran las reacciones de hibridacion, los posteriores lavados, la emisién de fluorescencias, y que segun el disefio del experimento
permitird que diferentes tipos de analisis o andlisis de multiples muestras sean llevados a cabo de forma simultanea. En esta gréfica, se
mencionan alrededor del esquema de la placa las aplicaciones mas importantes de este tipo de experimentos. En el panel superior e
inferior se deja ver con poco detalle los dos mas grandes tipos de microarrgelos: Genotipicacion (panel superior) y Exprecion (panel
inferior).

* Tomada y modificada de Hoheisel JD. [55].
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Entre los afios 2010 a 2014 diferentes investigadores han empleado plataformas de
aCGH/SNP (Affimetrix, Illumina, Nimblegen, Roche) para la coleccién de datos gendémicos y
el analisis posterior, y han encontrado alteraciones gendmicas aberrantes (Variantes en el
numero de copias — CNV, Polimorfismos de nucleétido unico - SNP), los cuales pueden tener
un papel relevante para el entendimiento fenotipo-patologico de la enfermedad, sin embargo,
ninguno de estos estudios ha sido realizado en iberoamerica y ninguno de ellos se ha

planeado en poblacion pediatrica.

Desde la introduccion del FISH se pudieron detectar anomalias subteloméricas hasta en el
5% de los pacientes con retardo mental (RM) ‘idiopatico’ y alguna malformacion, y ahora
con el uso de aCGH/SNP se detectan estas anomalias al menos en un 10% de los pacientes
con RM sin ninguna malformacién, lo que significa que en efecto se ha ampliado el horizonte

del diagndstico etioldgico con esta tecnologia [56].

Cooper et al. compararon los resultados de estudios de aCGH/SNP en 15.767 nifios con
alteraciones intelectuales (incluido autismo y epilepsia) y defectos congénitos Vs. 8.329
adultos sanos, encontrando que regiones genémicas de hasta 400 Kb difieren entre ellos de
forma estadisticamente significativa, o que representa un riesgo de mas de 20 veces en los
pacientes de padecer RM [57]. Ahora, el aCGH/SNP ofrece una gran ventaja que consiste
en gue puede realizarse a padres e hijos simultaneamente, con el fin de saber de forma mas

agil si la entidad se hereda.
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De acuerdo a las recomendaciones del Colegio Americano de Genética Médica (ACMG), en
su publicacion Array-based technology and recommendations for utilization in medical
genetics practice for detection of chromosomal abnormalities, el estudio personalizado de

aCGH/SNP se recomienda para [56,58]:

- Pacientes con multiples anomalias que no sugieran un sindrome genético especifico.

- Autismo.

- Paciente con retraso en el crecimiento, del lenguaje después de realizar otras técnicas
como el FISH.

- Enfermedades complejas en que se sospeche trastorno gendmico como causa.

Sin embargo, no todas las caracteristicas de la técnica de microarreglos garantizan un

diagndstico de certeza, es decir gue como toda prueba diagnéstica esta sujeta a errores de

sobre y subestimacioén, por lo que sus resultados se deben analizar con reserva [56,58].
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Figura 3. Recomendaciones actuales para el estudio genético en epilepsias. El estudio de

pacientes con epilepsia a partir de aCGH se ha recomendado en casos en que se sospecha un trastorno genémico de base, en individuos
que ademas tienen como comorbilidad otros fenotipos neurolégicos como RM, rasgos autistas u otros trastornos del comportamiento, o
en pacientes con dismorfismo.

* Tabla tomada sin modificacion del texto de Berkovic S. et al. [59].

Table 1 | Genetic testing in patients with epilepsy

Genetic test Detects Indication Consequence

Current relevance

CGH array*** Copy number variation Epilepsies with (comorbid) intellectual disability, autism  Counselling
or dysmorphic features

Karyotyping*'#**®  Large-scale chromosomal abnormality ~ Suspected ring chromosome 20 Diagnosis

Gene panel*®s=  Known mutations in (typically) 20-25  Epileptic encephalopathies Diagnosis

genes
HLA typing?®® Risk allele associated with Probable Han Chinese or South Asian ethnic origin AED choice
hypersensitivity to carbamazepine
SCN1A>+=s Mutations in sodium channel type 1a  Dravet syndrome Diagnosis
AED choice

SLEIA 703 108 Mutations in GLUT1 GLUT1 encephalopathy Ketogenic diet
Early-onset childhood absence epilepsy Diagnosis
Paroxysmal exertional dyskinesia

PCDH19%*22 Mutations in protocadherin 19 Female patients with clustered focal seizures (onset Counselling
under 3 years of age) and often with intellectual disability

Probable future relevance

GRIN2A™-75 Mutations in NMDA receptor subunit €1  Landau-Kleffner syndrome Counselling
Epilepsy-aphasia spectrum disorders

DEPDC5®=-7 Mutations in DEP domaincontaining 5  Familial focal epilepsy with variable foci Counselling
Most common mutation in focal epilepsy

KCNT178.77 Mutations in potassium channel, Autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy Counselling

subfamily T, member 1

Epilepsy in infancy with migrating focal seizures

Seven widely available genetic tests have important management consequences that every neurologist should know about, and another three are likely to
become of clinical importance soon. Abbreviations: AED, antiepileptic drug; CGH, comparative genomic hybridization; GLUT1, glucose transporter protein type 1;

HLA, human leukocyte antigen; NMDA, N-methyl-o-aspartate receptor.
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3. Planteamiento del problema

En Colombia, el comportamiento epidemioldgico de la epilepsia es semejante al presentado
en paises en via de desarrollo (11.3 afectados por cada 1000 habitantes) pero mayor al
observado en paises industrializados [7]. Se estima que aproximadamente el 40% del total
de afectados continua padeciendo crisis a pesar de un tratamiento farmacolégico dirigido al
tipo de epilepsia que padezca el paciente y elegido segun las directrices de las guias de
manejo nacionales e internacionales, lo que que incrementa los gastos publicos relacionados
con el control de la enfermedad dados por el aumento en los costos de medicacion por
paciente (mas medicamentos para controlar las crisis representan un mayor costo), la
discapacidad en términos de ausentismo laboral o escolar segun la edad del paciente, la
morbimortalidad, e incluso la mortalidad por otras causas como el suicidio [6,7,8]. Ad portas
de un nuevo modelo de atencion en salud, se hace necesario proponer metodologias de
diagnodstico y que permitan el enfoque del tratamiento farmacolégico individualizado en

pacientes con ER, para contribuir a la disminucién de estas cargas.

Es asi que diferentes estudios han sugerido que existen factores neurobiolégicos propios de
cada paciente pero que pueden ser comunes entre varios y que pueden estar relacionados
tanto con la severidad del cuadro epiléptico como con la respuesta a FAE [40,41], como lo
son fenbmenos de neuroinflamacion, el aumento constitutivo de la transmision sinaptica
excitatoria, cambios en la inhibicion por ciertos neurotransmisores, muerte celular neuronal
por diferentes causas, y patrones aberrantes de inervacién dependientes de un crecimiento

axonal anormal. Todos estos factores neurobiol6gicos estan directa o indirectamente
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influenciados por genes que participan en vias de sefalizacion y que tienen un patrén de
expresion muy caracteristico en el tejido epiléptico farmacoresistente, diferente al patron que
se encuentra para otras patologias cerebrales, por ejemplo en tejido cerebral de pacientes
con enfermedad de Alzheimer [42]. La expresion de dichos genes puede verse alterada por
diferentes mecanismos, pero se ha descrito ya que las aberraciones cromosOmicas en
regiones que los contienen, cambios en el nimero de copias del gen en el genoma o
polimorfismos de riesgo o severidad parecen tener una gran carga de patogenicidad, y si
tenemos ademas en cuenta que muchas formas de epilepsia tienen una arquitectura
genética que es susceptible de estudio [43,44], se sugiere que las alteraciones en uno o
varios genes podrian relacionarse con el mecanismo causante no solo de las crisis
convulsivas sino de fenotipos de la epilepsia, como la refractariedad a medicamentos. Para
evaluar dichas alteraciones gendmicas contamos actualmente con un amplio arsenal de
estudios moleculares que permiten, con muy buena resolucién y elevadas tasas de
sensibilidad y especificidad, detectar aberraciones cromosémicas que no son visibles a la
citogenética convencional, esto es principalmente microdeleciones y microduplicaciones en
genes o regiones cromosémicas, 0 SNVs/SNPs que pueden asociarse a diferentes eventos
de enfermedad [60]. En la actualidad, la tecnologia mas utlizada para el estudio de variacion
en el numero de copias génicas y otro tipo de anomalias submicroscopicas es el estudio de
microarreglos, similares a los chips de computador, que permiten el analisis simultaneo de
varias regiones de un genoma, con lo cual se acortan los tiempos de respuesta y los costos
gue implica el analisis no de uno sino varias secuencias del DNA [61]. También promisorio
es el uso de las técnicas de Secuenciacién de Siguiente Generacion (NGS) para el

diagndstico mas acertado de la etiologia de la epilepsia, mas que para el estudio de sus
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fenotipos propios. Cabe anotar que tanto los microarreglos como las técnicas de
secuenciacion de siguiente generacion se han vuelto cada vez mas asequibles por la baja

en los precios en el mercado y su uso masivo para diagndstico e investigacion.

Dicho todo lo anterior, surge en el grupo de investigacion el siguiente interrogante: ¢Es
posible proponer a los microarreglos, aCGH o aCGH/SNP, como estudios de primera linea
para detectar rearreglos gendmicos y SNPs relacionados con epileptogénesis en los
pacientes que padecen fenotipos de mayor severidad y, en etapas posteriores, evaluar el
papel de esos rearreglos encontrados en farmacoresistencia mediante la proposicion de
redes de interaccidn génica, que permitan a futuro explicar mejor por qué un paciente
responde bien o mal a determinado tratamiento, y dirigir un manejo farmacoldgico
individualizado segun sus caracteristicas genéticas, como se hace en la actualidad para

otras patologias como diferentes tipos de cancer?.
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4. Justificacion

Ni en Colombia ni en Latinoamérica se cuenta con datos gendmicos relacionados con
epilepsia y sus fenotipos de severidad. De hecho, es limitada también la evidencia de
caracterizacion clinica de las subpoblaciones con ER en los paises hispanohablantes. Es alli
donde cobra importancia ampliar el estudio clinico y molecular en nuestra poblacién, pues
conocerla nos permitira sin duda ofrecerle mejores opciones de diagndstico, tratamiento,

seguimiento y asesoramiento del prondstico.

Dado el auge de la tecnologia de microarreglos como método de tamizacion genodmica, la
relativa baja en sus costos en los ultimos afios propiciada por el aumento en su uso, y la
necesidad de explorar los perfiles genéticos de la epilepsia y la farmacorresistencia en
nuestro medio, se considera interesante plantear a esta metodologia como el piloto para la
aproximacion diagndstica — y en el futuro terapéutica — de los pacientes a estudio. La
metodologia de analisis de datos por microarreglos mas utilizada es hasta ahora el
microarreglo de expresion, que analiza parte de o todo el transcriptoma de un organismo.
Sin embargo, en este estudio utilizaremos al aCGH/SNP puesto que permite detectar
especificamente a los trastornos gendmicos de los que existe ya evidencia de posible
patogenicidad relacionada con fenotipos epileptiformes: deleciones, duplicaciones,
microdeleciones, microduplicaciones, y como plus la identificacion de SNV/SNP y pérdidas

de heterocigosidad (LOH).
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El trabajo de McMahon et al. es el primero identificado en la literatura cientifica en proponer
al aCGH como método para la deteccion de trastornos gendmicos asociados a ER [62],
describiendo en 2 de 20 pacientes analizados rearreglos cromosomicos posiblemente
asociados con este padecimiento. Posteriormente aparecer un par de articulos mas en la
literatura que no solo evallan pacientes con ER sino con otros fenotipos neurolégicos
[63,64], y hacia 2012 nuevamente un grupo de investigacion utiliza a los aCGH para el
estudio diagndstico de pacientes con ER [65]. En varios de estos estudios pudimos identificar
vacios metodologicos entre los que cuenta una ‘deficiencia’ en la especificidad para
seleccién o exclusién de los pacientes a estudiar, y con esta propuesta esperamos superar
esas dificultades para mejorar el alcance diagndstico de las técnicas moleculares que se

pretenden aplicar.

Al finalizar este trabajo, tendremos una descripcion genética de una muestra poblacional con
ER que nos permitira analizar el papel potencial de los rearreglos genémicos y los SNPs
detectados en el fenotipo de farmacoresistencia, a partir de la proposicién de redes de
interaccidén génica, con el fin de optar por mejorar los perfiles de diagndstico y tratamiento

de nuestros pacientes.
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5. Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Detectar y analizar la presencia de rearreglos gendmicos en un grupo de pacientes con ER

provenientes de la consulta de neuropediatria de tres centros de referencia (Hospital de la

Misericordia, Hospital Militar Central e Instituto de Genética de la Universidad Nacional de

Colombia) a partir de una metodologia basada en aCGH/SNP.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.

Detectar, por medio de aCGH/SNP, la presencia de rearreglos genémicos en
pacientes Colombianos con ER.

Determinar la frecuencia de CNV en el grupo de pacientes en estudio.

Determinar la frecuencia de SNP incluidos en la plataforma de aCGH/SNP en el grupo
de pacientes en estudio.

Describir el cuadro clinico de los pacientes en los que se encuentran los rearreglos
gendémicos y compararlos con cuadros reportados en la literatura.

Establecer el origen de los rearreglos gendmicos como de novo o hereditarios.
Analizar el papel potencial de los rearreglos gendmicos y los SNPs encontrados en el
fenotipo de Farmacorresistencia mediante la proposicion de redes de interaccion

génica.
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6. Metodologia

Disefio del estudio y tamafio muestral

Tipo y disefio general del estudio:

Se realiz6 un estudio descriptivo y analitico de corte transversal.

Poblacién Objetivo:

Pacientes pediatricos con diagndéstico de ER de acuerdo con los criterios de la ILAE.
Poblacion Fuente:

Pacientes atendidos por los servicios de Neuropediatria, Pediatria y Genética del Hospital
de la Misericordia, el Hospital Militar Central, y el Instituto de Genética de la Universidad
Nacional de Colombia, con diagnostico ER de acuerdo con los criterios de la ILAE que
cumplan los criterios de inclusion mencionados adelante.

Poblacién Elegible:

Pacientes atendidos por los servicios de Neuropediatria, Pediatria y Genética del Hospital
de la Misericordia, el Hospital Militar Central, y el Instituto de Genética de la Universidad
Nacional de Colombia, con diagnostico ER de acuerdo con los criterios de la ILAE que
cumplan los criterios de inclusién mencionados adelante, y que deseen participar del estudio
de investigacion, previa firma de consentimiento informado.

Seleccion y tamafio de muestra:

El tamafio muestral se eligié de forma no probabilistica por conveniencia, segun la cantidad
de pacientes que durante el tiempo contemplado en el estudio fueron valorados en los
servicios involucrados, cumplieron con los criterios de inclusién, exclusion, y firmaron

consentimiento informado y asentimiento de participacion.
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Criterios de inclusién y exclusion

Inclusién de casos

Paciente farmacorresistente

Paciente con diagnadstico de epilepsia confirmada clinicamente por video telemetria y

/ o0 EEG.

- Paciente con una o mas crisis por mes a pesar de haber recibido adecuadamente y
con dosis plena diaria 2 o mas FAE de primera linea para el tipo de epilepsia o
sindrome epiléptico.

- Falta de eficacia de dos FAE en monoterapia y/o una combinacion de ellos
(politerapia), pese a recibir una dosis terapéutica y cumpliendo las indicaciones de
manejo.

- Pacientes que fueron sometidos a cirugia de epilepsia no lesional, que cumplieron
previamente criterios de refractariedad.

- Pacientes con epilepsia farmacorresistente entre los 2 y 16 afios de edad.

- Diagndstico de epilepsia no estructural ni metabdlica.

- RNM cerebral normal o con hallazgos que no expliquen el fenotipo epiléptico.

- Disponibilidad de ambos progenitores en caso de requerirse estudio genético a ellos.

Exclusion de casos
- Pacientes inadecuadamente diagnosticados (eventos paroxisticos no epilépticos) o

tratados (pseudoresistentes), es decir, con seleccion inapropiada del FAE para su
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epilepsia o sindrome epiléptico, pobre adherencia al tratamiento o diagndstico erroneo
de epilepsia, segun criterio de neuropediatria.

Paciente con alta sospecha / confirmacion de diagnostico de error innato del
metabolismo (por ejemplo aminoacidopatias, leucodistrofias, enfermedades de
depdsito lisosomal, acidemias organicas, defectos de la via de la beta oxidacion),
segun criterio de neuropediatria y/o genética.

Pacientes con alta sospecha / diagndstico de enfermedad degenerativa o progresiva
del sistema nervioso (por ejemplo enfermedad mitocondrial y sindromes
neurocutaneos) segun criterio de neuropediatria y/o genética.

Paciente con sindrome epiléptico asociado a sindrome dismorfoldgico establecido
(por ejemplo Sindrome de Miller Dieker).

Pacientes con concomitancia de enfermedades crénicas como autoinmunidad,
diabetes o cancer.

Pacientes con disgenesia cortical cerebral.

Pacientes con antecedente / sospecha de sufrimiento fetal agudo documentado
suficiente para considerar noxa hipdxica perinatal, segun criterio de pediatria y/o
neuropediatria.

Antecedente de prematurez extrema o temprana.

Cabe mencionar que a partir de la poblacion de dos estudios previos realizados por este

mismo grupo de investigadores, Evaluacion del polimorfismo C3435T del gen ABCB1

(MDR1) en pacientes con Epilepsia Refractaria en tres centros de referencia nacional en

Colombia y Detection of subtelomeric rearengements due to MLPA in paediatric patients with
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refractory epilepsy in Colombia: the role of the CHL1 gene in pharmacorresistance, se
reinterrogd el diagnostico de los pacientes para determinar quiénes de ellos podrian ser
incluidos en este nuevo proyecto, ya que desde ese momento (2009 — 2011) hasta ahora,
era posible que muchos de ellos ya tengan diagndstico etiolégico o, dado el caracter
dindmico de la refractariedad, tuvieran ya buena respuesta al tratamiento [66,67]. Nuestro
grupo custodiaba los DNA de los pacientes que se decidid participarian en esta nueva
investigacion, luego se solicité ante el comité de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia, el Hospital Militar Central y el Hospital de la Misericordia,
el respectivo visto bueno de nuestro protocolo para analizar dichas muestras, previa
aceptacion de los tutores legales de los pacientes, asentimiento del paciente, y firma de

consentimiento informado actualizado.

Los pacientes incluidos de novo en este proyecto fueron provenientes de la consulta de
neuropediatria, pediatria o genética del Instituto de Genética de la Universidad Nacional, el
Hospital de la Misericordia o el Hospital Militar Central, en la que se les entrevistd para
consecucién de datos clinicos que permitieran definir si cumplian criterios para el
enrolamiento en el trabajo de investigacion, y una vez seleccionados en una nueva consulta
se procedio a firmar el consentimiento informado, el asentimiento del paciente cuando fue
necesario, y la toma de muestra de sangre de entre 3y 5 cms por puncién de vena periférica.
Dichas muestras se recolectaron en tubos tapa lila para posterior transporte al Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia segun los protocolos establecidos por el
Laboratorio No. 3 adscrito a la Maestria en Genética Humana, en donde se realizo la

extraccion del DNA.
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FASE PREANALITICA

Previa firma de consentimiento informado y asentimiento (Anexo 1), se procedio a digitar la
informacion clinica y paraclinica de cada paciente en el instrumento de recoleccién de
informacion en un formato previamente disefiado y estandarizado de uso exclusivo del
estudio (Anexo 2). La entrevista verbal y el examen fisico estuvieron a cargo de un médico
genetista, neuropediatra, pediatra, o estudiante de la Maestria en Genética de la Universidad
Nacional de Colombia. Una vez completado el formato, la persona responsable lo debio
revisar para verificar que estaba completo y que no se consignaron datos contradictorios y
luego lo entreg6 al coordinador del estudio. Este ultimo hizo las posteriores revisiones de los
diferentes formatos de los distintos pacientes para una vez se consideraron correctos fueran
entregados a la estudiante de posgrado responsable para su entrada en la base de datos

computarizada.

Todos los datos del estudio se digitaron por duplicado en dos bases de datos a fin de detectar
errores de digitacién que pudieran luego ser corregidos usando como referencia lo registrado
en los formatos del estudio. Luego de la correccion de errores de digitacion se procedié con
el chequeo de consistencia interna de los datos, en el que los errores detectados fueron
corregidos volviendo a las fuentes originales, es decir los formatos de recoleccion de
informacion. Posteriormente, se guardaron las bases de datos resultantes en medio

magnético y en linea.
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Se definieron como variables clinicas a analizar las siguientes:

CARACTERISTICAS PACIENTES N (%)
DEMOGRAFICAS
2 a 10 afios
Edad
10 a 18 afios
Femenino
Sexo
Masculino

Edad al diagndstico

DE LA EPILEPSIA

Tipo de epilepsia

Frecuencia intercrisis

No. Actual de FAE

ANTECEDENTES

Consanguinidad

parental

Hipoxia perinatal

Retardo global del
desarrollo / RM

Periodo neonatal
Edad pre-escolar

Edad escolar

Focal
Generalizada
<1dia

2 a 7 dias

> 7 dias

<2

3a5

>5

Si

No

Si

No

Si

No
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Antec. Familiar de
epilepsia

Cirugia para epilepsia

PARACLINICOS

EEG / Telemetria

RNM cerebral

Estudio metabdlico

ESTUDIO MOLECULAR

HALLAZGO

Numero de copias
normal

Ndmero de copias
anormal

SNP

ORIGEN PARENTAL
Herencia materna
Herencia paterna

De novo

Si
No
Si

No

Normal
Anormal
Normal
Anormal
Normal

Anormal

Tipo de hallazgo N (%)

Deleciéon homocigota

Delecién

Ganancia

Ganancia de alto niumero
de copias

Relacionados con
fenotipo

No relacionados

N (%)
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A continuacién se describe cual fue la caracterizacion de las variables:

VARIABLE DEFINICION OPERACIONAL OPERATIVIDAD NATURALEZA ESCALA DE MEDICION
Edad Edad en afios actualmente Afos Cuantitativa Razén
Sexo Caracteristicas de los genitales 1. Masculllno Cualitativa Nominal
externos 2. Femenino
. e Edad en afios en el momento del o o .
Edad al diagnéstico X o Afos Cuantitativa Razoén
diagnéstico de ER
Tipo de epilepsia Tipo de epilepsia segun la 1. Focal Cualitativa Nominal
P priep clasificacion general de la ILAE 2. Generalizada
<1dia
Cada cuanto presenta el paciente
Frecuencia intercrisis L. p P 2 a7dias Cuantitativa Discreta
crisis convulsivas .
> 7 dias
Numero de FAE que consume el <2
No. Actual de FAE paciente para intentar control de las 3a5 Cuantitativa Discreta
crisis 5
Antecedente familiar Antecedente familiar en primer grado  Si . .
- - - Cualitativa Nominal
de epilepsia consanguinidad de Epilepsia No
Consanguinidad Antecedentes de Consanguinidad 1.Si o .
Cualitativa Nominal
parental parental 2. No
L . L ) 1.Si o .
Hipoxia perinatal Antecedentes de Hipoxia perinatal 2 No Cualitativa Razén
Retardo global del d llo/RM .
Retardo global del N af ogobaide .eis?rro 0( . 1.Si . .
relacionado con el inicio de crisis y su Cualitativa Nominal
desarrollo / RM 2. No
mal control
L . . Paciente ha requerido cirugia 1.Si o .
Cirugia para epilepsia .. Cualitativa Nominal
glap priep cerebral u otra para control de crisis 2. No
. . 1. Normal (Sin hallazgos
, Hallazgos descritos en la Resonancia ) ( g’
Imagenes (RNM R sugestivos de patologia de o .
. Cerebral que se relacionen con Cualitativa Nominal
cerebral simple) X ) base)
enfermedades causales de Epilepsia
2. Anormal
, Hallazgos en EEG / Telemetria que 1. Normal o .
EEG / telemetria . € R / q Cualitativa Nominal
confirmen epilepsia 2. Anormal
Hallazgos en estudios paraclinicos
adicionales (Por ejemplo en Tandem
Mass para enf. Metabdlicas, Gases
. " . . 1. Normal o .
Estudio metabdlico arteriales, Lactato, Piruvato, Rel. > Anormal Cualitativa Nominal
Lactato puivato..) que se relacionen ’
con enfermedades causales de
Epilepsia
1. Numero de copias normal
2. Numero de copias anormal:
- Delecién homocigota
- Delecion
Resultado en los . )
. Reporte del estudio molecular a los - Ganancia L .
microarreglos R . , Cualitativa Nominal
o pacientes - Ganancia de alto numero de
gendmicos )
copias
3. SNP:
- Relacionados
- No relacionados
Esta variable describe si la anomalia 1. Herencia Materna
. en el paciente se encuentra De novo, 2. Herencia Paterna o .
Herencia parental Cualitativa Nominal

o es heredada de alguno de los
padres

3. De novo
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El andlisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa STATA
9.1(http://www.stata.com/stata-news/statanews.20.3.pdf) o en Excel for Mac OS. V. 2011.

Figura 4. Esquema metodologico preanalitico.

' Propuesta del Proyecto de Investigacion
' Planteamiento de los Objetivos
I

Disefio del estudio

' Calculo del tamafio muestral Formulacién de metodologia que
responda a los objetivos
' Reclutamiento de pacientes

' Exclusién de casos ' Inclusién de casos

[

' Firma de consentimiento informado

[

Valoracion médicay recoleccion de datos
en formato del estudio

l Ingreso a la base de datos l Toma de muestra de sangre

FASE ANALITICA

Extraccién de DNA de pacientes
Como se menciond, en estudios previos de Velasco et al. se tomaron muestras de sangre
venosa de pacientes con ER [66,67]. EI DNA gendmico de cada paciente extraido a partir de

dichas muestras es aun custodiado por nosotros, y previa firma de consentimiento informado
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de los pacientes seleccionados para este estudio se decidié utilizar ese mismo DNA para

evitar al paciente un nuevo procedimiento de extraccion.

Los pacientes incluidos que no formaban parte del estudio anterior se llevaron a toma
programada de muestra de sangre venosa por puncion segun los protocolos establecidos
por el Laboratorio No. 3 del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia,
para la posterior extraccion de DNA gendémico por medio del Kit QIAmp DNA Blood Mini Kit
de la casa comercial Qiagen. Se confirmo la calidad del DNA almacenado o extraido por
cuantificacion de su concentracion en un Qubit, de forma que cumpliera con los estandares

requeridos para el procesamiento de los microarreglos.

Corrida de muestras en tecnologia de microarreglos genémicos

Para dar cumplimiento a los primeros tres objetivos especificos, es decir, detectar la
presencia de rearreglos gendmicos en los pacientes y determinar la frecuencia de estos (ya
sean deleciones o duplicaciones) y de SNV / SNP, aquellas muestras de DNA con
concentracion minima de 50 ng/ul en un volumen de 150 ul fueron envasadas en vial o
criovial de cierre hermético y refrigeradas o congeladas hasta que fueron enviadas en
atencion con las normas de bioseguridad nacionales para transporte de muestras a 1) el
Laboratorio Intelligene en los Estados Unidos o 2) los laboratorios de Macrogen Inc. en

Corea, en los que serian procesados los microarreglos.
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Analisis inicial de los datos

El método de aCGH/SNP se basa en el analisis cuantitativo que evallua diferencias
regionales de fluorescencia, a lo largo de los cromosomas, identificando regiones anormales
del genoma. Cada region incluida en los microarreglos esta representada por 3 o0 4 clones,

y es estudiada en duplicado.

Las muestras de los pacientes estudiados son procesadas para extraccion de DNA y luego
mezcladas con una muestra control de DNA de un individuo normal, directamente en el chip
de hibridacién, por lo que no se requiere de un grupo control en la investigacion. La
combinacion de ambas muestras en cantidades equimolares es previamente marcada con
fluorocromos gque permiten su deteccidn posterior. Estas muestras son luego hibridizadas en
el microarreglo, que contiene los clones de interés que han sido adheridos a la superficie del

vidrio mediante un proceso de siliconizacion.

Luego de la hibridaciéon y lavado, la deteccion de la sefial fluorescente es efectuada por un
escaner automatico, el BeadXpress (lllumina), lector de microarreglos para genotipificacion
utilizando la tecnologia GoldenGate de Illumina adaptado al sistema Veracode, que permite
el analisis multiplex de mutaciones simples (SNV/SNP) y CNV de hasta 96 muestras por
corrida, y que esta conectado a un computador que recibe los datos de las fluorescencias y
obtiene las imagenes correspondientes que puedan ser leidas y analizadas en un software
especifico, que para el caso de nuestra plataforma es el GenomeStudio de lllumina

Corporation.
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El analisis de imagenes proporciona los datos de expresion de cada fragmento gendmico en
cada muestra y genera una matriz de expresion, que tiene como filas a los fragmentos
gendmicos analizados y como columnas a las diferentes muestras en la corrida. Inicialmente,
esta matriz posee los datos primarios, o raw data, que posteriormente van a ser normalizados

y preprocesados. A esta primera etapa se le denomina andlisis inicial de los datos.

Infinium ® Human OmniExpress 24 v 1.2 BeadChip

La plataforma que se utilizO para la corrida de los chips es la denominada Human
OmniExpress - 24 (lllumina Corporation), que contiene poco mas de 715.000 marcadores
aCGH y 392.197 marcadores para SNP. Se trata de un BeadArray de alta densidad, que
consta de perlas de silica de aproximadamente 3 micras que se ensamblan en micropozos
en las placas del microarreglo en uno de dos sustratos: bolsillos de fibra éptica o laminas
planas de silica. Al azar localizadas, las perlas guardan entre ellas distancias aproximadas
de 5.7 micras. Cada perla se cubre de cientos de miles de copias de un oligonucleétido
especifico que captura secuencias de acidos nucleicos o proteinas en los ensayos. Illumina
provee el software para la genotipificacion a partir de los datos obtenidos de cada ensayo de
microarreglos, la plataforma GenCall del Genome Studio Software. Este algoritmo hace
clusters, llamadas de genotipos y asigna scores de confianza para todos los datos

proporcionados en los data sets, y luego los normaliza.

El procedimiento de laboratorio para el experimento de montaje, reacciéon y lectura de los

chips del microarreglo siguié en general los siguientes pasos:
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Figura 5. Esquema técnico para la ejecucion del Microarreglo Gendémico.

! 'Blocking' de los chips

Primer ciclo de lavado

{

! Secado por centrifugacion

Hibridacion del DNA en Chip de Microarreglo Genémico

Incubacién de la muestra en el chip en condiciones rotatorias

Segundo ciclo de lavado

q Secado por centrifugacion

Incubacién con Fluorescencia

Segundo ciclo de lavado

Secado por centrifugacion

Escaneado

52



Figura 6. Esquema metodoldgico analitico.

! Extraccion de DNA

! Hibridacion en chip de Microarreglos
q Hibridacion del DNA en Chip de Microarreglo Gendmico

! Escaneado de imagenes de los chips

q Andlisis de imagen

FASE POSTANALITICA

La lectura de cada chip genera imagenes en forma de matrices de puntos o pixeles, con un
rango de valores de intensidades de fluorescencia que se calculan a partir de la sefial
correspondiente que fue captada por el escaner y reproducida por el software. Al finalizar la
deteccion de sefiales de fluorescencia, se obtuvo mediante el software especifico
(GenomeStudio) una lista de todas las alteraciones en el numero de copias (CNV / SNV /
SNP) que fueron encontrados en cada paciente: un archivo nos proporcioné el dato sobre
las pérdidas en el material genético (denominado genéricamente como Red) y otro archivo
la informacion sobre ganancias (denominado genéricamente como Grn), y por separado se

obtienen los archivos con los datos sobre Pérdidas de la Heterocigosidad (LOH) y SNP.

La tecnologia y la preparacion experimental pueden introducir artefactos en la medida de la
expresion genética, debidos a la fluorescencia, por distinta eficiencia de las etiquetas
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fluorescentes, por variaciones en el rendimiento del escaner de fluorescencia, debidos a la
impresion, en la densidad de impresion, superficies irregulares, debidos al experimento
biologico, por diferencias en la pureza o calidad de las muestras biologicas o por diferencias
en la manipulacion de las muestras biologicas. Se realizd por lo tanto un preprocesamiento
para eliminar estas variaciones sistematicas en los datos preservando la variacion biologica

real, en cuatro pasos principales:

- Cuantificacion de la imagen:
Revision inicial mediante representaciones graficas cuyo principal objetivo fue detectar
errores de ruido en el microarreglo:
Scatterplots: Diagramas de dispersion que muestran la correlacion de los niveles de
expresion entre dos muestras.
MA plots: Evolucion de los scatterplots que muestran los ratios de correlacion.
Histogramas: Diagramas de distribucion de los niveles de expresion en cada muestra del
experimento.
Boxplots: Otro modo de mostrar la distribucién de los niveles de expresion a lo largo de las

muestras.

- Exploracion de los datos:
Mediante métodos estadisticos se analizaron las matrices almacenadas en los archivos para

cada muestra para:

- Correccion del fondo, normalizacion y sumarizacion:
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Background Correction (Correccién del fondo): Permitido minimizar los efectos que los errores
en la hibridacion que afectan la sefial obtenida del escaneo de cada pozo del chip.
Normalizacion: Permitio ajustar la intensidad de sefial eliminando posibles errores causados
por factores técnicos y biologicos.

Sumarizaciéon: Permitié determinar a partir de la calidad de la intensidad de sefial de cada
region genomica qué tanta region existia en la muestra (variacion en nimero de copias

especificamente). Se utilizé el método fRMA.

- Determinacion de la calidad:
Para facilitar el andlisis de los datos se verifico durante todo el tratamiento estadistico los
estandares internacionales establecidos por la Sociedad MGED (Microarray Gene
Expression Data), conocidos por las siglas MIAME (Minimum Information About a Microarray
Experiment), modificAndoles en atencibn a que en nuestro estudio no utilizamos
microarreglos de expresion sino microarreglos genémicos. Tuvimos en cuenta los siguientes

seis elementos criticos:

1. Contar con los datos crudos para cada hibridacién y mantenerlos en formatos de facil
lectura por diferentes Softwares (CEL, GPR files). Estos datos se encuentran en
custodia de nuestro grupo y de los laboratorios que realizaron la corrida de los

microarreglos.

55



Los datos finales normalizados y las matrices de expresiéon (normalised) deben
permitir la formulacion de conclusiones respecto al experimento. La estudiante

responsable cuenta con estos datos normalizados.

Los datos incluidos en el texto final del estudio deben contar con la informacion
completa sobre el experimento, incluyendo cada aspecto técnico por irrelevante que
parezca. Se guardara como suplemento a este trabajo la informacién técnica provista

por los laboratorios en caso de ser requerida.

El disefio del experimento debe ser claro y se deben especificar en el texto final cuéles
datos corresponden a qué cosa: cudles son datos biolégicos de las muestras, cuales
corresponden a controles, cuales a réplicas ya sean técnicas o bioldgicas, etc. Estas
especificaciones se dejaran claras tanto en la metodologia como en los resultados

presentados en este trabajo.

Se deben hacer suficientes anotaciones de cualquier tipo a los resultados del
microarreglo: identificadores genéticos, coordinadas gendmicas, secuencias
oligonucleotidicas, referencias comerciales del microarreglo. Se cuenta con esta

informacion en los datos revisados por la estudiante responsable.

Se debe especificar tanto el protocolo del laboratorio que procesa los microarreglos
como el protocolo de procesamiento de datos (metodologia estadistica). Esto ya se

realizd en el apartado metodolégico.
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Una vez preprocesados, se procedera con los analisis especificos sobre los datos de los

microarreglos por medio de métodos de estadistica inferencial y descriptiva.

En cuanto a métodos de estadistica inferencial, se utilizaron umbrales de expresion, que
consisten en realizar el ratio de expresidon entre la condicion experimental que
corresponderia a la muestra de un paciente y el control (interno en el microarreglo), y tomar
las regiones gendmicas con un ratio mayor o menor que un umbral como aquellas de interés,
siendo aquellas con ratios mayores que el umbral posiblemente ganancias, y aquellas con
ratios menores posiblemente pérdidas de materal genético. No es posible determinar la
significancia estadistica de su expresion diferencial dado que se trata de un microarreglo

gendmico.

Para en analisis especifico de SNP, se utiliz6 el método de estadistica descriptiva
denominado Clustering, que agrupa los elementos gendmicos segun las distancias entre
ellos, tipicamente la distancia euclidea, representando mediante dendrogramas o diagramas

de dispersion los diferentes grupos encontrados.

Una vez se tuvieron resultados preliminares de esta seccion metodologica que ya se
describid, se procedié a comparar la informacién con lo reportado previamente en bases de
datos vy literatura cientifica para cada regién cromosémica afectada, segun lo planteado en

los objetivos:
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Para la determinacion de CNV / SNV / SNP y su frecuencia en poblacion general y en
poblaciones de individuos con alguna condicién genética se empled el repositorio DGV

(Database of Genomic Variants; http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), la informacion

consignada en el repositorio DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and

Phenotype in Humans with Ensembl Resources; http://decipher.sanger.ac.uk/) y los datos

consignados en las bases de datos ClinVar y otras del National Center for Biotechnology

Information de los Estados Unidos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Se obtuvo entonces un primer acercamiento de cuales regiones cromosémicas y genes
podrian estar realmente implicados con los fenotipos que estudiamos, en este caso con
refractariedad a tratamientos farmacologicos en pacientes con epilepsia, a partir de la
identificacion de cuales CNV / SNV / SNP ya han sido asociados a epilepsia 0 a otros
fenotipos neurolégicos y del estudio y comprensién de las vias moleculares en que
participarian los genes involucrados en los rearreglos. Ademas, se utilizé la informacién en
articulos cientificos y en las bases de datos para complementar el objetivo especifico nimero
cuatro, que es describir el cuadro clinico de los pacientes en los que se encuentran los

rearreglos gendmicos y compararlos con cuadros reportados en la literatura.

Determinacion del origen parental de los rearreglos

Una vez que un rearreglo se considerd patogénico, se procedié a contactar nuevamente a
los padres de los pacientes afectados para, previa firma de consentimiento informado, tomar

a ellos una muestra de sangre venosa para extraccion de DNA gendmico y procesamiento
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de aCGH/SNP, para determinar en los progenitores la presencia o ausencia del rearreglo
encontrado y confirmar si se trata de una variante de novo, o de herencia paterna o materna.
Esto se hace con el fin de darle mas valor a su patogenicidad ya sea como posible causa
del fenotipo epiléptico del paciente o para lograr relacionarlo no como causa sino como
modificador de la respuesta a FAE. Lo anterior, dado que si el rearreglo es de novo es mas
probable que se relacione como causal, pero si es heredado y los padres son sanos, es mas

probable que se relacione con un fenotipo propio de la epilepsia.

Para determinar si los padres son portadores, se decidio utilizar también la tecnologia de

microarreglos para hacer lo mas uniforme posible el estudio.

Propuesta de vias moleculares relacionadas con Farmacorresistencia

El andlisis genético de un individuo brinda informacién sobre la relacion entre el genotipo y
el fenotipo, para mejorar con el entendimiento de esas relaciones la prevencién, diagndéstico
y tratamiento de las enfermedades. En este estudio, valiéndonos de las tecnologias que
utiliza la biologia de sistemas, se hizo una busqueda de interacciones entre los genes
involucrados en los rearreglos encontrados en nuestros pacientes y que puedan relacionarse

con farmacorresistencia en epilepsia.

Se analizaron inicialmente las regiones gendmicas consideradas como patogénicas para
evaluar qué genes estan presentes en ellas, y luego a partir de los datos consignados en los

repositorios de ontologia génica y en la literatura, se evalu6 el potencial de esos genes para
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estar involucrados en epilepsia y en resistencia a FAE. Se interrogara a los sistemas
biologicos de manera sistematica para proponer cOmo esos genes o las vias moleculares en
gue participan se intersectan para generar un fenotipo de refractariedad a FAE, en

repositorios como REACTOME (http://reactome.org) o STRING (http://string-db.orq).

Figura 7. Esquema metodoldgico posanalitico.
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Figura 8. Esquema metodolégico general.
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7. Resultados

Poblacién estudiada

19 pacientes diagnosticados con ER de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion
fueron incluidos en el estudio. Se realiz6 extraccién del DNA gendémico, y las muestras fueron
enviadas al extranjero para procesamiento de aCGH/SNP. Los resultados del procesamiento
técnico fueron recibidos por nosotros para analisis bioinformético. Un resumen de las
caracteristicas de los pacientes se describen en la Tabla 2. En el Anexo 3 se presenta de

forma més detallada la descripcion clinica.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y paraclinicas de los pacientes estudiados.

Caracteristicas Pacientes N (%)

Demogrdficas

Edad 2 a 10 afios 11 57,89
10 a 18 afios 8 42,410

Sexo Femenino 10 52,63
Masculino 9 42,410

Edad al diagnéstico Primer afio 4 21,05
Edad pre-escolar 6 31,57
Edad escolar 2 10,52
Incierta 7 36,84

De la Epilepsia

Tipo de epilepsia Focal 6 31,57
Generalizada 13 68,42

Frecuencia intercrisis <1dia 2 10,52
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No. actual de FAE

Antecedentes

Consanguinidad parental

Hipoxia perinatal

Retardo global del
desarrollo / RM

Antec. Familiar de
Epilepsia

Cirugia para epilepsia

Paraclinicos

EEG / Telemetria

RNM cerebral

Estudio metabdélico

Otra

<2

>5

Si

No
Si
No
Si
No
Si
No
Si

No

Normal

Anormal
Normal (Sin hallazgos
para considerar

Epilepsia Lesional)
Anormal

Normal

Anormal

17

12

19

18

11

19

15

19

19

19

63

89,47

10,52

63,15

26,31

100

5,26

94,74

57,89

42,1

100

21,05

78,9

100

100
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Resultados del Microarreglo Genémico

Se detectaron variantes en el nimero de copias en 7 de los 19 pacientes estudiados, es

decir en un 35% de los pacientes. Sin embargo, tras un juicioso analisis bioinformatico y

clinico se excluyeron aquellas variantes que no fueron consideradas patoldgicas.

Figura 9. Esquema de seleccion de CNV posiblemente patoldgicas.
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En cuanto al proceso de seleccion de variantes, antes del analisis bioinformatico se realiz6
una verificacion de la calidad técnica del experimento, en cuanto a que los datos obtenidos
a partir de los microarreglos se curaron segun con un estandar internacional establecido por
la Sociedad MGED (Microarray Gene Expression Data), conocido por las siglas MIAME
(Minimum Information About a Microarray Experiment), que posee tablas estructuradas para
determinar la calidad de las condiciones experimentales. Dado que en este estudio se trabajo
con aCGH/SNP y no con microarreglos de expresion, se ajustaron los parametros a este tipo
de metodologia. En un primer paso, se excluyeron del analisis todos aquellos resultados
cuyos intervalos de confianza para el base calling representados como CNV Confidence se
encontraran fuera de los limites sugeridos internacionalmente (Superiores al 100X, con
Phred scores calculados sobre 30). Ademas, se excluyeron de los analisis todas las
variantes en numero de copias cuyo tamafio fuese menor de 100 Kb, por considerarlas mas
probablemente benignas, segun reportes en la literatura cientifica y el conocimiento

bioinforméatico actual.

Con resultados preliminares curados, se procedié a comparar nuestra informacion con lo
reportado previamente en bases de datos y literatura cientifica para cada region

cromosomica afectada, buscando seleccionar variantes con alta significancia clinica.

De acuerdo con lo planteado por Buysse et al. en 2009, siempre que se desee evaluar la
significancia clinica de hallazgos de variantes en nimero de copias detectados a partir de
tecnologias de citogenética molecular, particularmente microarreglos, los investigadores se

deberian trazar un arbol de decisiones, esto es, el diagrama de flujo que se va a seguir para
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seleccionar o descartar variantes como patogénicas, benignas, o de significancia clinica
desconocida. En su articulo publicado en el Eruropean Journal of Medical Genetics,
proponen tres niveles basicos para este arbol [68]: 1. Identificar cuales de las variantes
reportadas por el microarreglos ya se reconocen como causales de fenotipo y si en el
contexto del paciente corresponden en efecto a variantes patogénicas, 2. Excluir las
variantes comunes, para lo que se deben utilizar los datos consignados en diferentes bases
de datos, y 3. Determinar el modo de herencia de aquellas variantes que finalmente si se

consideren patogénicas, puesto que si son de novo es mas probable su caracter dafino.

Mas recientemente, Hollenbeck et al. utilizaron en su estudio publicado en la revista Genetics
in Medicine una estrategia similar: Seleccionaron inicialmente variantes de nimero de copias
no recurrentes, y a ellas las estudiaron en bases de datos para evaluar su frecuencia y excluir
variantes comunes, la significancia clinica y excluir a las ya reconocidas como benignas o
incluir a las ya reconocidas como patogénicas, y determinaron el contenido génico en las
variantes en caso de no ser concluyentes las evaluaciones anteriores para definir si se

incluian 0 no como variantes patogénicas o probablemente patogénicas [69].

Finalmente, solo en 3 de los 19 pacientes analizados, es decir, un 15,78%, se detectaron
variantes en el nimero de copias gendmicas posiblemente relacionadas con su enfermedad.
Se revisaron las caracteristicas de las CNV seleccionadas en las bases de datos dbVar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar) y Database of Genomic Variants

(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home).
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Tabla 3.1. Frecuencia de CNV posiblemente patogénicas detectadas en los pacientes

analizados.

N
0,
Hallazgo Molecular (Pacientes) (%)
Microarreglo Considerado 16 84,21
Normal
Microarreglo con CNV 3 15,78

posiblemente patogénica

Tabla 3.2. Variantes en el Numero de Copias, SNP y LOH relacionados con el fenotipo

detectados en los pacientes estudiados.

Se recuerda que en tres pacientes se detectaron CNV patogénicas, pero dos de ellos tenian 2 cada uno, por esto en la siguiente tabla se
reportan 5 CNV en total.

En cuanto a los SNP, 19 de 19 pacientes genotipificados presentaron alelo C (CC) para el SNP rs10517402 localizado en el gen EPHX1,
cuyo alelo mas comun en poblacién americana y anglosajona es el T, siendo esta la Unica asociacién encontrada con el fenotipo de
refractariedad a los medicamentos en los casos estudiados.

No se detectaron regiones ni porcentajes relevantes con homocigosidad (Pérdida de la heterocigosidad — LOH).

N % del total

Hallazgo Molecular (Pacientes) de CNV

Delecion homocigota 1 20,00
Delecidn 2 40,00
Duplicacion 2 40,00

Ganancia de alto numero de

copias (> 3) 0 0,00
SNP relacionados con fenotipo 19 NA
rs10517402 Alelo CC

LOH relacionadas con fenotipo 0 0,00
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En el paciente ER13 se detecté una pérdida heterocigota de material genético en el brazo
largo del cromosoma 19, en la region 19g13.11-g13.12, descrita como una delecion de 5063
kb (5 Mb), y una ganancia en el brazo largo del cromosoma 22, en la region 22g11.1, descrita
como una duplicacion de 1342 kb (1.3 Mb). Son los rearreglos de mayor tamario detectados
en los pacientes analizados. Se trata de un paciente masculino de 13 afios de edad con
diagnostico de Epilepsia focal sintomatica, quien cursa posterior al inicio de crisis con retardo
global del desarrollo con predominio de retardo del lenguaje. Tiene importante antecedente
patolégico de retardo del crecimiento intrauterino. Al examen fisico llamé la atencidn
perimetro cefélico en percentiles limitrofes inferiores para la edad, con ligera micrognatia y
nariz llamativa, ademas de hipospadias. Se revisa la historia clinica y se trata de un paciente
a quien se sospechd incluso Sindrome de Smith Lemli Opitz, pero estudio metabdlico para
7-dehidrocolesterol es normal. Se encuentra en seguimiento por genética y neuropediatria,
y pertenece a la cohorte de pacientes en los que nuestro grupo ha estudiado previamente
rearreglos cromosomicos subteloméricos por MLPA (Amplificacion de Sondas dependiente

de Ligamiento) obteniendo un resultado considerado como normal.

Figura 10. Delecion 19q13.11-q13.12 en el paciente ER13.
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Figura 11. Duplicacion 22g11.1 en el paciente ER13.
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No es de sorprender que en el paciente ER13 no se lograra deteccién de las CNV aqui
reportadas mediante la metodologia de MLPA, puesto que las dos regiones afectadas en el

paciente tienen localizacion pericentromérica y no subtelomérica.

En el paciente ER14 se detect6 una microdelecién homocigota en la regiébn cromosémica
1p36 de tamafio de 129 kb, asociada a una ganancia de material genético en el brazo corto

del cromosoma 18, en la region cromosémica 18p11.31, descrita como una microduplicacion

de 143 kb.
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Figura 12. Esquema del analisis cromosémico por MLPA al paciente ER13 para el estudio

de investigacion por Maradei SJ. et al. [67].

La regién cromosémica 15q11.2 que impresiona duplicada no supera el umbral (1.5) para considerar amplificacion en el material genético.
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Se trata de un paciente de sexo Masculino, actualmente tiene 8 afios de edad, y fue
diagnosticado a los 6 meses. Padece crisis epilépticas tipo ausencia aproximadamente 2 por
semana, que manejan con Acido valproico 4 cm cada 8 horas, pero ha requerido previas
hospitalizaciones por estado epiléptico. Fruto de la tercera gestacion de madre
G3P3A0COMOVS3, al parecer embarazo gemelar pero hacia los 4 meses en ecografia
obstétrica de alto riesgo se reporta como monoamnidtico y monocoriénico con unico feto
vivo. Embarazo controlado y deseado, sin exposicion a mutagenos, pero con complicaciones
hemorragicas en varias ocasiones y amenazas de aborto en primer trimestre, por lo que

requiri6 multiples hospitalizaciones y manejo farmacoldgico con Geslutin (progestagenos).
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Parto vaginal a las 35 semanas de edad gestacional, no instrumentado, sin complicaciones.
Recién nacido vivo de 2670 gr de peso, madre no recuerda la talla, por historia clinica PC
de 36 cms y tamizacion para hipotiroidismo congénito normal. Al nacer fue llevado a UCIN
donde permanecio 8 dias por sepsis neonatal secundaria al parecer a infeccion urinaria,
cursando ademas con hipoglicemia e hipocalcemia. Tomaron tomografia computarizada
cerebral referida como normal. Luego llevado a Unidad de Cuidados Intermedios de donde
fue dado de alta con recomendaciones generales. Desde el primer mes de vida y hasta el
inicio de crisis logré el sostén cefalico y sedestacion con apoyo, pero posteriormente inicia
con hipotonia severa y retardo del desarrollo, con hitos descritos por la madre asi: Sostén
cefélico definitivo a los 12 meses, gateo y sedente sin apoyo a los 2 afios, marcha sin apoyo
a los 3 afos, control de esfinteres a los 5 afios, y refiere que por enuresis actualmente utiliza
pafial nocturno. Tiene ademas estrefiimiento crénico en manejo con PEG. En la revision de
paraclinicos, hallazgos imagenoldgicos de hipoplasia del cuerpo calloso y heterotopia
nodular segmentaria, con ultima RNM de agosto 26 de 2010 se observa ademas dilatacion
asimétrica de cavidades con disminucion del volumen de sustancia blanca periventricular, y
quiste interhemisférico. No se considera a estas alteraciones como causas de epilepsia
lesional, aunque en reportes por parte de radiologia siempre han referido que son
secundarias a noxa hipoxica perinatal. Tiene electroencefalograma del 03 julio de 2009 que
reporta trazado anormal en suefio espontaneo dado por mala modulacion del ritmo de fondo
y lentificacion difusa. Es importante referir que el paciente tiene estudio de cariotipo de alta
resolucién y cariotipo para fragilidades 46,XY normales, y estudios metabdlicos sin

alteraciones.
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Figura 13. Delecion homocigota de la region 1p36 en el paciente ER14.
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Figura 14. Duplicacién 18p11.31 en el paciente ER14.
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En el paciente ER16 se detectd una delecién de la regién cromosomica Xg28. Se trata de
una paciente de sexo Femenino que actualmente tiene 5 afios de edad. El diagnéstico de
ER es reciente. Especificamente, padece de Sindrome de West, considerado una

encefalopatia epiléptica. Se encuentra en manejo farmacoldgico con vigabatrina y acido
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valproico a dosis tope para el peso, y requiere intermitentemente de aplicacion
intrahospitalaria de pulsos de ACTH. Ultima crisis convulsiva menos de 1 mes antes del
ultimo control por neuropediatria, es decir aproximadamente 2 meses previos a la toma de
la muestra. La madre refiere embarazo normal, deseado y controlado, que concluye en parto
vaginal eutécico a término, sin complicaciones perinatales o en la edad neonatal. Recuerda
sonrisa social a los 2 meses, que sostén cefalico estuvo dentro de lo esperado, pero logro
asumir la posicién sedente sin apoyo apenas a los 24 meses, gatear a los 30 meses, y aun
no logra bipedestacién ni marcha sin apoyo. Actualmente dice solo 2 palabras, y se
encuentra escolarizada en Institucion de Educacion Especial. En la revisién de paraclinicos,
hallazgos imagenoldgicos sin evidencia de causas de epilepsia lesional, y trazados
electroencefalograficos anormales, ademas de estudios metabdlicos sin alteraciones. No

hay reporte en historia clinica de cariotipo, y madre no recuerda realizacion de este estudio.

En la discusidn se presentaran los estudios en que se describen clinicamente otros pacientes
con epilepsia con CNV reportadas como patogénicas, encontrados tras la busqueda

sistematica de la literatura.

Hasta el momento en que se da por concluido este trabajo de grado, no fue posible la
demostracién del origen parental de los rearreglos genémicos encontrados en nuestros
pacientes, dado que por el alza en los precios de los microarreglos frente a lo contemplado
al inicio del proyecto (secundaria al alza en el precio del délar) no fue posible realizar las
pruebas genéticas a los padres de los pacientes afectados. Sin embargo, este proyecto

concurso en la Convocatoria para Proyectos de Investigacion 2016-2017 del Hospital Militar
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Central, una de las instituciones en que se llevo a cabo, y obtuvo recientemente financiacion
gue permitira terminar el desarrollo de los objetivos planteados y la ampliacién del tamafio

de muestra para nutrir los resultados, con fecha de cierre del proyecto estimada para 2018.

Figura 15. Delecién Xg28 en la paciente ER16.
Noétese que al tratarse de paciente de sexo femenino el software de analisis supone pérdida de la heterocigosidad sobre ambos
cromosomas X.
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En la Tabla 4 se describen las variantes en nimero de copias encontradas en los pacientes

descritos anteriormente.

Tabla 4. CNV detectadas en los pacientes estudiados.

Tamaiio de la

Paciente SamplelD Region Cromosomica CNV (Kb) Valor
ER 13 JDN ST e i 5063 1
ER 13 JDN 22q11.1 1342 3
ER 14 OoMO 1p36 129 0
ER 14 oMO 18p11.31 143 3
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ER 16 IOIR1 [6] Xq28 293 1

Valores: 0 es Delecion homaocigota; 1 es pérdida; 2 es pérdida de la heterocigosidad; 3 es ganancia; 4 es ganancia de alto nimero de

copias (amplificacion de 4 o mas copias).

Encontramos en la literatura que las variantes seleccionadas en nuestros pacientes ya han
sido reportadas por algunos autores (y en las diferentes bases de datos consultadas) como
relacionadas con el fenotipo epiléptdgeno y se recogen los estudios mas significativos en la
Tabla 5. En cuanto a su potencial implicacion en el fenotipo de refractariedad a los

tratamientos farmacoldgicos, en la discusion se comentara en detalle.

Por otra parte, se obtuvo a partir de los datos bibliogréficos informaciéon sobre los genes
comprometidos por los diferentes rearreglos que podrian relacionarse con epilepsia y/o
respuesta al tratamiento farmacolégico, los cuales se recogen en la Tabla 6. Lo que
concierne especificamente al fenotipo de refractariedad a los tratamientos farmacoldgicos

se comentara en detalle en la discusion.

Tabla 5. Resumen de los articulos mas relevantes en los que se asocia a las CNV detectadas

en nuestros pacientes con fenotipos de epilepsia.

Variante detectada Ao N Fenotipo relacionado

Del 1p36

Bahi - Buisson et al. [70] 2008 91 Epilepsia de diferentes tipos

Convulsiones Neonatales e Infantiles Benignas

Liszell [ 2008 8 Familiares (BFIS)
Saito et al. [72] 2011 1 Epilepsia Focal
Paciorkowsky et al. [73] 2011 7 Espasmos Infantiles
Kanabar et al. [74] 2012 4 Epilepsia Focal
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Shimada et al. [75,76] 2015 86 RM - Crisis convulsivas - Dismorfismo facial

Zhang et al. [77] 2015 3 ER

Addis et al. [78] 2016 144 Epilepsias de tipo Ausencias
18p11.31

Maurer-Morelli et al. [79] 2012 14 Epilepsia del Lébulo Temporal (MTLE)

Del 19q13.11-q13.12

Epilepsia Parcial Autosémica dominante con

siuliiel (1] 28l 1 Alteraciones Auditivas

Wang et al. [81] 2015 23 ER

Hintze et al. [82] 2016 1 RM - Crisis convulsivas - Dismorfismo facial
22q11.2

Piccione et al. [83] 2011 1 Epilepsia Miocldnica Juvenil

Valvo et al. [84] 2012 1 Esgsgs(lgsc\i;\e/:)lcos y Ondas continuas durante el
Del Xq28

Singh et al. [85] 2009 1 Sindrome de Barth

Hino-Fukuyo et al. [86] 2015 18 Sindrome de West

Boutry-Kryza et al. [87] 2015 73 Espasmos Infantiles

Tabla 6. Genes comprometidos en las CNV detectadas que podrian relacionarse con los

fenotipos epileptégeno y de refractariedad a los tratamientos en los pacientes estudiados.

L. L. Genes (potencialmente) relacionados con
Region Cromosdmica

epilepsia
1p36 GABRD — KCNAB2 - KLHL17 - PEX10
18p11.31 Sin evidencia cientifica suficiente
19g13.11-gq13.12 > 10 genes posiblemente relacionados — LG/4
22ql1.1 RAB36
Xq28 TMLHE

Por medio de herramientas bioinforméticas se realizd una aproximacion a redes biolégicas
a partir de los genes que se encuentran en la literatura como posiblemente asociados con

epilepsia, a partir de los datos consignados en el repositorio STRING, que permite
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seleccionar el origen de la evidencia que soporta la interaccién proteica, bien sea por Mineria
de datos (Textmining), Experimentos (Experiments), Datos en repositorios (Databases), Co-
expresion, Vecindad de los genes codificantes (Neighborhood), Fusiones entre genes (Gene
Fusions, o Co-ocurrencia. Ademas, permite seleccionar el Score de interaccion deseado,
gue puede ser muy alto, alto, medio o bajo, y preferiblemente deben seleccionarse alto o
muy alto de forma que la supuesta interaccion sea mas confiable. Asi mismo, selecciona el
numero de nodos que se desea visualizar en dos planos, la interaccién primaria o la
interaccidén secundaria (mas indirecta), para lo cual se recomienda visualizar no mas de 10

nodos en la primera linea y no mas de 5 nodos en la segunda.

Figura 16. Esquema para proposicién de redes de interaccidbn génica / proteica en el
repositorio STRING (http://string-db.org/).

! Seleccion de genes posiblemente relacionados

|

Consecucion de codigos de los genes
seleccionados para ingreso al repositorio

Ingreso de genes a analizar en el
repositorio

Obtencion de la primera red propuesta por el
software

Modificacion de las variantes a
analizar para construir la red
deseada por los autores

Seleccién de nodos en la red
relacionados con los fenotipos a
analizar segln reportes en la

literatura cientifica

Descripciény analisis de los resultados
encontrados

77



http://string-db.org/

Figura 17. Formato de ingreso a la plataforma STRING.

Se debe incluir el nombre de la proteina codificada por el gen de interés y seleccionar Homo sapiens como organismo en el que se estudian

sus interacciones.

Figura 18. Condiciones a modificar para ajustar los parametros de la red.

O Dwta Settingy v )
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Figura 19. Analisis del enriquecimiento por Gene Ontology que se puede incluir dentro del
analisis en STRING.

No reportaremos en este trabajo estos resultados dado que no construimos redes basados en andlisis experimentales.

O Leger > £ DataSettings > £ View Settings > [ Tabdk Exporta )  © Evidence ) FERARENEIE N

Network Stats

Functional enclehmuents in your netwark

De acuerdo con los datos consignados en la Tabla 6, la construccién de redes de interaccion
para las proteinas codificadas por los genes en cada region cromosémica comprometida por
las CNV descritas se realiz6 en orden por paciente, luego se presentaran primero las redes
correspondientes a genes comprometidos en el paciente ER13, posteriormente las del

paciente ER14, y por ultimo las correspondientes al paciente ER16.
En el paciente ER13 se detectd una duplicacion en 22q11.1 y una delecion 199q13.11-q13.12.
La delecion 22g11.1 supone compromiso del gen Rab36 como asociado a fenotipo

epileptdégenos, mientras que delecién 19g13.11-gq13.12 compromete en nuestro paciente al
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gen LGI4. Las redes de interaccion proteica para los productos de estos genes se pueden

observar en Figura 20 y Figura 21.

En el paciente ER14 se detectd una delecion homocigota en 1p36, asociada a una
duplicacién 18p11.31. En la region 1p36 llama la atencidén el compromiso de varios genes,
de los que se mostraran los analisis de redes de dos en particular: KCNAB2 y KLHL17, por
haber obtenido los resultados mas interesantes (Ver Figura 22 y Figura 23). En la region
18p11.31 se localizan méas de 10 genes, solo dos de ellos relacionados con enfermedad:
LPN2 y TGIF1. Dado que TGIFL1 tiene expresion en el cerebro en desarrollo segun datos de
modelos animales [88], este fue el gen que seleccionamos para construir la red molecular
(Ver Figura 24).

En el paciente ER16 se detectd una delecion de la regidbn cromosémica Xg28, que
compromete el gen TMLHE, por lo que para este Unico gen se construyo la red molecular

(Ver Figura 25).

No es destacable en ninguna de las muestras analizadas regiones ni porcentajes relevantes
con homocigosidad, que justifiquen la busqueda de genes causales recesivos en ellos 0 en

otros familiares.

Cabe mencionar ademas, que se identificaron CNV con tamafios de 70 a 500 kb,

consideradas como polimorficas y a las que no se les ha atribuido capacidad funcional para

producir enfermedad.
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Aungue no se detectd ningun reordenamiento no balanceado, esto no excluye otras
alteraciones citogenéticas en los pacientes estudiados, pero ellos contaban con estudio
previo de cariotipado reportados como normales. Ademas, la técnica pudo no detectar

deleciones o duplicaciones en porcentajes minoritarios de mosaicismo.

Figura 20. Red de interacciones proteicas mas importantes para Rab36.

RAB3IP

VPS35
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Figura 21. Red de interacciones proteicas mas significativas para LG14.

CACNG2
S

|

—, ADAMZ23

82



Figura 22. Red de interacciones proteicas mas importantes para KCNAB2.

Noétese que las aristas son gruesas y cortas, es decir hay poca distancia entre los nodos, lo que representa una mayor fuerza de asociacion.
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Figura 23. Red de interacciones proteicas mas importantes para KLHL17.
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Figura 24. Red de interacciones proteicas mas importantes para TGIF1.
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Figura 25. Red de interacciones proteicas mas importantes para TMLHE.
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Por otra parte, desde la publicacion de los primeros datos de la secuencia del DNA humano
la variabilidad genética se ha relacionado principalmente con los SNP, recientemente
cobrando importancia su asociaciacion con la susceptibilidad a padecer enfermedades de
herencia multifactorial [89]. Se estima que a través de todo el genoma se distribuyen hasta

20 millones de ellos, aproximadamente un SNP por cada 100 a 300 nucleétidos [90].

El estudio gendmico de nuestros pacientes incluy6 la evaluacion funcional de 392.197
polimorfismos en todo el genoma, relacionados previamente con diferentes fenotipos de
enfermedad. 10 polimorfismos distribuidos en 6 genes fueron seleccionados para continuar
con el andlisis. Del total de polimorfismos evaluados, corresponderian apenas a un 0.003%

de la cobertura.

La seleccion de dichos SNP se realizé posterior al tratamiento informatico y estadistico de

los datos, segun las siguientes recomendaciones:

Inicialmente se excluyeron polimorfismos con Call Rate < 80 %, Frecuencia Alélica Menor
(MAF) < 0.01 o que no se encontraran en equilibrio de Hardy Weinberg. Mas de 390.000
polimorfismos fueron descartados tras este primer filtro, y se procedid a buscar entre ellos
los mas frecuentemente mencionados en la literatura como asociados con epilepsia, tras lo
cual 67 SNP fueron seleccionados. 23 tenian Call Rates por debajo del 90% por lo que fueron

excluidos. Entre los restantes 44, se seleccionaron aquellos asociados con refractariedad a
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farmacos, quedando finalmente 10 SNP seleccionados, los cuales presentamos en la Tabla

7. Las frecuencias alélicas detectadas se presentan en la Tabla 8.

Tabla 7. Polimorfismos evaluados por el microarreglo seleccionado que se han relacionado

previamente con respuesta a FAE.

SNP Alelos Gen
rs2305748 c/T SCN1B
rs2234922 A/G EPHX1
rs10517402 c/T EPHX1
rs1544410 A/G VDR
rs731236 c/T VDR
rs2032582 A/G/T ABCB1
rs1045642 c/T ABCB1
rs717620 A/G ABCC2
rs2273697 A/G ABCC2
rs2706110 A/G NFE2L2

Tabla 8. Frecuencias alélicas en los diferentes SNP seleccionados, detectadas en el grupo

de pacientes analizados.

SNP Alelos Gen Combinacién alélica mds Combinacién alélica Combinacién alélica menos
frecuente en nuestra serie menos frecuente frecuente
rs2305748 c/T SCN1B cc 100% T 0% CT 0%
rs2234922 A/G EPHX1 AA 100% GG 0% AG 0%
rs10517402 Cc/T EPHX1 cC 100% T 0% CT 0%
rs1544410 A/G VDR GG 100% AA 0% AG 0%
rs731236 c/T VDR T 100% CcC 0% CT 0%
rs2032582 A/G/T ABCB1 TG 60% T 20% GG 20%
rs1045642 Cc/T ABCB1 TC 80% cc 20% 1T 0%
rs717620 A/G ABCC2 GG 100% AA 0% AG 0%
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rs2273697 A/G ABCC2 GG 100% AA 0% AG 0%
rs2706110 A/G NFE2L2 GG 100% AA 0% AG 0%

Posterior a su deteccion, se hizo una revision mas profunda de la literatura cientifica y las

bases de datos dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), Clinvar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), dbGAP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap), y se

utilizaron herramientas como Variation Viewer (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/)

para evaluar la posible implicacién patogénica de los polimorfismos encontrados.

En la discusion se detalla la descripcidon de los SNP evaluados en los genes SCN1B, EPHX1,
ABCB1y NFE2L2, y se amplia la informacion sobre su papel en la respuesta a farmacos en

pacientes con epilepsia.

Cabe mencionar que 19 de 19 pacientes genotipificados presentaron alelo C (CC) para el
SNP rs10517402 localizado en el gen EPHX1, cuyo alelo mas comudn en poblacién
americana y anglosajona es el T, siendo esta la Unica asociacion encontrada con el fenotipo

de refractariedad a los medicamentos en los casos estudiados.
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Tabla 9. Resumen de los resultados segun los objetivos propuestos.

Objetivos

Detectar, por medio de aCGH/SNP, la presencia
de rearreglos genémicos en pacientes
Colombianos con ER.

Determinar la frecuencia de rearreglos
genomicos en el grupo de pacientes en estudio.

Determinar la frecuencia de SNP incluidos en la
plataforma de aCGH/SNP en el grupo de
pacientes en estudio.

Describir el cuadro clinico de los pacientes en los
que se encuentran los rearreglos genémicos y
compararlos con cuadros reportados en la
literatura.

Establecer el origen de los rearreglos gendmicos
como de novo o hereditarios.

Analizar el papel potencial de los rearreglos
genomicos y los SNPs encontrados en el fenotipo
de Farmacoresistencia mediante la proposicion
de redes de interaccion génica.

Resultado

En 3 de los 19 pacientes analizados se detectaron variantes en el
numero de copias gendmicas posiblemente relacionadas con su
enfermedad.

En el paciente ER14 se detectd una delecién homocigota en la
region cromosdémica 1p36, asociada a una ganancia de material
genético en el brazo corto del cromosoma 18, en la region
cromosémica 18p11.31.

En el paciente ER13 se detect6 una pérdida heterocigota de
material genético en el brazo largo del cromosoma 19, en la
region 19913.11-q13.12, y una ganancia en el brazo largo del
cromosoma 22, en la region 22q11.1.

En el paciente ER16 se detectd una delecidn de la region
cromosdmica Xq28.

En aproximadamente un 15% de los pacientes analizados se
encontro posibles rearreglos gendmicos patogénicos.

En 20% de ellos se describe una delecion homocigota, en 40% de
ellos una delecién, y en 40% de ellos una duplicacién.

No se detectaron pérdidas de la heterocigosidad en regiones
cromosdmicas relacionadas con el fenotipo estudiado.

En el grupo de pacientes analizados se detectaron 10 SNP
relacionados con el fenotipo de Refractariedad a los
tratamientos farmacoldgicos. Del total de polimorfismos
evaluados, corresponde apenas a un ~0.003% de la cobertura.
Estos 10 polimorfismos se encuentran distribuidos en 6 genes.
Las frecuencias alélicas detectadas se presentan en los
resultados a manera de tabla.

Los cuadros de los pacientes analizados se revisan en la seccidon
de resultados. La descripcidn de los cuadros clinicos de
pacientes reportados en la literatura se detalla a continuacién
en la discusién, con apartados en los que cuando es posible se
realiza la comparacién con los de nuestros casos.

No se logré determinar el origen de los rearreglos gendmicos en
los pacientes en los que se describieron CNV posiblemente
patogénicas.

Por medio de herramientas bioinformaticas diversas, y
reportando en este trabajo los resultados obtenidos a partir de
la base de datos STRING, se realizé un analisis de las
interacciones entre los genes involucrados en los rearreglos que
en la literatura se reportan como relacionados con epilepsia y/o
respuesta al tratamiento farmacolégico.
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8. Discusion

Recientemente ha crecido la evidencia sobre reorganizaciones cromosomicas que causan
RM idiopatico (en un 1 a 23% de los casos) y otros fenotipos neuroldgicos [91], y diversos
estudios han intentado estudiar el papel de alteraciones gendmicas ya sea como
predisponentes, causales o modificadoras de diferentes fenotipos en epilepsia. Sus datos
sugieren un nuevo paradigma para el uso de los andlisis moleculares en investigacion basica
y en clinica: Tipos especificos de epilepsia tienen una arquitectura genética que es

susceptible de estudio [43,44].

Dentro de las causas de epilepsia, las etiologias adquiridas / no genéticas corresponden
aproximadamente al 30% de los casos, teniendo el resto un componente genético o una
causa genética claramente establecida [92]. Las epilepsias generalizadas han demostrado
la mayor concordancia en estudios en gemelos (cercana al 80%) sugiriendo que son este
tipo de epilepsias las de mayor componente genético, mientras las epilepsias focales son

concordantes en un porcentaje mucho menor (36%) [93].

Las metodologias de citogenética molecular y otros andlisis se utilizan cada vez mas para el
estudio de aberraciones cromosémicas que no son visibles a la citogenética convencional y
gue han sido relacionadas como causa de epilepsias genéticas, esto es principalmente

microdeleciones y microduplicaciones [60].
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El FISH multisonda permite detectar deleciones, traslocaciones y con menor resolucion
duplicaciones, pero se requiere lograr la hibridacidén de las sondas en nucleos metafasicos y
la técnica requiere experiencia del analista, es laboriosa en su ejecucion y ademas es
costosa [60]. La técnica de MLPA, que utiliza una sonda especifica para cada region en
estudio para por una uUnica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) amplificar esos
fragmentos y de acuerdo con la electroforesis capilar de los productos de PCR identificar
segun la intensidad de las sondas si existen deleciones y duplicaciones [94]. habia sido
ampliamente utilizada por su facil ejecucion, costos bajos y sensibilidad para la deteccion de
pérdida o ganancia de material genético en regiones cromosomicas subteloméricas en el

estudio diagnostico de pacientes con RM [94].

El descenso en costos y alta sensibilidad de las técnicas basadas en microarreglos como
metodologias de estudio y diagnosticas que no solo abarcan regiones subteloméricas sino
el resto de los cromosomas ha permitido la identificacion de otros rearreglos que podrian
asociarse a RM, Autismo y otros fenotipos neurologicos. En la practica clinica, se esta
empezando a construir la evidencia sobre el rol que juegan este tipo de pruebas genéticas
en el algoritmo diagnéstico de pacientes con epilepsia [63,95], dado que permiten el analisis
simultaneo de varias regiones del genoma acortando los tiempos de reporte de resultados y
los costos que implica el analisis no de una sino de varias secuencias del DNA en pasos
sucesivos y no simultaneos [61]. El trabajo publicado por Galizia et al. en el que se utilizo al
aCGH como método piloto para la deteccion de trastornos gendmicos asociados a ER, logré
en aprox. 25% de los casos demostrar una microdelecién / microduplicacion asociada a

algun otro rearreglo cromosomico, en ocasiones mas grande [65].
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A pesar de su alta heredabilidad, las aproximaciones genéticas al estudio de la epilepsia
basadas en el estudio de genes individuales o en la busqueda de candidatos mediante
GWAS, han emitido datos interesantes para iniciar el entendimiento de la trama genoémica
en la complejidad de la enfermedad [63,96], no siendo completamente evaluada la
asociacion entre rearreglos cromosomicos y epilepsia, mucho menos la relacion con

fenotipos como la refractariedad al manejo farmacoldégico.

Girirajan et al. proponen que con el estudio de microarreglos es posible identificar rearreglos
gendmicos que, evaluados a la luz de un solo rasgo fenotipico, podrian asociarse a mayor
severidad [97]. Lo anterior se relaciona con el nUmero de genes comprometidos, ya que a
mayor numero de CNV en un paciente es mas probable que se altere un mayor nimero de
genes. A pesar de que por la resolucion de los microarreglos utilizados en este estudio se
hizo una restriccion hacia el analisis de CNV de gran tamafio (> 400 kb), los autores no
descartan que CNV pequefas, SNV, SNP, y factores epigenéticos también contribuyan a la

variacion fenotipica en pacientes con enfermedad neuroldgica.

Striano P et al. por su parte, plantean que los pacientes con epilepsia tienen una carga mayor
de CNV raras, de gran tamafio y con varios genes comprometidos, y esta carga aumenta si
ademas presentan RM o algun otro rasgo neuropsiquiatrico [98]. En pacientes con epilepsia,
las CNV podrian ser utilizadas como screening/diagndéstico preferiblemente en los casos
anteriores. En su trabajo no se puede establecer una asociacion clara entre el fenotipo y el

genotipo de los pacientes, pero se propone que es posible que los rearreglos cromosémicos
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estén implicados mas en la modificacion del fenotipo que en la causa de la epilepsia.

Poduri A. et al. encontraron en un estudio basado en metodologias de aCGH que variantes
gendmicas que comprometen los genes PARK2, AKT3, CACNA1B, KCNJ3, PMP22, PCDH,
EGR3, MAPK3 y GABARAP podrian asociarse con el desarrollo de epilepsia [99]. Sin
embargo, hay que mencionar que dado el caracter observacional del estudio, pudo existir un
sesgo de seleccion de los pacientes. Los autores ademas plantean que el peso de las CNV
y el poder diagndstico del microarreglo podrian estar sobreestimados. Sin embargo, es uno
de los Unicos estudios en los que incluyen poblacidén pediatrica de centros de referencia en
donde se practica frecuentemente el uso del microarreglo como parte del algoritmo
diagnostico para eplepsia, encontrando que hasta un 40% de los pacientes presenté al

menos una CNV identificable[99].

Segun Galizia et al. rearreglos cromosémicos que contienen genes relacionados con
procesos neurales pueden modificar los fenotipos de severidad en epilepsia. En un estudio,
describieron dos CNV que contienen a los genes CHRNA7 y GOLGA2, pero no se
comprometieron en comprobar su patogenicidad. Sin embargo, proponen que en pacientes
adultos con epilepsia, con fenotipos de severidad como la refractariedad al tratamiento, se
debe considerar al aCGH como metodologia de identificacién de CNV que pudieran explicar
el cuadro clinico, y que el estudio molecular en dichos pacientes deberia formar parte del
pool paraclinico, junto a las neuroimagenes, la electroencefalografia, etc. [65]. Cabe
mencionar que su trabajo deja ver varias dificultades metodolégicas entre las que cuenta la

seleccién de los pacientes, que no fue ideal dada la falta de datos relacionados con
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dismorfismos tanto faciales como en otras localizaciones corporales, anomalias del
crecimiento prenatal y el grado de RM, lo que refleja la situacién de la mayoria de historias
clinicas de pacientes adultos, y que es un punto en comun en los diferentes articulos

cientificos que se han revisado para el desarrollo de nuestro trabajo.

Mas promisorio aun, es el uso de las técnicas de NGS para el diagndstico mas acertado de
la etiologia de la epilepsia. ElI equipo de EuroEPINOMICS ha evaluado la eficiencia
diagndstica de las técnicas de NGS y estiman que al utilizar paneles de unos 265 genes, se
pueden identificar mutaciones causales de epilepsia, previamente reconocida como
idiopatica y presumiblemente genética, hasta en un 50% de los pacientes [100]. Sin
embargo, su aplicacion especificamente en la identificacibn de genes asociados a ER
continua siendo desconocida. Recientemente se propuso a la biologia de sistemas basada
en paneles génicos por NGS o0 GWAS, como un elemento clave en el estudio molecular de
las causas y factores de susceptibilidad a epilepsia [96]. Johnson et al. describieron una red
constituida por mas de 400 genes asociados a la epilepsia tras analizar la expresién génica
en muestras de tejido cerebral extraidas de pacientes con epilepsia del I6bulo temporal, para
luego evaluar si existian conjuntos de genes que se expresaban de forma conjunta y si estos
podian tener implicaciones funcionales en la epilepsia. Sus resultados fueron puestos a
prueba en un modelo de ratdn que permitié demostrar la conservacion de los mecanismos
supuestamente implicados en epilepsia en ambas especies, lo que confirmé la utilidad de
las aproximaciones de estudios de asociacion y de la genética de sistemas como

herramienta de estudio de enfermedades complejas, en este caso epilepsia.
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En la mayoria de articulos revisados es claro que fenotipos de la epilepsia como es la
refractariedad a FAE son dejados de lado. Mencionan algunos autores que la alta frecuencia
intercrisis previa al inicio del manejo con FAE puede ser un factor de mal prondstico y que
se asocia a mediano plazo a farmacoresistencia, o que sugiere que existen factores
neurobioldgicos propios de cada individuo afectado y otros comunes a varios pacientes que
pueden estar relacionados tanto con la severidad del cuadro epiléptico como con la

respuesta a FAE [40].

Existen reportes en la literatura de multiples procesos a nivel cerebral que contribuyen con

la farmacoresistencia promoviendo la severidad de los cuadros epilépticos [41]:

- Neuroinflamacion.

- Aumento constitutivo de la transmision sinaptica excitatoria.

- Cambios en la inhibicibn GABAérgica.

- Muerte celular neuronal.

- Patrones aberrantes de inervacion dependientes de un crecimiento axonal anormal.

- Entre muchos otros.

A pesar de que pueden parecer muy ‘amplios’ en el sentido en que no representan una unica
via molecular, se han hecho esfuerzos por integrarlos y se ha encontrado que algunos genes
gue participan en una o varias vias de sefializacién relacionadas con esos procesos tienen
un patrén de expresion muy caracteristico en el tejido epiléptico farmacoresistente, y es muy

diferente al patron que se encuentra para otras patologias cerebrales, por ejemplo en tejido
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cerebral de pacientes con enfermedad de Alzheimer [42]. Lo anterior sugiere que
alteraciones en la expresion no de uno sino de varios genes implicados en estos mecanismos
biologicos podrian estar relacionadas con el mecanismo causante de la refractariedad, y es

alli en donde radica la importancia del estudio genémico.

Una revision sistematica de la literatura recoge metodologias de identificacion de CNV
patogénicas en epilepsia basadas microarreglos de expresion génica en tejido cerebral de
pacientes con ER [42]. Aunque al menos 12 estudios de buena calidad se encuentran
descritos en ella, no fue posible establecer mecanismos que se asocien fuertemente a la
farmacorresistencia. Existe sin embargo entre todos ellos un sobrelapamiento importante de

los genes que se encuentran diferencialmente expresados en los pacientes con ER.

Con un andlisis juicioso de esos genes sobrelapantes los autores pudieron proponer un
modelo de interaccion molecular que podria asociarse con el desarrollo de refractariedad:
Con genes regulados a la alta se construyd una red que revela que existe una disregulacion
de las proteinas involucradas en el mantenimiento de la morfologia de las hendiduras
sinapticas, que incide finalmente en su funcion. Con los genes regulados a la baja se
construy6 una red que revela que existe una disregulacién de las proteinas involucradas en
mecanismos apoptoéticos, el crecimiento y la proliferacidén celular, y en el mantenimiento de
la morfologia neuronal. Los autores invitan a otros investigadores a utilizar este tipo de
metodologias de analisis para encontrar datos que soporten las hipétesis actuales de
farmacorresistencia o permitan formular otras. Y dicho esto, desde hace un par de afos se

empieza a detectar un aumento en la literatura de estudios sobre fenotipos epilépticos
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[78,86,101,102,103]. Sin embargo, no existe evidencia suficiente que soporte el uso de la
tecnologia de microarreglos para el estudio rutinario de pacientes con ER en paises en
desarrollo como el nuestro, y solo en un caso se encuentra reporte en la literatura de
cohortes de pacientes latinoamericanos en la que haya sido evaluado la genémica de la

epilepsia [104], no describiendose especificamente el fenotipo de refractariedad a los FAE.

Nosotros encontramos una duplicacion 22q11.1 y una delecion heterocigota 19913.11g13.12
en el mismo paciente (ER13). El paciente no tiene el fenotipo para considerar en él
diagnostico de Sindrome por Microduplicacion 22g11.2 que incluye en su espectro de
presentacion cardiopatia congénita, anomalias urogenitales, insuficiencia velofaringea y
trastornos del aprendizaje [105] y no tiene rasgos suficientes que permitan configurar una
Epilepsia Autosémica Dominante con Afectacion Auditiva (ADPEAF por sus siglas en inglés)

en la que recientemente se describieron alteraciones en el locus 19g13.

En 2011, Piccione et al. reportaron el caso de un nifio de 10 afos de edad con epilepsia
mioclonica con una duplicacion de novo en la regiébn cromosOmica 22g11.2 [83]. Se encontrd
en el paciente una microduplicacion de 630kb en 22q11.22q11.23 que comprometia 18
genes, la mayoria relacionados con la sintesis de la cadena ligera de la Ig Lambda, lo que
llevé a los autores a especular que el fenotipo neuroldgico se debia a un efecto dosis
dependiente de otros genes alli localizados relacionados con otros procesos biologicos, y
les llama la atencion en particular el gen Rab36 que codifica la proteina asociada a ras Rab36

gue se cree estd involucrada en el trasporte de vesiculas al interior de la célula.
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Las GTPasas Rab catalizan la formacién de dominios especificos en las membranas de
diferentes tipos celulares, a las que son llevadas por medio de inhibidores de la disociacion
de nucledtidos de guanina (GDI por sus siglas en inglés), para unirse alli a proteinas
efectoras de sefales y ser posteriormente estabilizadas para participar de las cascadas de
vias secretorias y endociticas, con efectos que alcanzan incluso a la organizacion de los
compartimentos del Complejo de Golgi (CG) para permitir el adecuado procesamiento,
clasificacion y secrecion de vesiculas [106]. Se cree que la sobreexpresion de Rab36 induce
el clustering de lisosomas y endosomas al rededor del CG, y que de expresarse en tejido
cerebral, Rab36 podria por los mecanismos mencionados antes interferir en el adecuado
procesamiento de neurotransmisores, bien sea por alteraciones en la secrecion o trafico
vesicular que alteran la funcién sinaptica, o por compromiso del transporte de medicamentos

anticonvulsivantes al interior de la barrera hematoencefalica [83].

Al evaluar las interacciones de Rab36 con otras proteinas utilizando la base de datos
STRING, se pudo construir una red en la que varios nodos llaman la atencién (Ver Figura

20).

Al menos 2 inhibidores de la disociacion de GDP, GDI1 y GDI2, de gran importancia para la
regulacion de la disociacion de nucleétidos de guanina que reduce la acumulacion de
GTPasa activa durante las vias de transduccién de sefales [107] interactian con la proteina
Rab3. De manera interesante, el gen que codifica para uno de estos inhibidores, el GDI1, se
localiza en la region cromosdémica Xq28, frecuentemente asociada con RM [108], y la cual

encontramos alterada en otro de nuestros pacientes.
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Aunque no los dos descritos aqui, existe un inhibidor de la disociacion de nucleétidos de
guanina que ha sido relacionado con epilepsia, el inhibidor de la disociacion RabGDP alfa,
cuya principal funcién es la regulacion de mecanismos celulares de neurotransmision en los
gue participan proteinas Rab pequefias y cuyas mutaciones causan un tipo de RM ligado al
X asociado a crisis convulsivas, que al parecer son causadas por hiperexcitabilidad neuronal

secundaria a la inadecuada modulacion de la sinapsis [109].

Existe un complejo proteico dentro de las células conocido como el retromero, que se
encarga del transporte vesicular del endosoma al CG para la recuperacion de proteinas de
membrana [81,110]. Tiene un subcomplejo que selecciona las cargas que contiene las
moléculas VPS35, VPS29 y VPS26, y otro con las nexinas SNX1 y SNX2 que permiten la
conformacion tubular de los endosomas. El retromero es reclutado a la membrana del CG
por accién de la proteina RAB7 que al ser inhibida por TBC1D5 impide el adecuado trasporte
vesicular [111]. La disfuncién del retromero es un conocido factor de riesgo para
enfermedades neurodegenerativas [112]. Tanto VPS35 como TBC1D5 se demuestran en la
red molecular como proteinas relacionadas con Rab36, aunque al realizar la busqueda en la

literatura no se encontraron articulos cientificos que expliquen su interaccion.

En modelos animales se ha demostrado que la expresion de VPS35 promueve la
maduracion de las dendritas en las neuronas del sistema nervioso central embrionario,
principalmente en el hipocampo [112]. Mutaciones en VPS35 se han relacionado con pobre

sobrevida neuronal y sensibilidad neuronal aumentada a toxinas ambientales [113], y se cree
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qgue el mecanismo por el que VPS35 se relaciona con neurodegeneracion en enfermedades
como el Parkinson y la Demencia tipo Alzheimer subyace en la perturbacion de la
funcionalidad del retrbmero que contribuye a una trasmision glutaminérgica alterada y a
otras alteraciones metabdlicas propiciadas en el microambiente neuronal como son
trastornos de la funcién mitocondrial [114,115,116,117]. No se encuentra en la literatura

evidencia suficiente para asociar VPS35 con epilepsia.

Cuando las vesiculas asociadas al retromero se acercan al CG, especificamente al trans-
Golgi, proteinas del complejo GARP son responsables del anclaje de estas a las membranas
[118]. VPS54, importante componente del complejo GARP que en la red supuesta de
interacciones de Rab36 aparece como asociada, ha demostrado en modelos animales que
mutado causa desestabilizacion de todo el complejo, alterando el transporte retrogado de
vesiculas y confundiendo la sefializacion de proteinas endosomales y del CG, causando a
largo plazo deterioro morfolégico y funcional del CG [119,120]. Su disfuncién se ha asociado
principalmente a enfermedades de la motoneurona como Eslcerosis Lateral Amiotréfica,
pero los mecanismos especificos por los que llevaria a la enfermedad son aun pobremente

comprendidos, aunque ampliamente estudiados [120,121,122].

Por otro lado, la red muestra que Rab36 interactia con Ykt6, una proteina SNARE implicada
en el transporte vesicular entre los compartimentos del CG neuronal y el re-ensamblaje del
CG una vez se ha producido la mitosis [123]. La proteina Ykt6 actla con la Sintaxina 5, la
proteina Gos28 y la proteina GS15 para la regulacién del transporte vesicular intra-Golgi,

cuya importancia radica en lograr la adecuada acomodacion de ‘cargas pesadas’ de
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moléculas que deben ser secretadas y que no pueden ser insertadas en vesiculas de
transporte de tamafio promedio [106]. Ykt6 tiene altos niveles de expresion en neuronas del
sistema nervioso central, y aunque se cree que esta indirectamente relacionada con la

exocitosis de las vesiculas sinapticas su funcidén en el cerebro aun no es clara [124,125].

La proteina RILP, mas ampliamente conocida como Pricklel, se ha descrito como asociada
con Epilepsia Mioclonica Progresiva (PME por sus siglas en inglés), un sindrome
caracterizado por crisis convulsivas mioclénicas usualmente generalizadas y grados
variables de deterioro cognitivo posterior al inicio de crisis, relacionado principalmente con
demencia [126]. Varios trabajos de investigacion lograron mapear como causa de este
sindrome a alteraciones en la regién cromosémica 12g12-q13, considerando inicialmente
gue se trataba de un fenotipo alélico a la Enfermedad de Unverricht-Lundborg, la forma méas
pura y menos grave de PME [127,128]. Sin embargo, llamaba la atencion de los
investigadores que los individuos afectados en las familias estudiadas cursaban inicialmente
con ataxia desde los 4 a 5 afios de edad, para posteriormente hacer un cuadro clinico
inequivoco de PME [126]. Por esto, Bassuk et al. decidieron resecuenciar 47 genes
contenidos en la region cromosémica descrita, y encontraron en todas las familias afectadas
una mutacion missense homocigota en PRICKLE1 (c.311G—A, R104Q) que altera un
aminoacido altamente conservado evolutivamente y entre especies, llevandolos a la
conclusién que eran las alteraciones en este gen las responsables del fenotipo, un sindrome
de herencia autosémica recesiva de PME y ataxia [126]. Posteriormente, se ha confirmado
gue la proteina Pricklel se expresa en multiples regiones de la corteza cerebral, algunas de

ellas consideradas importantes focos epilépticos como el hipocampo y el talamo, y también
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en la corteza cerebelosa, lo que explicaria los asociados fenotipos de ataxia, y se ha
demostrado en modelos animales que la interrupcion de la interaccion entre Pricklel y la
proteina REST resulta en enfermedad neurodegenerativa [126]. Recientemente también se

ha asociado a Pricklel con agenesia del cuerpo calloso y polimicrogiria [129].

Valvo et al. reportaron el caso de una nifia de 6 afios con una microduplicacion en 22gq11.2
con Epilepsia de Picos y Ondas Continuas durante el Suefio (CSWS por sus siglas eninglés),
con trastorno del comprotamiento (ADHD) posterior a la epilepsia. Describen que el
Sindrome por Microduplicacion 22911.2 reportado en la literatura incluye: rasgos
dismorficos, anomalias cardiacas, trastornos del comportamiento o trastornos del
movimiento corporal, pero no existen suficientes reportes en los que pacientes afectados
cursan con epilepsia como para incluir a este fenotipo neurolégico como caracteristico, y
ningun reporte en el que los pacientes sufran especificamente de CSWS [84]. Dado que en
otros sindromes causados por alteraciones gendmicas en esta region cromosomica
(DiGeorge, velocardiofacial) se ha descrito como posible causa que los Low copy repeats
(LCRs22) y elementos Alu que funcionan como substratos de la recombinacion meiotica
NAHR se alteren, los autores proponen que en esta paciente los LCRs 22A 'y 22D que rodean
la duplicacion de 2.5 Mb descrita contengan genes aun no descritos que pudieran

relacionarse con la epilepsia [84].

Deleciones intersticiales en el brazo largo de cromosoma 19 han sido relacionadas con el

sindrome de genes contiguos caracterizado por retardo del crecimiento uterino y posnatal,

103



trastornos de la deglucion, microcefalia, anomalias urogenitales y alteraciones de la piel

[130,131].

Especificamente en la region 19g13.11 se localiza el gen LGI4, asociado con Convulsiones
Neonatales e Infantiles Benignas Familiares (BFIS por sus siglas en inglés) y Epilepsia
Infantil de tipo Ausencia [132,133]. LGI4 es un gen que se expresa en altos niveles en el
neuroporo rostral durante el desarrollo embrionario y en las células de Purkinje cerebelosas,
en los compartimentos intracelulares correspondientes al Reticulo Endoplasmatico (RE), el

CG y las vesiculas de transporte [134] cuya funcion no se conoce completamente.

Se construyé una red de interacciones proteicas para LGI4 utilizando la herramienta
bioinformética STRING, y se realiz6 una basqueda en la literatura sobre la relacion de los

diferentes nodos involucrados con mayor fuerza de asociacion y epilepsia (Ver Figura 21).

LG4 interactia como ligando de dos proteinas ADAM, familia de gluproteinas ancladas a la
membrana celular que contienen un dominio desintegrina y un dominio metaloproteasa [135].
Estas son ADAM22 y ADAM23, responsables de la escision proteolitica de muchas proteinas
transmembrana y de la liberacion de su dominio extracelular (Figura 26). Particularmente
ADAM22 es un probable ligando de las integrinas en el cerebro, involucrada con la
regulacion de la adhesion celular y la inhibicion de la proliferacion, y receptor neuronal para

LGI1, paraloga de LGI4 [136]. La funcién de ADAM23 es menos conocida.
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Figura 26. Esquema de la interaccion entre las proteinas ADAM22 y ADAM23 y LGI1

obtenido en el repositorio REACTOME.

Mutaciones en LGI1 han sido descritas en aproximadamente el 50% de pacientes ADPEAF
y en al menos el 2% de pacientes con Epilepsia Parcial Idiopéatica con Afectacién Auditiva
(IPEAF por sus siglas en inglés) [80,137,138]. También se ha asociado a LGI1 como el
autoantigeno responsable de la Encefalitis Limbica, un trastorno neurolégico que oncluye

crisis convulsivas dentro de su cuadro clinico [139].

Fukata et al. demostraron que LGI1 aumenta la transmisién sinaptica mediada por
receptores AMPA (Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico) en el hipocampo.
ADAM22, que atrae a LGI1 como su ligando, en estado mutado falla y las dos proteinas no
pueden asociarse, lo que impide que prosiga adecuadamente la transmision sinaptica y
resulta en el anclaje de ADAM22 a las membranas possinapticas ricas en subunidades de

canales de Calcio codificadas por el gen CACNGZ2, también relacionado con el gen LGl4. La
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subunidad gamma 2 participa en el transporte de los receptores AMPA hacia las membranas
sinapticas, para la regulacion de la sinapsis rapida en la corteza cerebral [140]. Todos estos

mecanismos interdependientes se relacionan con fendmenos epileptdégenos.

Letts et al. describieron en un modelo animal la primera asociacion de disrupcion homocigota
del gen CACNG?2 y crisis epilépticas de tipo ausencias [141], en el que la disminucion en la
expresion de CACNG2 en conjunto con la de otros canales de Calcio predispone al aumento
en la frecuencia de crisis convulsivas y la severidad de las mismas. Otros estudios sugieren
mas bien una actividad supresora de crisis por CACNG2 cuando también se altera la

expresion de su homoélogo CACNG4 [142].

De acuerdo con lo reportado en la red, tanto LGI4 como LGI1 interactian de forma indirecta
con el canal de potasio dependiente de voltaje KCNA2. Este miembro de la subfamilia shaker
de canales de potasio dependientes de voltaje fue por primera vez reportado como asociado
con epilepsia en seres humanos por Pena et al. [143], puesto que previamente se habia
relacionado en un modelo murino con ataxia y crisis convulsivas [144,145]. Pena et al.
describieron una variante mutacional que en la proteina altera la conformacién del sensor de
voltaje, o que es primordial para el adecuado funcionamiento del canal, por lo que se
consideré como patogénica, pero sugirieron analisis funcionales debian ser llevados a cabo
para confirmar a las mutaciones en KCNA2 como causales de un nuevo fenotipo de
Canalopatia. Poco tiempo después de este reporte, Syrbe et al. describieron 4 diferentes
mutaciones de novo en KCNA2 en seis pacientes no relacionados que padecian

encefalopatias epilépticas, y realizaron en estudio funcional de las mutaciones encontradas
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reportando tanto pérdida como ganancia de funcion del canal o efecto dominante negativo,
sugiriendo que el fenotipo epileptégeno puede darse tanto por hiperexcitabilidad neuronal
como por silencio eléctrico en las membranas que expresan el canal [146]. Recientemente
se considerd que el fenotipo causado por mutaciones en KCNA2 también incluye crisis

convulsivas que tienen buena respuesta a los FAE y ataxias episddicas [147].

En el paciente ER14 se detectd una delecibn homocigota 1p36, asociada a una duplicacion
18p11.31. Li et al. mediante un andlisis de ligamiento basado en eventos de recombinacion
mapearon el locus mas probablemente relacionado con el diagnéstico de BFIS a un intervalo
de 12.4-cM de tamario entre los marcadores D1S2864 y D1S2830, que corresponden a la
region 1p36.12-p35.1 (NCBI Map Viewer Build 34), dato que soporta la asociacion de la

region cromosomica 1p36 con fenotipos de epilepsia [71].

La primera descripcion clinica que relacionaba a la region cromosoémica 1p36 con epilepsia
la realizaron Bahi - Buisson et al. en 2008, con un estudio retrospectivo de 91 pacientes con
diagndstico de delecion 1p36 [70]. ElI 87.9% de los pacientes tenia una delecién 1p36 pura
y 12.1% tenia un rearreglo complejo. 58% de los pacientes presentd epilepsia: las crisis
iniciaron en los primeros 6 meses de vida en el 79.2% de ellos, teniendo 25 de ellos crisis
generalizadas, 6 crisis focales simples y 4 crisis focales complejas. Todos los pacientes
recibieron manejo anticonvulsivante (excepto uno a quien por frecuencia ictal decidieron
suspender), y en el seguimiento, 35.9% desarrollaron ER. Cabe anotar que los pacientes
gue iniciaron crisis como espasmos infantiles o crisis focales y recibieron por tal motivo

esteroides como tratamiento antes que otros FAE, respondieron mejor al control de crisis
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gue quienes iniciaron con FAE distintos, por lo que los autores proponen que en pacientes
con Delecion 1p36 con crisis iniciales de tipo espasmos infantiles, se deberian utilizar
esteroides a altas dosis para lograr adecuado control de la epilepsia. En nuestro paciente,
no tenemos récord en la historia clinica que indique que las primeras crisis convulsivas
fueran espasmos infantiles, y actualmente como se menciond cursa con crisis de tipo

ausencias, y no tiene por tal razon manejo anticonvulsivante con corticoesteroides.

Saito et al. reportaron el caso de un nifio de 3 meses de edad con crisis focales simples y
espasmos infantiles, con RNM cerebral simple con polimicrogiria perisilviana. Tenia un
rearreglo complejo en el cariotipo 46,XY,der(1)t(1;4)(p36.23;935) con gran delecién 1p36 de
8.6Mb [72]. Este paciente fue tratado exitosamente con pulsos de ACTH con normalizaciéon
posterior del EEG, lo que estaria en congruencia con lo reportado previamente por Bahi -

Buisson et al.

Kanabar et al. realizaron un estudio retrospectivo de pacientes con delecion 1p36 con
fenotipo concomitante de epilepsia y apnea del suefio, y describieron sus caracteristicas
cinicas, la semiologia de las crisis epilépticas y datos de EEG. Todos los pacientes
presentaban asociado dismorfismo facial, RM e hipotonia. La semiologia sugeria en todos
ellos crisis focales o focales que secundariamente generalizan, tanto ténicas como ténico-
clonicas. Los autores plantean que la identificacion de los riesgos potenciales asociados a
la epilepsia en pacientes con deleciones en la region cromosomica 1p36 permite enfocar de
forma diferente su tratamiento y seguimiento y hacer un esfuerzo aun mayor por lograr en

ellos el control de las crisis, puesto que encontraron una asociacién positiva entre los picos
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de descargas anormales en los trazados electroencefalograficos y los episodios de apnea,

gue ponen en riesgo la vida de los afectados [74].

Paciorkowsky et al. reportaron que grandes deleciones en 1p36 (4 a 8 Mb) se detectan en
pacientes con espasmos infantiles, y que el 25% de los pacientes con diagndstico de
Sindrome por Delecion 1p36 tendra espasmos infantiles. La region critica comprometida por
el descrito Sindrome por Delecion 1p36 compromete clasicamente varios genes, entre los
gue destacan GABRD, KCNAB2, y KLHL17, que codifica una proteina que interactia con

GRIK2 y que seria clave en la regulacion pos-sinaptica [73].

Shimada et al. realizaron estudio gendémico para deteccion de CNV por microarreglos a
pacientes con sospecha diagndstica o diagnéstico confirmado de Delecion 1p36, y proponen
a KCNAB2 como gen candidato para explicar los diferentes tipos de epilepsias,
encefalopatias epilépticas y otros fenotipos neurolégicos como RM severo/profundo que
padecen los pacientes [75]. En su trabajo, es interesante ademas el andlisis de correlacion
genotipo - fenotipo que mostré que el tamafio de delecion mas probablemente relacionada
con mas leve fenotipo neuroldgico y dismorfismo facial en los pacientes comprende entre
1.8 -21y 18 - 22 Mb, y que pacientes con deleciones > 6.2 Mb tuvieron fenotipos
neurolégicos muy severos. Sin embargo, recientemente Yamamoto et al. reportan que no
consideran que el tamafio de la delecién se relacione con la severidad del fenotipo, puesto
gue algunos pacientes con deleciones muy pequefias pueden padecer epilepsias intratables

[75].
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KCNAB2 es un gen que codifica para la subunidad Beta de un tipo de Canal de Potasio,
cuya porcion citoplasmatica modula la conformacion caracteristica de las subunidades alfa
[148]. Participa en la regulacion de la sefializacion neuronal aumentando la actividad del

canal y evitando la hiperexcitabilidad [148].

Pacientes con sospecha de Delecién 1p36 fueron evaluados por Heilstedt et al. realizandoles
FISH para pérdida de KCNAB2. 37.5% de los pacientes presentaron delecion de las sondas
correspondientes a KCNAB2, y el 89% de estos cursaba con diferentes tipos de epilepsia,
mientras que en aquellos pacientes en que no se detecto la delecién solo el 27% sufria de
crisis convulsivas, lo que lleva a pensar a los autores que la pérdida de la subunidad beta
del Canal de Potasio podria, por alteracion de la repolarizacion de la membrana y aumento
de la excitabilidad neuronal, ser la causa de la predisposicion a presentar crisis convulsivas
[149]. En el caso de nuestro paciente, la delecion en la regibn cromosdémica 1p36 era
homocigota, pero se han reportado deleciones hemicigéticas que también se presentan en
pacientes con epilepsia, luego la haploinsuficiencia de KCNAB2, o bien de otros genes alli

localizados, también podria jugar un papel como causa de crisis convulsivas [149].

Los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) como KCNAB2 controlan el flujo de
iones potasio a través de las membranas celulares basandose en la diferencia de potenciales
eléctricos a ambos lados de estas [150]. La familia Kv, compuesta por canales formados por
cuatro subunidades y seis segmentos transmembrana, se estudia desde su descripcién a
partir del mutante Shaker de Drosophila melanogaster [151] y es la familia de canales iénicos

mas diversa.
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En modelos murinos, las células gliales expresan mMRNA de diferentes tipos de canales de
potasio dependientes de voltaje, principalmente Kv1.2, Kvl.4, Kvl.5 y Kv1.6, los cuales
también se ven sobrerrepresentados en las membranas celulares en los estudios de
inmunohistoquimica [152]. Asi mismo, se ha visto que las corrientes de K(+) fluyen
predominantemente a través de Is canales que se forman por complejos heteroméricos como
en Kvl1.5 y en menor proporcion por homoméricos como Kvl.4 o Kv1.6 [152]. Estos
resultados son importantes para demostrar como en tejido cerebral se expresan varios tipos
de canales i6nicos dependientes de voltaje, luego si en realidad estan interrelacionados
como lo sugiere la red construida con la herramienta STRING, tendria sentido que la
alteracion de alguno de ellos actuara como modificadora de todo el fenotipo de repolarizacion
de las membranas. También existe evidencia que reporta como en el sistema nervioso
central, puede modificarse la conformacion de algunos de los canales de potasio

dependientes de voltaje, en funcién de la regidn cerebral o el tipo celular [153].

Hay fenotipos neurolégicos asociados claramente a alteraciones en los canales de potasio
dependientes de voltaje. La Ataxia Episddica Tipo 1 (EAL1 por sus siglas en inglés) por
ejemplo es causada por mutaciones puntuales en el gen KCNAL1 que codifica para el canal
Kv1.1 [154,155,156]. Este canal de potasio también se ha asociado a epilepsia por un
mecanismo relacionado la via de sefalizacion NRG1-ErbB4 que fue estudiado en un modelo
murino pero que no se comprende completamente, y se necesita mayor evidencia para

determinar si en efecto Kv1.1 tendria alguna implicacién causal en estos fenotipos [157].
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Figura 27. Esquema filogenético de los canales de Potasio dependientes de voltaje.

En amarillo se resaltan canales que se relacionan con KCNAB2 segln la red de interaccion proteica construida con STRING.

* Tomado y Modificado de Garcia RV. et al. [150].
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Kv9.2 (KCNS2, 8q22)
Kv9.1 (KONSI, 20q12)

Kv34 (KONC4, 1p21)

Kv3.2 (KONC2, 19q13)
Kv3.1 (KCONCI, 11pld)
Kv3.3 (KONC3, 19913)

Kv4.1 (KONDI, Xpll)
E Kv4.2 (KOND2, 7q31)
r KvL7 (KCNAJ, 19¢13)

[Kyv1.4 (KONA4, 11p14)]
Kv >

Kv1.5 (KCNAS, 12p13)

Kv1.B(Kv1.10, 19913)
Kv1.2 (KCNA2, 1pl3) Kv12.2 (Elk-2, KONH3, 12q13)

IKv1.1 (KCNAL, 12p13 Kvi2.1 (Elk-1,3)
Kv1.3 (KONA3, Ip21) Kv12.3 (Elk-3 KCNH14, 17¢21)
Kv10.1 (cag-1, KONHI, 1¢32)

Kv7.1 (KVLQT1, KCNQI, 11p15) Ky123 (eng-2, KONHS, 14924)
Kv7.2 (KONQ2, 20q13) | Kvl1L1 (erg-1, KCNH2, 7q35)
Kv7.3 (KCNQ3, 8924) RviL2 (erg-2, 17)

Kv7.5 (KCNQS, 6914) Kv11.3 (erg-3,2)

Kv7.4 (KCNQ4, 1p34)

Como se menciond antes, el canal de potasio dependiente de voltaje KCNAZ2 fue reportado
como asociado con epilepsia por Pena et al. (Pena SDJ, 2015), quienes describieron una
variante mutacional que en la proteina altera la conformacion del sensor de voltaje, lo que
es primordial para el adecuado funcionamiento del canal [143]. Ademas, Syrbe et al.
describieron mutaciones en KCNA2 como causa de encefalopatias epilépticas [146]. Segun

la evidencia, deleciones o mutaciones en los genes que codifican los canales de potasio
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Kvli.l y Kvl.2 (KCNAl1 y KCNA2) resultan en trastornos de la excitabilidad neuronal

[158,159].

El modelo animal de ratones Kcnal-null causa en los murinos un fenotipo de epilepsia
limbica similar al fenotipo humano de la MTLE, con EEG que demuestran crisis parciales
gue secundariamente generalizan [160]. Por otra parte, murinos Kcna2-null desarrollan un
fenotipo epiléptico mas severo, con crisis con semiologia de tallo tan graves que causan
rapidamente la muerte [144]. Apoyados en estos modelos, y segun la creciente cantidad de
reportes de pacientes con alteraciones en KCNA1 y KCNA2 consideradas causales de

epilepsia, se describe a estos genes como “hotspots para epileptogénesis” [161].

Addis et al. realizaron estudio gendémico para deteccion de CNV por microarreglos a 144
nifios con epilepsias de tipo ausencia. Llamativamente, se encontrd duplicacién y no deleciéon
en la regidén 1p36.33 en un paciente del estudio, de 914 Kb, en la que se compromete el gen
KLHL17, ya propuesto como candidato por Paciorkowsky et al. [78]. Se construy6 una red
molecular a partir de este gen utilizando la herramienta bioinformatica STRING (Ver Figura
23), dado que adicionalmente a estos dos reportes, no se encuentra informacién en la

literatura sobre asociacion de este gen y epilepsia.

El nodo que corresponde al gen GRIK2, destaca entre los demas. A pesar de que Sander et
al. descartaron a GRIK2 como relacionado con epilepsias generalizadas idiopaticas [162],
recientemente se reporté en hermanos hijos de padres consanguineos y afectados por

grados variables de RM, epilepsia, distonia y trastornos del comportamiento una mutacién

113



homocigoética de tipo non-sense en este gen, que codifica para el Canal lonotropico de
Glutamato tipo 6 [163]. Ademas, en poblacion Han de China central hace pocos meses se
reportd una asociacion de los polimorfismos rs9390754 y rs4840200 en GRIK2 con epilepsia.
El primero, con mayor riesgo a presentar el fenotipo epileptégeno, y el segundo con mayor
riesgo de presentar farmacorresistencia si se es portador del alelo C. Se verificé en nuestros
pacientes el genotipo para este polimorfismo segun este reporte, pero se encontré en ellos

presencia de alelo T [164].

Zhang et al. reportaron el caso de tres pacientes con ER con delecion 1p36, estudiados por
diferentes metodologias citogenéticas: Cariotipo de alta resolucion, MLPA, FISH,
aCGH/SNP. En dos de los casos la CNV en 1p36 comprometia al gen PEX10 por
alteraciones de novo, demostrando por RTPCR que este gen estaba sobreexpresado en un
caso y disminuido en el otro, lo que a pesar de ser discordante sugiere, segun los autores,
gue la expresién anormal de PEX10 causada por CNV en esta regidbn cromosomica podria

relacionarse con el fenotipo de epilepsia en los pacientes [77].

PEX10, como codificador de una de las proteinas implicadas en la biogénesis de los
peroxisomas, se ha descrito involucrado en trastornos de este tipo de herencia autosémica
recesiva autosomal, que usualmente tienen compromiso multisistémico. En un modelo
animal, Hanson et al. describieron que individuos con trastornos de la biogénesis de los
peroxisomas con mutaciones en PEX10 pueden desarrollar compromiso neurologico dado
por neuropatia periférica de aparicibn temprana [165]. Reportan que durantela

embriogénesis los ratones Pex10 mutantes homocigotos experimentan perdida progresiva
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de los movimientos, y al nacimiento o a las pocas horas desarrollan falla ventilatoria
secundaria a debilidad de los musculos accesorios para la respiracion, encontrandose en la

neuropatologia hallazgos compatibles con dafio espinal por la alteracion metabdlica.

Como mencionamos en los resultados, en la region 18p11.31 se localizan mas de 10 genes,
solo dos de ellos relacionados con enfermedad: LPN2 y TGIF1. LPN2 codifica para la
proteina Lipina 2 implicada en el metabolismo lipidico y relacionada con un tipo de
Lipodistrofia en pacientes que dentro del fenotipo no padecen crisis convulsivas, por lo que
no se incluyd en el andlisis. Por su parte, TGIF1, que codifica una proteina de
homeodominios atipicos con extensiones en bucle de tres aminoacidos (TALE) que actla
como reguladora transcripcional, es un correpresor transcripcional activo de proteinas SMAD
y podria participar en la transmision de sefales nucleares durante el desarrollo y en el adulto,
expresandose en tejido cerebral segun varios modelos de desarrollo animal [88]. Mutaciones

en TGIF1 se asocian con holoprosencefalia y recientemente con ER [166,167].

Maurer-Morelli et al. realizaron un andlisis de ligamiento en una familia con MTLE,
caracteristicamente refractaria a los tratamientos farmacolégicos habituales [79],
identificando a la region cromosémica 18p11.31 como candidata para el desarrollo de este
fenotipo, con un LOD score positivo significativo con Z max. de 3.12 en el marcador
D18S452. Verrotti et al. reportaron el caso de un paciente masculino de 5 afios de edad con
epilepsia severa con crisis frecuentes de corta duracién de tipo ausencia y aténicas, ademas
retardo global del desarrollo, con algunas anomalias menores al examen fisico. El paciente

tenia neuroimagen por RNM con hiperintensidades subcorticales inespecificas en el
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hemisferio izquierdo por lo que no se consideraba epilepsia lesional, y se le inicio tratamiento
con valproato al menos por dos meses con posterior mala respuesta, tras lo que se decidio
adicion de etosuximida, con respuesta aceptable por varios meses. Hizo un estatus
convulsivo de larga duracion por el que ingresa admitido a urgencias en donde toman EEG
gue demostrd descargas pico-onda bilaterales, sincronicas, con frecuencia de 3—3.5 Hz y
duracion de 4 a 10 segundos alternantes con complejos de onda lenta de 3—4 Hz, y un ritmo
final sincrénico simétrico teta-delta. Se decidié entonces adicionar topiramate al manejo
(continuando valproato y etosuximida), lo que en el EEG de control 1 mes después demostro
disminucién de la frecuencia de las descargas anormales. Se le realiz6 aCGH que detecto
una delecion de 4.6 Mb en 18p11.32p11.31 sobrelapante con la regién que contiene al gen

TGIF1 registrada en OMIM como la region de Holoprosencefalia Tipo 4 (MIM 142946) [168].

Hasta el momento de publicacién de ese articulo no habia registro en la literatura indexada
de asociaciones de esta CNV con epilepsia, pero si tres casos incluidos en los repositorios
DECIPHER y Database of Genomic Variants (DGV) de pacientes que dentro de su fenotipo
patolégico presentaban crisis convulsivas, sin dato en las descripciones clinicas sobre la

respuesta a tratamientos [168]:

El primero, DECIPHER ID 255600, se trata de un paciente masculino con trastorno
deglutorio, hipoacusia, cardiopatia congénita, anomalia genitourinaria asociada a
infecciones urinarias recurrentes, retardo del crecimiento y antecedente de necrosis
avascular de la cabeza femoral, espina bifida oculta, trastorno del comportamiento, trastorno

del lenguaje, RM y crisis convulsivas focales [169]. El segundo caso, DECIPHER ID 282667,
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se trata de un paciente masculino con diabetes insipida e hiponatremia cronica secundaria
asociado a multiples malformaciones congénitas: Microcefalia, hipotelorismo ocular, puente
nasal deprimido, labio y paladar hendido. Ademas, el paciente padecia de crisis convulsivas
de semiologia no especificada, con hallazgo imagenoldgico de holoprosencefaia semilobar
[170]. El tercer y altimo caso detectado en las bases de datos, se trata de un paciente con
epilepsia generalizada refractaria a tratamientos farmacolégicos en quien en la neuroimagen
por RNM no se encontr6 ninguna disgenesia cortical, a anotar sin signos de

holoprosencefalia [171].

Alteraciones en esta regidn cromosOmica también han sido ampliamente descritas en
pacientes con fenotipos normales o RM leve, por lo que Keaton et al. sugieren su carga

genética es de penetrancia incompleta y expresividad variable [172].

Se encuentra en la literatura un reporte de una paciente colombiana portadora de una
delecion 18p11.32-p11.21 de 11964 Mb, considerada una CNV de gran tamafo, con un
fenotipo neuroldgico leve y con multiples anomalias menores al examen fisico: Se trata de
una nifia de en edad escolar, hija de padres no consanguineos, sin antecedentes pre o
perinatales de importancia. Enviada a valoracion genética por retardo en el desarrollo
psicomotor con compromiso predominante del lenguaje, y en quien al examen fisico se
describe talla baja con peso en percentiles inferiores, cara alargada, sinofris, arcos
cigomaticos prominentes, incisivos centrales anchos, hiperpigmentacion de los dientes,
hipoplasia del hemitorax izquierdo, pectus excavatum, clinodactilia del quinto dedo bilateral,

y sindactilia del segundo y tercer artejo bilateral [173].
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Dicho lo anterior, se decidié construir una red molecular alrededor del gen TGIF1, candidato
mas fuerte a causar los fenotipos neuroldgicos en los pacientes con deleciones en la region

cromosomica 18p11 (Ver Figura 24).

SMAD2 y SMADZ3, los dos genes relacionados con TGIF1 que inicialmente llaman la atencion
en la red, son estructuralmente muy similares y se considera que regulan de formas
equiparables las sefiales en la via del TGFB [174]. Se ha encontrado que después de
lesiones isquémicas con reperfusion cerebral las proteinas Smad2/3 exhiben efectos
neuroprotectores por activacion de vias anti-inflamatorias y anti-apoptoticas [175]. En tejido
cerebral murino, la isoforma Smad2 (Delta exon 3) es la mas abundante. A través del
desarrollo y el envejecimiento de los animales se ha visto un cambio en los patrones de
expresion de esta isoforma en particular y de otras proteinas SMAD, lo que sugiere que
cumplen en efecto un papel especial durante la maduracion cerebral [176], lo que se soporta
en estudios adicionales que demuestran que ratones Smad2-CNS-KO (Knock Out para
SMAD?2 en el Sistema Nervioso Central) cursan con multiples alteraciones del desarrollo

motor (principalmente incoordinacién motora / ataxia) y del comportamiento [177].

Smad3 se expresa altamente en las neuronas de la granulosa en el giro dentado de ratones

adultos, en las células progenitoras de la subgranulosa, y en otras regiones cerebrales en

menor proporcion, persistiendo a través de las distintas etapas del desarrollo [178].
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La deficiencia de Smad3 promueve el catabolismo de dopamina en el nucleo estriado,
disminuye la capacidad de soporte de los astrocitos a las neuronas dopaminfiergicas y puede
inducir agregacion de la proteina a-sinucleina. Todo lo anterior se relaciona con
parkinsonismo, lo que ha sugerido a las proteinas Smad como blancos terapéuticos futuros
[179]. Este modelo animal deficiente en Smad3 representa un importante avance en el
estudio de la Enfermedad de Parkinson, pues exhibe disfuncién hipocampal, neurogénesis
disminuida y falla funcional del giro dentado, en donde como se menciond antes se expresa

en altos niveles [180].

Otro de los nodos que destaca en la red de interaccion proteica para TGIF1l es el
correspondiente al gen SIN3A. Witteveen et al. describen mutaciones en este gen en
pacientes con RM, trastornos del espectro autista, crisis convulsivas, anomalias menores al
examen fisico, talla baja y microcefalia, caracteristicas del Sindrome por microdelecion

15924, region en donde se encuentra ubicado el gen [181].

En gen HDAC1 codifica para la Histona Desacetilasa 1. Es ampliamente conocido que las
histonas juegan un papel crucial en la regulacion de la transcripcion del material genético, y
gue alteraciones en ellas se han relacionado con mdltiples fenotipos de enfermedad. La
proteina HDACL1 interacciona principalmente con Rbl formando un complejo que es un

elemento clave en el control de la proliferacion celular y la diferenciacién celular [182].
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Figura 28. Esquema de la interacciobn entre HDACL, otras proteinas histonas y Rbl y

algunos efectos.

* Tomado y modificado de Herriges M. et al. [182].
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En el sistema nervioso en desarrollo, las células de la glia radial son progenitoras transitorias
cuya proliferacion y diferenciacién esta guiada por diferentes mecanismos genéticos y
ambientales. Tao et al. describieron en un modelo animal (Xenopus laevis — Rana africana)
gue la expresion de HDAC1 estd regulada a la baja durante el desarrollo cerebral,
especialmente en la corteza periventricular, y que la disminucién programada de sus niveles
por accion de morfolinos modifica secundariamente la acetilacion de histonas H4 (H4K12),
permitiendo la liberacion del DNA para favorecer la transcripcién génica, lo que resulta en
la proliferacién y diferenciacion de las células de la glia radial [183]. Estos mecanismos
epigenéticos regulados por HDACL1 y otras histonas podrian no solo relacionarse con este
proceso del desarrollo cerebral, sino con otros que si pudieran estar implicados en

epileptogénesis. Sin embargo, no hay evidencia al respecto.
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Por interaccion con la proteina FUS de union al ARN, la HDAC1 ha sido relacionada a
Esclerosis Lateral Amiotréfica. En familias con mutaciones en FUS se ha demostrado
alteracion en la reparacion del DNA y baja actividad de las histonas desacetilasas durante el
ciclo celular, particularmente de la HDAC1 [184]. Defectos en la reparacion del DNA
relacionados con las histonas desacetilasas también se describen como relacionados con el
deterioro cognitivo secundario al envejecimiento y a enfermedades neurodegenerativas, y
se ha descrito un papel neuroprotector de la HDAC1 para este fenotipo por un mecanismo
relacionado con unién a la proteina SIRT1 necesaria para la reparacion de dafios en la doble

hebra por el mecanismo de unién de extremos no homologos [185].

En el paciente ER16 se detectd una delecién de la regién cromosdmica Xq28. En la literatura
se encuentran multiples reportes de variantes en el nimero de copias de esta region

cromosomica asociadas a fenotipos neuroldgicos:

Las variantes en el nimero de copias en la region cromosomica Xg28 son hasta ahora la
aberracibn cromosémica mas frecuentemente descrita en pacientes con RM,
particularmente en hombres. Pero no se trata de deleciones, sino de duplicaciones que
ocurren por diversos mecanismos que incluyen la duplicacion intersticial mediada por
duplicacién segmentaria y las duplicaciones terminales o disomias funcionales. El gen en
esta region que con mayor frecuencia se ve involucrado es el gen MECP2, asociado a
fenotipos de RM severo, epilepsias muy refractarias a los manejos farmacoldgicos, y
predisposicién a las infecciones recurrentes que empeoran significativamente la salud de los

pacientes, particularmente como causa de Sindrome de Rett [108]. En nuestra paciente sin
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embargo, este gen no se encuentra comprometido, y no cumple criterios para considerar el

diagndstico sindromatico.

Hino-Fukuyo et al. demostraron una CNV patogénica en Xq28 dada por duplicacién de esta
region en pacientes con Sindrome de West, el cual es el diagndéstico actual de la paciente
gue reportamos. Adicionalmente, se encuentran reportes sobre alteraciones en Xq28

asociadas con RM ligado a X, displasias corticales, glaucoma y sindromes dismorficos [86].

El gen TMLHE, localizado en esta region cromosdmica y comprometido en nuestra paciente,
codifica para una enzima que cataliza la conversion de epsilon-N-trimetillisina a beta-hidroxi-
N-epsilon-trimetilisina en el primer paso de la sintesis de L-carnitina [186]. Deficiencias en
este gen se han asociado principalmente a trastornos del espectro autista, existiendo ya 2
variantes en el nimero de copias y 3 mutaciones descritas como patogénicas en autismo de
herencia recesiva ligada al X [186]. Sin embargo, no se encuentran reportes en la literatura

de asociacion especifica de este gen con sindromes epilépticos.

Se construy6 para TMLHE una red de interaccion molecular, una vez mas valiéndonos de la

herramienta bioinformatica STRING (Ver Figura 25).

El gen ALDH18A1, uno de los que ha sido representado en nuestra red, codifica la enzima
P5CS que participa en la sintesis de ornitina y prolina, necesarios para el adecuado
desarrollo de diferentes tejidos blandos ricos en elastina y coldgeno [187]. En relacion con

su funcién, sus alteraciones causan principalmente fenotipos de Cutis Laxa (MIM 616603,
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MIM 219150). Sin embargo, recientemente varios grupos de investigacion han reportado su
asociacion con fenotipos neurolégicos, que ya se encuentran registrados en repositorios

clinicos como OMIM (MIM 601162, MIM 616586).

La caracterizacion de una familia neozelandesa con Cutis Laxa que ademas presentaba
fenotipos neurologicos diversos (retardo global del desarrollo/RM severos, coreoatetosis y
otros movimientos anormales) permitié la identificacion de una mutacion ancestral en
ALDH18A1 de tipo missense (2350C>T - H784Y). Tras un andlisis in vitro e in vivo a partir
de fibroblastos de la dermis de un individuo afectado de una de las familias, se demostro
gue la sustitucion de aminoéacidos en la proteina P5CS no afectaba la biosintesis de ornitina
ni prolina, por lo que los autores sugirieron que existieran funciones aun no caracterizadas
de P5CS que afectan al tejido conectivo y al tejido nervioso por otros mecanismos [188]. Mas
reciente es la publicacién de Gardeitchik et al. en la que los autores se aventuran a asociar
definitivamente a mutaciones en ALDH18A1 con fenotipos neurolégicos en pacientes con
Cutis Laxa: Aunque la epilepsia en estos pacientes es mas comun cuando hay mutacion en
ATP6VO0AZ2, disgenesia del cuerpo calloso y posturas disténicas si fueron relacionadas con

nuestro gen de interés [189].

Panza et al. reportaron que mutaciones en el gen ALDH18A1 causan Paraplegia Espéastica
Autosémica Dominante Tipo 9 (SPG9) [190]. En dos familias con SPG9 detectaron
mutaciones heterocigotas de ALDH18A1 que resultan en pérdida de la actividad de la

proteina P5CS, por efecto dominante negativo.
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Otro de los genes implicados en la red molecular es el PTCHD1. Su funciéon no es
completamente conocida pero por estudios con genes reporteros se ha sugerido que forma
parte de la via de sefalizacion de Sonic Hedgehog [191]. Aunque no se ha asociado
especificamente con epilepsia, tiene altos niveles de expresion en cerebelo y corteza

cerebral, principalmente en el I6bulo temporal, que es un importante foco epileptégeno [192].

Se ha descrito asociado a RM hasta en un 10% de las formas no sindromicas. Por ejemplo,
Filges et al. reportaron dos pacientes masculinos de una misma familia con una delecion
Xp22.11 que comprometia al gen PTCHD1 como posible causa del fenotipo de RM [192].

Ademas, estos pacientes presentaban rasgos de trastorno del espectro autista.

Torrico et al. reportaron una duplicacién de 27 bp en la region promotora del gen PTCHD1
en tres pacientes con trastornos del espectro autista que no fue reportada en controles sanos
(p = 0.024), e hicieron un andlisis en el que la actividad transcripcional del gen disminuia
hasta un 26% al presentarse la variante en el nUmero de copias, sugiriendo que esta si tiene
un efecto patogénico y que variantes raras como la descrita por ellos pueden contribuir a la

enfermedad [193].

Se estima que aproximadamente el 40% del total de afectados por sindromes epilépticos
continua padeciendo crisis a pesar de un 6ptimo tratamiento farmacoldgico, lo que
incrementa los gastos publicos relacionados con el control de la enfermedad, la discapacidad
en términos de ausentismo laboral y escolar, la morbimortalidad, incluso la mortalidad por

otras causas (principalmente suicidio).
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Ha crecido el esfuerzo por mejorar los perfiles diagnosticos, etiolégicos y el rendimiento de
las pruebas empleadas en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas, entre las
gue se ha incluido a la epilepsia y a sus fenotipos, i.e. la refractariedad al tratamiento. Esto
ultimo es de particular interés ya que permite dirigir la terapéutica y disminuir las ratas de
falla del tratamiento farmacologico, lo que a su vez disminuiria los ya mencionados costos
relacionados con el control de la enfermedad y el impacto en los sistemas de salud, y vimos
en la discusibn como numerosos articulos citados tratan de hacer una aproximacion a la
influencia de variantes en niumero de copias y alteraciones puntuales en genes sobre la
respuesta al tratamiento farmacoldgico de los pacientes que padecen crisis recurrentes mal

controladas.

Nosotros consideramos que los genes comprometidos por las CNV detectadas en nuestros
pacientes mas probablemente son modificadores del fenotipo epiléptico, bien sea por accion
directa 0 por su asociacion con otros genes en multiples redes bioldgicas, y como se
describi6 a lo largo de la discusion hay algunos hallazgos que podrian relacionarse

directamente con la respuesta a FAE.

Lo anterior, en concordancia con lo planteado inicialmente por Girirajan et al. y ahora
aceptado en el ambito cientifico en relacion con el ‘segundo golpe’: un paciente puede tener
una CNV o una mutacién que sea causa del fenotipo, y una, dos o mas CNV o mutaciones

puntuales que modifiquen la severidad del fenotipo [97].
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Tras el analisis molecular ampliado de pacientes con microdelecion 16p12.1 vs. pacientes
controles sin CNV patoldgicas en el estudio de microarreglos, Girirajan et al. observaron que
los probandos portadores de la microdelecién tenian hasta seis veces mas CNV asociadas
gue los controles, y hasta sesenta veces mas CNV que la poblacién general [97]. Estos datos
sugieren que esas CNV adicionales pudieran tener algun papel dentro de la variabilidad
fenotipica entre los pacientes, a lo que denominan ‘segundo golpe’, y para confirmar su

hipotesis, evaluaron otros sindromes gendmicos:

- Microdelecién 1g21.1.

- Delecion 15g13.3.

- Delecion 16p11.2.

- Duplicacion 22g11.2 (también descrita en este trabajo).

- Delecion 16p12.1.

Encontraron una correlacién inversa entre la proporcién de casos de novo y la prevalencia
de segundos golpes: Raramente, los casos de novo suponen mas riesgo tedrico de tener
CNV asociadas que los casos en que se han heredado las variantes [97] o casos en que el
primer golpe corresponde a una CNV claramente asociada con un sindrome como es el caso

de pacientes con Sindrome de Williams.

Lo anterior soportaria la hip6tesis del doble golpe, demostrandose mayor tasa de presencia

de CNV posiblemente patogénicas cripticas en pacientes con una gran CNV patogénica,
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gue tendran penetrancia y expresividad variables y por ende modificaran de formas

diferentes el fenotipo en los pacientes.

Cabe recordar la hipotesis de la severidad intrinseca. Sabemos que los pacientes tienen
caracteres endogenos que haran que tengan un fenotipo mas o menos grave, con
presentacion mas o menos frecuente de crisis convulsivas y mejor o peor respuesta a los
tratamientos. Sin embargo, desde hace al menos dos décadas nos hemos concentrado en
gue esos factores endodgenos dependen exclusivamente del metabolismo del farmaco, por
ejemplo en su blanco terapéutico. Con la gran cantidad de informacién con que contamos
ahora, y tras todo lo que hemos mencionado en este trabajo, creemos que es necesario re-
enfocar los esfuerzos hacia los otros posibles factores modificadores, como podrian ser
estas variantes en nimero de copias que recurrentemente se estan detectando en pacientes

con epilepsias de distintos tipos.

En eso precisamente consiste la severidad intrinseca, en entender como un todo los
diferentes modificadores del fenotipo en cada paciente, y que como mencionan Rogawski et
al., en caso de demostrarse experimentalmente que factores gendémicos y epigendmicos
juegan un papel dentro de la farmacoresistencia, se podrian redirigir los esfuerzos
terapéuticos para vencer todas las barreras que tiene un individuo para alcanzar un control

Optimo de crisis y disminuir la carga de enfermedad relacionada con la refractariedad [194].

Ahora bien, mencionabamos que el analisis de datos gendmicos surge como importante

herramienta para el reconocimiento de causas de enfermedad pero, mas importante en este
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trabajo, de posibles nuevos blancos terapéuticos, como podrian ser algunos genotipos
modificadores. Ya hablamos del papel potencial que tienen genes afectados por CNV
detectadas en los pacientes incluidos en este estudio, o las propias CNV por alteracion
estructural, pero también analizamos el papel de diferentes polimorfismos en la respuesta a
los farmacos en pacientes con epilepsia. Estos polimorfismos se recogen en la Tabla 7
presentada en los resultados, y las frecuencias alélicas detectadas para cada uno de ellos

en la Tabla 8.

Vamos a mencionar la literatura mas reciente que los vincula con epilepsia y respuesta a
FAE, recordando que analizar la funcién in situ de los SNP asociados a enfermedades
comunes / complejas permite conocer su efecto y como estos participan en la fisiopatologia
de las enfermedades, para un mejor diagnéstico, prondstico y tratamiento a los pacientes

[89].

Lopes-Cendes et al. presentaron evidencia fuerte a favor de que la informacion sobre SNP
en genes relacionados con la respuesta a farmacos asociada a la informacién clinica de los
pacientes afectados por epilepsia (en su trabajo MTLE especificamente) permite predecir la

respuesta al tratamiento con una exactitud superior al 80% (0.8177) [195].

El SNP rs2305748 representa un cambio de una Citosina por una Timina en la posicién

0.35039234C>T, segun la mas reciente anotacion de la secuencia del DNA, GRCh38.p7.

Contenido dentro del gen SCN1B, condiciona la transcripcion de al menos 2 mRNA distintos.
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Varios estudios lo han relacionado con epileptogénesis y respuesta a FAE, principalmente a
carbamazepina (CBZ) [196,197,198], y también se describen asociaciones de este
polimorfismo a susceptibilidad a diferentes tipos de arritmias cardiacas [199]. Jang et al., en
un estudio realizado en poblacién coreana, no encontraron asociacion entre polimorfismos

en SCN1B y la respuesta a FAE (CBZ) [200].

En este estudio, el 100% de los pacientes tuvo el mismo genotipo: CC. Al revisar los datos
poblacionales, y segun informacién en un estudio reciente por Namazi et al.,, esta
combinacion alélica es la mas prevalente al compararla con el genotipo CT [201]: En
asiaticos la prevalencia del genotipo CC es del 100%, en europeos del 97.%, y en africanos
subsaharianos del 99.1%. En este ultimo trabajo, como ha ocurrido en otros anteriores, la
frecuencia de este genotipo (CC) no permite evaluar de forma adecuada la asociacion con

la respuesta a FAE.

Nosotros no podemos en nuestro analisis soportar que este polimorfismo se relacione con
buena o mala respuesta a farmacos, pero nos llama la atencién que se encuentra en la
region cromosémica 19913.11, justo en donde se detecté en el paciente ER13 una gran

delecion de 5 Mb.

El gen EPHX1, localizado en la region cromosomica 1g42.12, codifica para la enzima

Epoxido Hidrolasa. Esta proteina es critica para la degradacion de compuestos aromaticos /

ciclicos y la conversién de epoxidos, en diferentes procesos de detoxificacion.
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Desde la década de los 80’ se reconoce a la epoxido Hidrolasa como la base molecular de
reacciones anormales a Fenitoina y otros farmacos [203,204]. La Fenitoina es un potente
FAE derivado de la hidantoina (difenilhidantoina, dilantina) que se metaboliza por medio del
complejo citocromo monooxigenasa P450 a multiples compuestos oxidados [203]. Los
oxidos aromaticos son intermediarios en estas reacciones, pero si no se detoxifican pueden
covalentemente unirse a macromoléculas celulares y favorecer la muerte celular,
alteraciones en la proliferacion y diferenciacion celular, y como haptenos pueden predisponer
a la activacion de cascadas de respuestas inmunoldégicas (Figura 29). Se cree que la razon
por la cual mutaciones y polimorfismos en EPHX1 se asocian a Sindrome Hidantoinico Fetal
y otros padecimientos secundarios a intoxicacion por fenitoina, es precisamente la alteracion

en su metabolismo [205].

Gennis et al. describieron 3 pacientes hermanos con epilepsia que desarrollaron reacciones
adversas a fenitoina caracterizadas por fiebre, rash cutaneo, linfadenopatias, y hepatitis
anictérica. Tras la suspension del tratamiento con este FAE se recuperaron completamente.
Monocitos de sangre periférica de los 3 pacientes fueron cultivados y expuestos a diferentes
metabolitos de fenitoina, fenobarbital y CBZ. Las células de todos los pacientes exhibieron
toxicidad aumentada por metabolitos de fenitoina y CBZ, con adecuada respuesta a los
metabolitos del fenobarbital [207]. El anterior fue uno de los primeros estudios en que fue
fuerte la evidencia de alteraciones genéticas en el metabolismo de los FAE que podian

alterar la respuesta de los pacientes.
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En este gen detectamos principalmente dos polimorfismos asociados con la respuesta a

FAE: 152234922 (c.416A>G) y rs10517402 (c.337T>C).

Figura 29. Esquema de la funcion de la Epéxido Hidrolasa.

* Tomada y modificada del sitio web del Maharaj Nakorn Chiangmai Hospital [206].
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Daci et al. genotipificaron 5 SNP en diferentes genes relacionados con respuesta a FAE en
145 pacientes epilépticos tratados con CBZ en monoterapia y en 100 controles pareados por
edad y sexo, sanos. Transversalmente se midio en ellos las concentraciones plasmaéticas de
CBZ y de sus dos principales metabolitos: carbamazepina-10,11-epdxido (CBZE) y
carbamazepina-10,11-trans dihidrodiol (CBZD), ajustandolas a la dosis por Kg de peso.
Demostraron que para el SNP rs2234922, pacientes epilépticos con genotipo GG exhibian
un metabolismo reducido de la carbamazepina al compararlos con pacientes con genotipo
AA. Esto representa mayores concentraciones plasmaticas del farmaco a dosis menores, lo

gue modifica sin duda su metabolismo, aunque no se sabe con exactitud de qué forma
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puesto que la CBZ no es un sustrato natural de la Epéxido Hidrolasa. Asi mismo, en
pacientes con genotipo CC para el SNP rs10517402 (c.337T>C) se registraron niveles
plasmaticos menores de metabolitos de CBZ, lo que también representa mayores
concentraciones plasmaticas del farmaco a dosis menores [208]. Varios autores han
soportado con sus trabajos que los SNP aqui mencionados del gen EPHX1 estan

significativamente relacionados con alteraciones en el clearance de CBZ [209,210,211,212].

De manera llamativa, nuestros pacientes en un 100% son portadores del genotipo AA para
el SNP rs2234922 (c.416A>G) y el genotipo CC para el SNP rs10517402 (c.337T>C). No es
claro si esto podria ‘equilibrar’ el clearance de CBZ en ellos, y consideramos deberian

hacerse en nuestra poblacién mas estudios al respecto.

Dos de los pacientes estudiados por nosotros tienen como parte de su manejo

polifarmacolégico a CBZ:

El paciente ER1 es una nifia de 14 afios de edad, fruto de la segunda gestacion de la madre,
gue nace con APGAR bajo y requirié soporte vital, con posterior hospitalizacién hasta el 8
dia de vida en UCIN. Tuvo varias dificultades durante su desarrollo dadas principalmente por
eventos tromboticos multiples que condicionan en la actualidad un diagnéstico de amaurosis
posisquémica por trombosis de vasos retinianos, y antecedente quirdrgico importante de
laparotomia exploratoria por peritonitis pos-isquemia mesentérica masiva. Tiene ademas
diagndstico de ER y trastorno del espectro autista, que no se consideran relacionados con

ataques cerebrovasculares isquémicos pues no ha presentado clinica de tal y las
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neuroimagenes no soportan. Esta siendo actualmente manejada con CBZ 200 mg cada 12
hrs y Fenobarbital 150 mg cada 24 hrs, sin adecuado control de crisis. Tiene ultimos niveles
séricos de CBZ en 7.0 mcg/mL (Valores de referencia entre 5 a 12 mcg/mL) en rango
terapéutico, y Fenobarbital en 5.0 mcg/mL (Valores de referencia entre 10 a 30 mcg/mL) en

rango subterapéutico, por lo que se encuentra en ajuste de este ultimo.

El paciente ER12 es una nifia de 11 afios de edad, fruto del primer embarazo de la madre,
sin complicaciones pre o perinatales, quien tiene diagnéstico de Encefalopatia epiléptica,
retardo severo del neurodesarrollo y discapacidad intelectual limitrofe. Est4 siendo
actualmente manejada con CBZ 200 — 300 - 200 mg cada 8 horas, con ultimos niveles
séricos reportados en historia clinica como terapéuticos pero sin dato exacto del valor,
Topiramato 100 -100 - 100 mg cada 8 horas, Fenitoina 3 cc cada 12 horas, Lacosamida 50
—50-100 mg cada 8 horas, y Prednisolona 15 mg cada dia, sin adecuando control de crisis.
Aungue las nueroimagenes son normales, los trazados electroencefalograficos y

videotelemetrias son persistentemente anormales.

Puesto que ambas pacientes continuan teniendo un pobre control de crisis, no es posible

determinar si el clearance de CBZ en ellas pudiera estar influenciado por el equilibrio entre

los polimorfismos rs2234922 (c.416A>G) y rs10517402 (c.337T>C).

La MTLE es una forma prevalente de epilepsia, que contribuye a la mayoria de los casos de

pacientes con ER relacionada con factores genéticos [213]. A ella se han asociado al menos
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9 polimorfismos en el gen NFE2L2, bien sea como polimorfismos de riesgo o factores

protectores para desarrollar resistencia a los tratamientos farmacologicos.

El polimorfismo rs2706110 G>A en el gen NFE2L2 se asocia con un aumento significativo
en el riesgo de padecer ER en pacientes con MTLE, al igual que un haplotipo de NFE2L2

gue lo contiene (OR =7.11, 95% CI 1.53-32.98) [213].

Todos los pacientes genotipificados por nosotros son portadores del alelo G, que es

precisamente el relacionado con el aumento del riesgo.

Es asi que enfermedades complejas como las epilepsias, multiples factores pueden afectar
la expresion y funcion de los genes involucrados en una misma via de sefializacion, que al
verse comprometida puede causar un fenotipo patologico [214]. Dentro de estos factores
podriamos contar polimorfismos como los anteriormente mencionados, y CNV como las

descritas en los pacientes aqui estudiados.

Estudios recientes sugieren que mas importante que solo genatipificar polimorfismos y
alteraciones genomicas es analizar y demostrar el efecto funcional sobre el producto génico
y las redes de interaccion proteina-proteina [214]. Lo anterior, con el fin de proponer nuevas
terapéuticas (Figura 30). Cabe mencionar que en los estudios preclinicos, las
aproximaciones de la biologia de sistemas y el analisis de redes biolégicas permiten de una
forma mas eficiente descubrir farmacos, que seran mas efectivos y tendran menos efectos

adversos que aquellos que se enfocan en una proteina individual o una via de sefalizacién
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Unica, como lo eran los denominados FAE clasicos [215]. Si bien se han utilizado en algunos
pacientes varios medicamentos para actuar en diferentes puntos clave dentro de una red
biologica y lograr de esta forma el control de las crisis, es posible mediante las
aproximaciones de la biologia de sistemas atacar multiples puntos de interés en una red con
un solo medicamento al tener como blanco, por ejemplo, un factor de transcripcion anico que
module las diferentes vias de sefializacion en interaccién que estan alteradas en un cerebro

epiléptico.

Entonces, haran falta estudios de caracter funcional para soportar la evidencia cientifica con

gue hasta ahora contamos y que ha sido presentada aqui.

No hay que dejar a un lado la necesidad de estudiar las poblaciones de pacientes desde la
clinicay en sus caracteristicas genéticas para tener las bases adecuadas para proceder con
dichos estudios funcionales. Es nuestro deber como cientificos y como profesionales de la
salud velar por que las cargas de enfermedad y socioecondmicas derivadas de padecer
epilepsia se reduzcan, optimizando el acercamiento diagndéstico y terapéuticas mediante el
uso de la tecnologia que cada vez estd mas a nuestro alcance, como es el caso de los

microarreglos. Nuestro grupo de investigacion espera ser pionero en esta iniciativa.
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Figura 30. Aproximaciones terapéuticas en epilepsia de descubrimiento reciente.

En esta imagen, tomada de Ldscher et al., se describen algunas terapias de reciente descubrimiento para el tratamiento de epilepsias
severas, a partir de la identificacion de blancos terapéuticos en vias de neuroinflamacion, funcién de la barera hematoencefélica, funcién
de diferentes tipos de receptores para neurotransmisores y de transportadores multidroga, que surge del desarrollo acelerado de la biologia
de sistemas (o el estudio de redes biolégicas) [215].

Abreviaturas de la grafica: MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; NRF2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2; NRSF, neuron-

restrictive silencer factor; TGF@, transforming growth factor-3; VLA4, very late antigen 4.
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9. Conclusiones

Confirmamos durante el proceso de inclusién de casos y revision de historias clinicas que la
epilepsia es una condicion neurodegenerativa que tiene un gran impacto en las diferentes
esferas vitales de los pacientes que la padecen. Aun mayor es el impacto en ellos y en su

entorno familiar si no se logra el control de las crisis con las primeras decisiones terapéuticas.

Vimos como en los dltimos afios, gracias a multiples estrategias lideradas por grupos
interdisciplinarios y multicentro, han mejorado los perfiles diagnésticos y el rendimiento de
las pruebas empleadas en el estudio de la epilepsia, particularmente en referencia a las
encefalopatias epilépticas que responden pobremente a los FAE. Esperamos, en un futuro
cercano, utilizar la informacion disponible para dirigir la terapéutica en nuestros pacientes y
disminuir las ratas de falla del tratamiento farmacolégico, lo que a su vez disminuiria los
costos relacionados con el control de la enfermedad y el impacto en el sistema de salud en

nuestro pais.

En este estudio se ha demostrado en el 15% de los casos analizados rearreglos genémicos
gue podrian estar asociados con la refractariedad a los tratamientos farmacolégicos: Una
duplicacién en 22g11.1 y una delecion 19913.11-g13.12 en uno de los pacientes, una
delecién homocigota en 1p36 y una duplicacion 18p11.31 en otro, y en el tercer paciente una
delecién de la regiébn cromosdémica Xg28. Sin embargo, aun es escasa la evidencia en la

literatura existente que permita soportar estas conclusiones.
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Por lo pronto, sabemos que la delecién 22q11.1 que compromete al gen Rab36 y la delecion
19913.11-g13.12 que compromete al gen LGI4, son mas probablemente eventos

modificadores del fenotipo.

En la region 1p36 llamo6 la atencion el compromiso de varios genes, dos en particular:
KCNAB2 y KLHL17, ambos a nuestro parecer relacionados con el fenotipo del paciente,
segun reportes previos en la literatura. En la region 18p11.31 se localizan mas de 10 genes,
solo dos de ellos relacionados con enfermedad: LPN2 y TGIF1, y creemos que solo TGIF1

se relacionaria con el fenotipo de severidad en epilepsia.

En el paciente ER16 se detecté una delecion de la regidbn cromosémica Xg28, que
compromete el gen TMLHE, necesitando mayor evidencia para proponerlo como asociado

al fenotipo de epilepsia o de respuesta a FAE.

Dicho lo anterior, consideramos que los genes comprometidos por las CNV detectadas en
nuestros pacientes son con mayor probabilidad modificadores del fenotipo epiléptico, bien
sea por accion directa o por su asociacion con otros genes en multiples redes bioldgicas, a

las cuales intentamos aproximarnos.

Se requieren estudios funcionales que permitan evaluar in vitro o in vivo las redes biologicas

construidas, para estudiar su potencial papel en farmacorresistencia.
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Pudimos detectar al menos 10 polimorfismos distribuidos en 6 genes, que sospechamos
se relacionan con la respuesta a farmacos segun la evidencia cientifica consignada en
bases de datos y articulos de investigacion. Es importante reconocer a los SNP no solo
como fuente de variacion genética sino por su implicacion en los fenotipos de
enfermedad, dado que de acuerdo con nuestros datos si podrian modificar el plan de
tratamiento en un paciente con ER que no responde adecuadamente a determinados

FAE.

Es de resaltar que 19 de 19 pacientes estudiados son portadores del alelo C (CC) para
el SNP rs10517402 localizado en el gen EPHX1, cuyo alelo mas comun en poblacion
americana y anglosajona es el T. Este alelo se relaciona con necesidad de menores
dosis del farmaco CBZ, optimizando su clearance. Dos pacientes incluidas en este estudio
toman actualmente CBZ como medicacion antiepiléptica. Puesto que ambas continuan
teniendo un pobre control de crisis, no es posible determinar si el clearance de CBZ en ellas
pudiera estar influenciado por el equilibrio entre este polimorfimo y el denominado

rs2234922.

Dado que la tecnologia de microarreglos se presta como método de tamizacion genémica
para detectar no solo anomalias estructurales sino también SNVs/SNPs relacionados con
enfermedad, y gracias a la relativa baja en sus costos en los Ultimos afios propiciada por el

aumento en su uso, planteamos el estudio de los pacientes con trastornos potencialmente
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gendmicos a partir de esta metodologia, tanto para la aproximacion diagnéstica como el

analisis del impacto terapéutico.

Hacen falta estudios de caracter funcional para soportar la evidencia aqui presentada, y

esperamos como grupo de investigacion ser pioneros en estos.
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Limitaciones

Los autores consideramos que es un limitante el tamafio muestral recogido y analizado en

este estudio, y esperamos poder ampliarlo a futuro para hacer mas robustos los resultados.

Hasta el momento en que se da por concluido este trabajo de grado, no fue posible la
demostracién del origen parental de los rearreglos genémicos encontrados en nuestros
pacientes, dado que por el alza en los precios de los microarreglos frente a lo contemplado
al inicio del proyecto (secundaria al alza en el precio del ddlar) no fue posible realizar las
pruebas genéticas a los padres de los pacientes afectados. Sin embargo, este proyecto
recientemente obtuvo financiacion en la Convocatoria para Proyectos de Investigacion 2016-
2017 del Hospital Militar Central, una de las instituciones en que se llevé a cabo, y se espera
terminar el desarrollo de los objetivos planteados y la ampliacion del tamafio de muestra

para nutrir los resultados.
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Perspectivas

Es importante continuar el analisis CNV y SNV/SNP en pacientes con fenotipos neurologicos
diversos en nuestro pais, para aportar mayor informacion epidemiolégica sobre su
descripcion clinica y genética y brindar un aporte al conocimiento sobre el potencial
patogénico de los posibles hallazgos. Es por esta razén que como grupo de investigacion, y
a través de la linea de invstigacion en neurogenética, se planteardn nuevos proyectos
relacionados con este tema. Es de nuestro interés particular ampliar el estudio genético a la
aplicacién de técnicas de NGS (paneles molculares, exoma clinico, exoma completo) a
nuestros pacientes para continuar el descubrimiento de genes o regiones genomicas

modificadoras del fenotipo y posibles blancos terapéuticos.

A partir de estos datos poblacionales esperamos reunir la suficiente evidencia para plantear

estudios de caracter funcional, que podrian incluso desarrollarse en el marco de una tesis

doctoral de alguno de los co-investigadores.
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Consideraciones éticas

Este estudio de investigacion fue presentado y apobado por el Comité de Etica de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, el Comité de Etica en Investigacion
del Hospital de la Misericordia y el Comité Independiente de Etica en Investigacion del

Hospital Militar Central.

El trabajo de investigacion se clasifica como “con riesgo minimo”, por cuanto es un estudio
descriptivo y andlitico, que empleara el registro de datos por medio de una entrevista, un
examen fisico diagnéstico y la extraccion de sangre, por puncién venosa con un volumen no
mayor a 7 ml. Se anexa formato de consentimiento informado realizado segun las directrices
consignadas en la Resolucion 8430 de 1993 y con las correcciones pertinentes realizadas

por los entes evaluadores.

Dilemas éticos:

Este proyecto no propone ningun dilema ético en cuanto al respeto de la autonomia del
paciente, no se pone en riesgo la vida ni la integridad de los sujetos de investigacion, no se
genera omision en el actuar medico por parte de los investigadores y los examenes médicos,
de laboratorio y el manejo de la informacién se realizaran de la misma manera en todos los

participantes.

Declaracion de existencia de conflicto de interés:

Los investigadores de esta propuesta declaran no tener conflictos de intereses.
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Fuente de financiacion

Este estudio de investigacion fue financiado por la Convocatoria de Apoyo a Posgrados 2015
de la Direccion de Investigacion y Extension de la Universidad Nacional de Colombia con

Caodigo Hermes 25307.

Ademas recibié apoyo en especie por parte del Laboratorio No. 3 del Instituto de Genética

perteneciente a la Maestria en Genética Humana de la Universidad Nacional de Colombia.

Recientemente recibié apoyo por parte de la Convocatoria para proyectos de Investigacion
2016-2017 del Hospital Militar Central con Cadigo 2016 — 108, actualmente en tramites de
legalizacion para ejecucion presupuestal, con la que se espera estudiar molecularmente a

los padres de los pacientes en quienes se encontré una CNV posiblemente patogénica.
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