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RESUMEN

Objetivo principal: Evaluar el rendimiento diagnéstico del andlisis de microarreglos
en pacientes con epilepsia sindrbmica y proponer posibles nuevos genes
candidatos de epilepsia

Sujetos y métodos: Estudio observacional, transversal, retrospectivo. De pacientes de
la consulta externa de neurologia pediatrica registrados en una base de datos de
microarreglos. Se selecciono los pacientes que cumplian con los criterios béasicos de
epilepsia y dismorfias. Se reviso expedientes. Se reanalizaron las variaciones
determinando la frecuencia de variaciones patégenas. Ademds, se detectd genes
candidatos de epilepsia, en variaciones posiblemente patégenas con superposicion geno-
fenotipico del DECIPHER, esta informacién se procesé con andlisis descriptivo.
Resultados: Se seleccionaron 30 pacientes de 87 casos que cumplieron los criterios
basicos de epilepsia mas alguna dismorfia. Se encontraron 24 variaciones en el nUmero de
copias, no benignas. Catorce identificadas como duplicacion y diez deleciones. En ocho
pacientes se observaron variaciones patégenas 26% (8/30). Se encontrd superposicion de
genes involucrados en 4 pacientes considerando a los genes ATAD3, ARHGEF7 y
MTNRZ1A como posibles genes candidatos de epilepsia.

Conclusiones: Los microarreglos permiten al neurélogo detectar un 26% de variaciones
patégenas en el numero de copias en epilépticos cuando se acompafian de dismorfias,
permitiendo dirigir el tratamiento médico o asistencial y la derivacion para el asesoramiento
genético familiar, ademas este trabajo presenta genes candidatos a considerar en las bases

moleculares de la epilepsia.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

a-CGH:
ADN:
ARN:
ACMG
CGH:
Chr:
CMA:
CNV:
Del:

DGV:
DI
Dup:
EEG:
IDD
kB
mB
SCA
SNC:
SNP:
spM:
SW:
TEA:
TND:
VS

Array de hibridacién gendmica comparada

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Colegio Americano De Genética Médica Y Gendmica
Hibridacion Gendmica comparada

Cromosoma

Microarreglos de cromosomas o cariotipo molecular
Variacion en numero de copias (Copy Number Variation)
Delecion

Base de datos de variantes estructurales. (Data base of genomic
variants)

Discapacidad intelectual

Duplicacion

Electroencefalograma

Discapacidad intelectual y del desarrollo

kilobases

megabases

Ataxia espinocerebelosa

Sistema nervioso central

Polimorfismo de un nucleétido

Sindrome de Phelan-McDermid

Variante de un nucleétido

Trastornos del espectro autista

Trastornos del Neurodesarrollo

Variante estructural



DECIPHER

DELECION

DISCAPACIDAD
INTELECTUAL

DUPLICACION

GEN

HAPLOINSUFICIENCIA

HIBRIDACION
GENOMICA
COMPARADA

KILOBASES

MEGABASES

VNC INCIERTA

VNC PATOGENICA

TRASTORNOS DEL
ESPECTRO AUTISTA

LISTA DE DEFINICION

Base de datos interactiva basada en la web que incorpora un
conjunto de herramientas disefiadas para ayudar a la
interpretacion de variantes genémicas.

Mutacion genética en la cual se pierde material genético, desde
un solo par de nucleotidos de ADN hasta todo un fragmento de
cromosomas.

Estado individual que se caracteriza por presentar limitaciones
significativas en el funcionamiento intelectual y en la conducta
adaptativa y presentarse antes de los 18 afios.

Es un tipo de mutaciéon que implica la produccién de una o mas
copias de un gen o regién de un cromosoma.

Es una unidad de informacibn en un locus de &cido
desoxirribonucleico que codifica un producto génico, ya sea
proteinas o ARN.

Describe un modelo de accion genética dominante en un
organismo diploide, en el que una sola copia del alelo estandar
en un locus en combinacion heterocig6tica con un alelo variante
es insuficiente para producir el fenotipo estandar.

Es un método de citogenética molecular para analizar las
variaciones en el numero de copias (VNC) en relacion con el nivel
de ploidia del ADN de una muestra en comparacion con una
muestra de referencia.

Son 1000 pares de bases de ADN o de ARN.

Unidad de longitud de fragmentos de ADN que es igual a un
millon de bases.

No hay evidencia suficiente disponible para la determinacion
inequivoca de importancia clinica.

Clinicamente significativa en multiples publicaciones revisadas
por pares (>3-5Mb). En ausencia de loci sindrémicos claramente
definidos dentro del intervalo.

Deficiencias persistentes en la comunicacion e interaccion social
en diversos contextos, unidas a patrones restrictivos y repetitivos
de comportamiento, intereses o actividades.



VARIACION EN EL Se define como el segmento de ADN igual o mayor de 1 Kb cuyo
NUMERO DE COPIAS namero de copias es variable comparandolo con un genoma de
referencia.



Q Universidad Autbnoma de San Luis Potosi

wcoope  Facultad de Medicina
vePss®  Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Neurologia Pediatrica.

ANTECEDENTES.
DEFINICION

Una convulsion se define como la expresion clinica de descargas anormales,
excesivas y sincronicas de neuronas que residen principalmente en la corteza
cerebral. Esta actividad paroxistica anormal es intermitente y generalmente
autolimitada, y dura de unos segundos a unos pocos minutos. (1,2)

La epilepsia se considera una enfermedad asociada a un trastorno duradero de la
funcion cerebral normal. Se requiere al menos de dos ataques no provocados que
ocurren con mas de 24 horas de diferencia, o0 una convulsién no provocada y una
condicion asociada con probabilidad de presentar nuevas convulsiones en los
proximos 10 afios, como lesiones estructurales por eventos cerebrovasculares,
infeccion del sistema nervioso central o ciertos tipos de lesién cerebral
traumatica. Este criterio fue agregado por el grupo de trabajo de la Liga
Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) en 2014 y enfatiza la importancia de la
neuroimagen y la electroencefalografia (EEG) en la evaluacion de pacientes con
una primera convulsion. La epilepsia puede surgir de una gran variedad de causas
como las genéticas, estructurales, metabdlicas, inmunes, infecciosas o

desconocidas (3,4)

EPIDEMIOLOGIA

La incidencia de epilepsia en la infancia varia de aproximadamente 0.5 a 8 por 1,000
afos-persona. Se estima que el 0.5 al 1% de los niflos y adolescentes
experimentaran al menos una convulsion afebril en la adolescencia. De todos los
nifios, del 3 al 5% tendra una sola convulsion febril en los primeros cinco afios de
vida; del 3 al 6% de las personas con convulsiones febriles desarrollara
convulsiones afebriles o epilepsia. Existe un riesgo de 3.6% de experimentar al
menos una convulsion en una vida atil de 80 afios(4-9)

En los paises en vias de desarrollo el perfil de incidencia se eleva entre los adultos
jovenes. En la mayoria de los estudios, las tasas de incidencia son ligeramente mas

altas en hombres que en mujeres, pero no existen diferencias raciales significativas.
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Se ha observado una incidencia mayor en los grupos socioeconémicos mas bajos
(7,10,11)

FISIOPATOLOGIA

El cerebro inmaduro, particularmente en el recién nacido y el lactante, difiere del
cerebro adulto en los mecanismos basicos de epileptogénesis y propagacion de
convulsiones. Los niflos mayores de seis afios tienden a tener convulsiones que
son bastante similares a las de los adultos, mientras que los nifios mas pequenos y
los bebés tienen comportamientos menos complejos, particularmente con

convulsiones focales con deterioro de la conciencia. (1,2)

La epilepsia de origen genético inicia, en su mayoria, en la infancia. Incluyen los
sindromes epilépticos bien caracterizados como por ejemplo la epilepsia de
ausencia infantil, la epilepsia de ausencia juvenil o la epilepsia mioclonica juvenil,
asi como sindromes mas graves a menudo asociados con discapacidad del
desarrollo neurolégico y convulsiones refractarias, como el sindrome de Dravet. El
andlisis funcional ha demostrado que las variantes patogénicas en genes
especificos conducen a una disfuncion proteica que provoca hiperexcitabilidad y
sincronizacion patolégica de las redes neuronales que conducen a convulsiones
epilépticas. (12,13)

Se ha observado etiologia genética hasta en un 30 % de las epilepsias;
denominandoles epilepsias genéticas y pueden dividirse en: epilepsia genética

focal, generalizada y encefalopatias (12,14)

COMPONENTE GENETICO DE LA EPILEPSIA

La aplicacion de la biologia molecular a la epileptologia ha permitido reforzar nuestro
conocimiento de las bases genéticas de algunas epilepsias y ya es determinante
para establecer una taxonomia de las enfermedades y sindromes epilépticos. El

caracter familia de varios tipos de epilepsia se conocen desde la antigiiedad, asi
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como el caracter hereditario de algunas entidades nosolégicas que dan lugar a crisis
epilépticas. (1,12)

Desde la identificacion del primer gen causante de epilepsia en 1995, se han
detectado mas de 500 genes asociados a la epilepsia. Sin embargo, la importancia
de muchos genes y sus variantes aun no esté clara (tabla 1). Por ejemplo, muchas
epilepsias son causadas por mutaciones en genes de canales ionicos (SCN1A,
KCNQ2), implicados en la funcidon de la vesicula sinaptica (STXBP1, STX1B,
PRRT2), con funciéon en vias metabdlicas (SLC2A1), en el metabolismo de la
vitamina B6, receptores de neurotransmisores como el receptor GABAA
(GABARG2) o subunidades de receptores NMDA (GRIN2A), asi como defectos
asociados al metabolismo del ARN/ADN (CDKL5, CHD2). (12)

Se pueden distinguir tres categorias generales de pruebas genéticas: 1) Paneles de
analisis multigenico, destinados a la deteccién de mutaciones en genes conocidos
seleccionados de antemano. Enfocados en identificar cambios de secuencia
incluyendo mutaciones puntuales, deleciones o duplicaciones pequeias. 2) El
estudio citogenético para identificar variantes estructurales como deleciones o
duplicaciones preferido en casos con manifestaciones multiples incluyendo
dismorfias y malformaciones anatomicas asociadas con la epilepsia. 3) Métodos de
analisis de todo el genoma los que se pueden aplicar para identificar mutaciones en
nuevos genes de predisposicion. (12)

Entre los métodos de analisis cromosémico se encuentra el cariotipo cuya
resolucién es relativamente baja y solo detecta la aneuploidia de cromosomas
completos o perdidas o ganancias de 200 a 500 mil pares de bases o 0.2Mb, la
hibridacién fluorescente in situ (FISH) utilizando sondas de ADN especificas en
cromosomas metafasicos es Util en casos muy particulares con la sospecha
especifica de un sindrome de microdelecion conocido. Ambas técnicas tienen una

utilidad muy limitada en pacientes con epilepsia. (13,15)
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La variacion genética estructural se refiere a una clase de alteraciones de secuencia
que abarcan tipicamente mas de 1000 pares de bases (una kilobase de ADN o kb)
(14). Los estudios han indicado que estas variaciones genéticas pueden ser
pequefias (por ejemplo, en el rango de 450 pares de bases y superiores) y que la
mayoria de los individuos tienen al menos 1,000 de tales variaciones.(16,17)
Incluyen variantes en el numero de copias (VNC), reordenamientos de secuencia y
otras. Estas diferencias gendmicas submicroscoépicas en el numero de copias de
una o mas secciones de ADN son el resultado de ganancias o pérdidas de ADN.
Las ganancias de numeros de copias pueden resultar en duplicaciones,
triplicaciones o incluso ganancias de niameros de copias multiples. La mayoria de
las eliminaciones son el resultado de la pérdida del nimero de copias en un locus
(deleciones heterocigoticas), pero en algunos casos la perdida puede afectar las

copias en ambos loci (deleciones homocigéticas). (18,19)

Las VNC con mayor frecuencia son heredadas, pero pueden ocurrir de
Novo. Inicialmente, se pensé que eran eventos raros esporadicos y correlacionaban
con enfermedades mendelianas especificas. Esta percepcion erronea acerca de su
rareza y pobre vinculacion absoluta con la enfermedad, se debieron principalmente
a limitaciones técnicas. Los avances tecnologicos han demostrado que estas VNC
son frecuentes y contribuye sustancialmente a la diversidad genética. Algunos
estudios han sugerido que las diferencias de VNC en el genoma humano son tan
extensas como 20%, aunque puede ser una sobreestimacion y probablemente sea
mas cercano al 5%. Se estima conservadoramente que la mayoria de las personas
portan un promedio de tres VNC a gran escala. El niumero de VNC conocidos que

contribuyen a la patogénesis de la enfermedad continla aumentando. (18—-21)

Los microarreglos de hibridacion genémica comparativa (aCGH) también llamado
microarreglos cromosémicos (CMA) que es una técnica de citogenética molecular
particularmente util por su capacidad para detectar las CNV asociadas con

ganancias o pérdidas submicroscopicas en cada cromosoma. (13,15)
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Esta técnica funciona comparando el contenido genémico (o ADN) de un paciente
con un ADN control normal, puede analizar multiples muestras, lo que provee de un
menor trabajo practico por muestra, y la interpretacion de datos puede ser altamente
automatizada. Dentro de las desventajas esta el costo y las dificultades inherentes

a la interpretacion. (15)

Hay al menos dos tipos diferentes de arreglos, los especificos "dirigidos" y arreglos
genomicos completos. Los arreglos dirigidos, disefiados para detectar a los
sindromes de microdelecién/micro duplicacion conocidos. Las matrices gendémicas

completas cubren todo el genoma a diferentes niveles de resolucion. (13,15)

La interpretacion de los resultados de los CMA puede complicarse por la presencia
de variantes de numero de copias (VNC) que pueden ser benignas, patdgenas o de
significado incierto. Las VNC son patégenas cuando involucran un gen o genes
sensibles o elementos reguladores. Algunas VNC patdgenas causan trastornos
sindromaticos con caracteristicas fenotipicas consistentes, mientras que otras estan

asociadas con la susceptibilidad o resistencia a la enfermedad.(22,23)

La distribucion fisica de las VNC parece no ser aleatoria en todo el genoma. La
frecuencia de la VNC es mayor en las regiones de duplicacion segmentaria, lo que
concuerda con la teoria de la recombinacién homéloga no alélica como mecanismo
primario para la causa de las VNC. Las VNC se observan mas comunmente en
regiones ricas en genes. Las VNC parecen agruparse en familias de genes
especificos, incluidos los genes de respuesta inmunitaria e inflamatoria, la
sefalizacion celular y las moléculas de adhesién celular, proteinas estructurales y
receptores olfativos. La mayoria representan VNC benignos que reflejan la variacion

normal sin ninguna consecuencia clinica aparente (16—21,24—26)

La interpretacion de VNC ha mejorado constantemente debido al uso de grandes
bases de datos que permiten una comparacion directa con controles aparentemente

normales. Los ejemplos de estas bases de datos incluyen la base de datos de
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variantes genomicas (DGV), el Proyecto 1000 Genomas o ClinVar. Otras bases de
datos que incluyen informacién fenotipica, tales como DECIPHER se estan
convirtiendo en recursos valiosos para los hallazgos detectados por la hibridacion

gendmica comparativa. (27-30)

Interpretar la patogenicidad de las VNC puede ser bastante dificil en presencia de
multiples VNC en un individuo. (30-31). También es importante destacar la
presencia de VNC comunes en la poblacion general. No esta claro si muchos de
estos polimorfismos comunes pueden desempefiar un papel en los trastornos
comunes (14,31)

El interés por el estudio de las bases genéticas de la epilepsia ha aumentado
considerablemente en los ultimos afios, estos estudios hacen énfasis en reconocer
nuevos VNC, asi como la utilidad del estudio con microarreglos en pacientes con
epilepsia, habitualmente solicitamos a pacientes con algun patrén sindromico, sin
embargo, aun falta realizar estudios en cohortes de pacientes con epilepsia no
sindromica. Las VNC pueden contribuir a la epilepsia de dos maneras, cuando son
variantes causales que pueden mostrar una transmision dominante o cuando las
VNC son variantes de predisposicion a epilepsia y cuando es posible demostrar
estadisticamente una mayor frecuencia en pacientes en comparacién con los
controles sanos. (12)

En un estudio realizado en el 2017 donde se evalu6 mediante microarreglos una
cohorte de nifios en el que se observo una frecuencia de 11% del nimero de copias
clinicamente relevantes, en general se espera que cuando se sospecha epilepsia
sindromica se encuentre un 10-15% de variantes patogénicas. En este estudio
también se identificaron nuevas variaciones en el niumero de copias logrando
proponer 4 genes nuevos genes candidatos para epilepsia. (32)

Otro estudio evalud una cohorte de 49 sujetos con diagndstico de epilepsia farmaco
resistente encontrandose un rendimiento de la prueba del 14% para el diagndstico
genético de epilepsia, es decir se  hallaron  anormalidades  clinicamente

significativas en 7 pacientes. (33)
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Tabla 1 Principales genes relacionado a epilepsia (34)

Epilepsia neonatal familiar benigna 121200 KCNQ2 Canal de potasio
121201 KCNQ3 Canal de potasio
Epilepsia neonatal-infantil familiar benigna 607745 SCN2A Canal de sodio
Epilepsia infantil familiar benigna 605751 PRRT2 Proteina trans-membrana rica en prolina
Sindrome de Ohtahara 612164 STXBP1 Proteina ligante de sintaxina 1
308350 ARX Proteina relacionada al homeobox Aristaless
Encefalopatia epiléptica infantil precoz 613477 SPTAN161 Espectrina alfa no eritrocitica 1
613720 KCNQ2 Canal de potasio
613721 SCN2A Canal de sodio
613722 PLCB1 Fosfolipasa
614959 KCNT1 Canal de potasio activado por calcio
Encefalopatia mioclonica precoz 609304 SLQ25A22 Transportador mitocondrial de glutamato
Espasmos de inicio precoz 300672 STKY/CDKL5 Quinasa dependiente de ciclina
Sindrome de Dravet 607208 SCNIA Canal de sodio
Epilepsia generalizada con crisis febril plus 604403 SCN1A Canal de sodio
604233 SCN1B Canal de sodio
611277 GABRG2 Receptor GABA,
613060 GABRD** Receptor GABA,
Epilepsia ausencia infantil con crisis febril 607681 GABRG2 Receptor GABA,
Epilepsia y retardo mental restringido al sexo femenino 300088 PCDH19 Protocaderina
Epilepsia ausencias de inicio precoz 614847 SLQA1 GLUT1 (Transportador de glucosa tipo 1)
Epilepsia ausendia infantil 612269 GABRB3** Receptor GABA,
611942 CACNATH** Canal de calcio voltaje dependiente
Epilepsia miocl6nica juvenil 611136 GABRAT Receptor GABA,
254770 EFHC1 Proteina con dominio EF-hand
607682 CACNB4** Canal de calcio voltaje dependiente
613060 GABRD** Receptor GABA,
Epilepsia del Iobulo frontal nocturna autosémica dominante 610353 CHRNA2 Receptor nicotinico
Epilepsia autosomica dominante con sintomas auditivos 600513 CHRNA4 Receptor nicotinico
600513 CHRNB2 Receptor nicotinico
600512 LGI1 Proteina rica en leucina
Epilepsia generalizada con disquinesia paroxistica 609446 KCNMAT1 Canal de potasio
Epilepsia con disquinesia paroxistica inducida por ejercicios 138140 SLQA1 GLUT1 (Transportador de glucosa tipo 1)
Epilepsia ausencia y ataxia episodica 108500 CACNATA Canal de doro
Epilepsia focal y ataxia episodica 160120 KCNAT Canal de potasio
Migrana hemipléjica familiar e epilepsia 602481 ATP1A2 Sodio-potasio ATPasa

*OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man®): http://omim.org/

** Candidatos a las variantes de estos genes fueron identificados en familias pequenas con herencia compleja; sin embargo, los efectos de estas variantes en el riesgo

de tener la enfermedad aun deben ser confirmados.
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JUSTIFICACION.

En el Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto, se atienden al afio
aproximadamente 550 pacientes con epilepsia, en el periodo de enero 2013 a junio
2020 fue posible realizar CMA a una cantidad limitada de pacientes.

La aplicacion de la metodologia de microarreglos de hibridacion gendomica
comparativa (aCGH) ha revelado muchos nuevos sindromes de microdelecion /
duplicacién, hasta ahora indetectables por las técnicas citogenéticas
convencionales.

Los estudios que utilizan analisis de microarreglos se han realizado en cohortes de
nifios con diagnostico de epilepsia con posible etiologia genética. Pocos estudios
han abordado el rendimiento del andlisis de microarreglos en cohortes con nifios
con epilepsia y dismorfias.

Auln son limitados los andlisis que describen la utilidad de estas técnicas en una

poblacién con epilepsia sindromica.



Q Universidad Autbnoma de San Luis Potosi

oo Facultad de Medicina
vePss®  Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Neurologia Pediatrica.

HIPOTESIS.

La frecuencia de variaciones patdgenas es de 15% en una poblacion pediatrica
con epilepsia sindrémica en el Hospital Central Ignacio Morones Prieto.
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OBJETIVOS.

Objetivo general
Evaluar el rendimiento diagndstico del analisis de microarreglos en pacientes con

epilepsia sindrémica y proponer posibles nuevos genes candidatos de epilepsia.

Objetivos especificos
o lIdentificar las CNV patégenas conocidas que se relacionan con epilepsia
o Identificar las CNV de resultado incierto en genes con posible implicacion
epiléptica.

Objetivos secundarios
o Describir las caracteristicas demograficas de la cohorte
o Reanalizar los resultados de las variaciones en términos de patdégenos, posible
patdgenos e incierto.
o Describir el tipo de crisis epiléptica y el tipo de CNV asociada a cada crisis.
o Identificar la distribucion de CNV en pacientes con epilepsia sindromica.

10
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SUJETOS Y METODOS.

Se obtuvo la informacién para la cohorte, de la base de datos de 296 pacientes con
estudio genético (CMA) del servicio de neurologia pediatrica del Hospital Ignacio
Morones Prieto. Estos estudios genéticos fueron realizados a pacientes en el
periodo del 2013 a junio del 2020, en quienes se sospechd desbalance
cromosomico y contaban recursos propios o eran menores de 5 afios cubiertos por
el seguro popular. Se revisaron los expedientes de los pacientes seleccionados,
cruzando la informacién con la base de datos donde se extrajeron de aquellos
pacientes con epilepsia (ILAE 2017), informacién como tipo de convulsiones,
dismorfias, y caracteristicas clinicas.

Esta base de datos cuenta con estudios genéticos de microarreglos que se
obtuvieron a partir de 500 nanogramos de DNA gendmico del paciente, marcado
con fluorescencia y se compararon con respecto a un DNA control. Los DNAs se
hibridaron con un microarreglo genémico humano de 60.000 sondas de alta

resolucion (Agilent, 60K) mediante hibridaciébn genémica comparativa (aCGH).

La variacion en numero de copias se considerd potencialmente relevantes
clinicamente si se superponian con regiones genéticas asociadas a epilepsia. Estas
regiones se identificaran realizando busquedas en la literatura utilizando
Genbrowser, Clin Var y Decipher. En estas bases se detectaron genes cuya funcién
y expresion en el SNC se podian ver implicados como posibles candidatos en
epilepsia y que se encontraban en las variaciones de pacientes que se superponian

con las registradas en el Decipher de pacientes con epilepsia.

11
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ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizaron medidas de tendencia central y proporciones simples en la descripciéon
de las caracteristicas de los participantes. Se utilizo SPSS Statistics Version 22.0
(IBM Corporacion, NY, EE. UU.) para realizar analisis descriptivos y comparativos.
Se informo el rendimiento en base a la proporcion de pacientes con VNC clasificada

como patogenas (criterios de ACMG) sobre el total de pruebas realizadas.

12
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ETICA.

El presente trabajo se considera una investigacion sin riesgo pues sélo se
evaluaron expedientes clinicos.

Se sometié al comité de ética e investigacion del Hospital central “Dr.
Ignacio Morones Prieto” para su evaluacion y se autorizé con el namero
de registro 12-21.

Registro en COFEPRIS 17Cl 24028093, registro CONBIOETICA-24-CEl-
001-20160427.

Se protegeran los datos personales obtenidos de los expedientes clinicos,
firmandose una carta de confidencialidad comprometiéndonos al adecuado
uso de los datos recolectados, ademés a cada paciente se le ha solicitado
su consentimiento para ser incluido sus resultados genéticos al registro de

nuestro departamento. ANEXO 1, 2.
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RESULTADOS.

De los 290 pacientes pediatricos incluidos en la relacién de pacientes con microarreglos, se
selecciond un subconjunto de 87 pacientes que cumplieron los criterios basicos de epilepsia
mas alguna dismorfia menor o mayor llustraciéon 1. De estos se eliminaron por
expediente incompleto o depurado 57 pacientes. De los restantes 16 son hombre y 14
mujeres. La edad media 9 afios [DE:3.5]; rango 1 a 17 afios. La mayoria de los pacientes
presentaron dismorfias menores en 15 pacientes (50%), dismorfias mayores en 6 (20%),
macrocefalia 4 (13%), microcefalia 11 (55%), discapacidad intelectual y/o retraso
psicomotor 28 (92%), anomalias estructurales cerebrales 8 (26%). El tipo de convulsion
prevalente entre la cohorte seleccionada son las focales (66%), seguido de bilaterales
(20%) y focal a bilateral (13%) Tabla 2. Hubo ocho pacientes sin alteraciones en su estudio
por microarreglo. Dos pacientes se clasificaron como VNCs benignos. Se detectaron VNC
no clasificadas como benignas en 20 de 30 pacientes (66%). De estos, 5 pacientes fueron
clasificados como probablemente benignas, 3 pacientes como probablemente patogénicas,
7 pacientes como patogénicas, 1 paciente tuvo dos VNCs: una benigna y otra patogénica,
2 pacientes tuvieron cada una dos VNCs clasificadas como probablemente patogénicas, en
1 paciente se encontré tres VNCs siento estas clasificadas como Benigna, probablemente
benigna y probablemente patogénica y en 1 paciente mas también se encontré tres VNCs
gue se clasificaron como benigna y dos VNCs como probablemente patogénicas. En total
se encontraron entre todos los pacientes 24 VNCs no benignas. Catorce identificadas como
duplicacién y diez deleciones. Estas VNC variaron de tamafio gendmico en un rango que
va de 0,025Mb a 50.3 Mb (mediana, 2.3 Mb) llustracién 2. El nimero de reordenamientos
patdgenos encontrados fue 8 VNC en el mismo ndimero de pacientes, siendo un 26% el
rendimiento diagnéstico de la prueba en el total de la muestra (n=30). Estos asociados a
sindromes genéticos conocidos como: sindrome de delecién 1p36, sindrome de duplicacién
NF-1, sindrome Guilles de la Tourette, sindrome micro duplicacién 16pl11.2, sindrome
Phelan Mcdermid, Sindrome de deficiencia de sulfatasa de esteroide, sindrome de
microdelecion Xp22 y sindrome de Rett. Tabla 3 Se consider6 a 10 VNC como
posiblemente patogénicas de acuerdo con las pautas del American College of Medical
Genetics, no asociado a sindromes genéticos conocidos. En la busqueda realizada en la

base de pacientes del DECIPHER, se encontrO que 5 entre ellas las duplicaciones
1p36.3, 13931, 11923, 2pl12 y la delecion 4935.1 mostraban sobrelapamiento
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considerando localizaciéon, tamafio y fenotipo epiléptico con otras variantes

patogénicas de esta base de datos.

De estas 5 VNC superpuestos con fenotipos de epilepsia se identificaron genes

compartidos, que se expresan y tienen funciéon en el SNC Tabla 4. Destacando

genes que codifican proteinas de adhesion, comunicacion entre neuronas como la

FAT1, THY1, KIRREL3; desarrollo neuroblastico DVL1; genes relacionados con

apoptosis como el gen ATAD3, ademas genes que participan en la regulacién de

neurotransmisores y hormonas como los genes MTNR1A, MCF2L y HSPAS.

Pacientes con Microarreglos
(n=87)

VNC Patogenas 8
(n=8)

Participantes
(n=30)
Total 29 VNC

VNC no benignas 24

Rendimiento
8/30=0.26

VNClInciertas 16

VNC posible patdgena 10
Mayor de 200Kb

Excluyeron n=57
porinformacion

ncompletaofalta
de expediente

jmmmmmmmammmaan
! Se Selecciono 1

VNC seglin :
i tamafio :

DECIPHER

5 NVCsuperpuestascon
epilepsia en pacientes

Meno

VNC posible benignas 6

r de 200Kb

VNC
Duplicacion 1p36.3
Duplicacién 1331
Duplicacion 1123
Duplicacion 2p12
Delecién 4435.1

Genes con funcidn en SNC

ATAD3, DVL1
ARHGE77
HSPAS,KIRREL3
Ningtin gen
MTNR1A, FAT

VNC {tamafio

+  Delecion 17q21.31(50kb)

+  Duplicacion 12¢24.12 (124kb)
+  Duplicacion Xq26.2 (167kb)

+  Duplicacién 12p13.3(36kb)

+  Duplicacién 1p36.13(112kb)
+  Duplicacién 11922(25kb)

Genes con funcién en SNC
KANSLL

LRP1, NXPH4, SHMT2
FAM131

llustracién 1 Diagrama de flujo del estudio.
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Tabla 2 Datos demograficos de 30 pacientes con
epilepsiay dismorfias.

Caracteristica Valor
Sexo, No
Masculino 16
Femenino 14

Edad afos, media, (rango)
Actual 9 (1-17)
Inicio de epilepsia 1.3 (1mes-7afios)

Tipo de epilepsia, No.

Focal 20 (66%)
Generalizada 6  (22%)
Focal a bilateral 4  (11%)

Discapacidad intelectual o
retraso desarrollo, No. (%)

Ausente 2 (8%)

Presente 28  (92%)
Microcefalia No. (%) 16  (59%)
Macrocefalia No. (%) 4  (11%)

Dismorfias No. (%)
Menor 14  (47%)
Mayor 7 (23%)
Ambas 9  (30%)
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Tamano de VNCs en la cohorte
Proporcion total de VNC por rangos de

tamano.

H21Mb - 51Mb

m11Mb - 20Mb
m5Mb - 10Mb
m2Mb - 4.99Mb
miMb - 1.99Mb
m 500kb - 999kb
200kb - 499kb
100kb - 199kb
<100kb

llustracion 2 Grafico circular de tamafios de VNC de nuestra

cohorte.
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DISCUSION.

Este estudio es la primera evaluacion con CMA de una cohorte de pacientes
pediatricos con epilepsia y dismorfias en nuestra unidad médica. El andlisis revelo
que una alta proporcién de los pacientes presentaba VNC clinicamente relevantes.
Este trabajo muestra que los pacientes con epilepsia, dismorfias y/o DI también
tienen rendimientos altos en la deteccion de VNC patogenas. El 26% (n=8) de los
pacientes de este estudio tenia VNC patdgenas relacionada con algun sindrome
genético conocido, y el 34%, presentaba caracteristicas de probablemente
patdgena. Un estudio realizado en 805 pacientes pediatricos con epilepsia informo
una frecuencia de 5% de VNC patégenas como explicacion del fenotipo en su
cohorte (34), ademas en un estudio con 143 pacientes con inicio de epilepsia en
edad pediatrica y adultos, reportaron un 16.1% de VNC patégenos teniendo como
criterios de inclusibn a pacientes con discapacidad intelectual y trastornos
convulsivos farmacorresistentes(35). En otro estudio que incluyeron 92 pacientes
entre 1 a 22 afos con epilepsia generalizada, discapacidad intelectual, signos
autistas y anomalias congénitas observaron un rendimiento de 15.2%(36). Nuestros
resultados reflejan mayor rendimiento; esto se pueden explicar al incluir pacientes
con trastornos del neurodesarrollo ademas del criterio de epilepsia y dismorfias. Los
pacientes con algun tipo de trastornos del desarrollo represento el 92%.

En general existen diferencias entre los rendimientos informados en los diferentes
estudios, posiblemente debido a los criterios de seleccién, clasificacion de las VNC,
a la exclusion preliminar de resultados por mutaciones puntuales o grandes
desequilibrios, nuestro trabajo, aunque intento eliminar estos sesgos no esta exenta
sobre todo debido al numero reducido de participantes, pudiendo mejorar la
precision con una cohorte mayor.

Informamos en este trabajo solo variantes patégenas y posiblemente patdégenas de
acuerdo a las recomendaciones para la clasificacibon de VNC propuestas por
ACMG(37). Se reconocieron VCN claramente patogenas (8/29 VNC) asociadas a
sindromes genéticos reconocidas clasicamente en la literatura medica.

Para el analisis de posibles genes candidatos de epilepsia, se excluyeron VNCs

patdgenas ya reconocidas asociadas con fenotipo epiléptico; se incluyeron las VNC
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mayores de 200kb, y cuyos genes tenian expresion y funcién en el sistema nervioso
central, se reviso estos genes en descripciones de OMIM y Genoma Browser, se
registr6 el porcentaje de haploinsuficiencia de cada gen de interés. Estas
variaciones se contrastaron en el DECIPHER en busca VNCs superpuestas en
pacientes epilépticos y se revisaron los genes con funcionalidad en el sistema
nervioso que ambos compartian en la superposicioén. En un paciente con duplicacién
en 1p36.3, se identifico el gen ATAD3 que forma un cliaster ATAD3C, ATAD3B y
ATAD3A y previamente se ha observado en pacientes con hipoplasia
pontocerebelosa y en pacientes con encefalopatia de inicio tardio y atrofia
cerebelosa atéxica y distonica. Los fibroblastos de los individuos afectados
presentan anomalias en el ADN mitocondrial y alteracion en el metabolismo de
colesterol. (38) estas anormalidades se han descrito en deleciones, pero no se
conocen las consecuencias de la duplicacion en este gen. La delecién 4g35.1
involucra el gen MTNR1A (OMIM 600665) que codifica el receptor de melatonina
acoplado a proteina G e interviene en funciones neuro hormonales del ritmo
circadiano. No esta establecido mecanismos que lo relacionen con epilepsia, pero
si se ha detallado la amplia expresién en el nicleo supraquiasmatico, la corteza, el
hipocampo, el nucleo del rafe dorsal y el hipotalamo lateral, también se ha descrito
como regulador en el estado de animo, dolor y el suefio (39), se ha observado
relacion con disfuncion conductual por su asociacion con vias serotoninérgicas y
noradrenérgicas relacionandolo con déficit de atencidn e hiperactividad y trastorno
del espectro autista. (40) Esta misma delecion 4g35.1 involucra el gen FAT1, que
codifica una molécula de adhesion, proteina relacionada con el desarrollo neuronal
gue incluyen la interconexion glial, la migracion celular y el mantenimiento de la
polaridad apical-basal, asociado con el fenotipo de distrofia facio escapulohumeral,
trastorno afectivo bipolar, macroftalmia, nefropatia y sindactilia, nuestro paciente
presentaba polidactilia y microftalmia(41l) también se ha relacionado con ataxia
espinocerebelosa autosdémica dominante (42), no se reconoce en la literatura
fenotipo epileptico en la mutacion de este gen, sin embargo se debe considera su
potencial relacion, puesto que se ha descrito su amplia expresion en el sistema

nervioso central y se ha implicado en la diferenciaciéon neuronal (43) es ademas
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necesario para una neurogénesis eficiente actuando como regulador de la
formacion de neuritas durante las primeras etapas de la diferenciacion neuronal. En
la duplicacion 13g31 del mismo paciente, se consider6 al gen ARHGEF7 que
codifica la proteina la BPIX que interviene en la estabilizacién eficaz de la trasmision
sinptica en los receptores GABA, permitiendo el equilibrio excitador — inhibidor,
mediante una via conocida como GIT1 / BPIX / Rac1 / PAK que modula la actina F
y es importante para mantener los niveles de receptor GABA de superficie y la
integridad de la sinapsis inhibidora (44) también regula la espino génesis dendritica
(45) hasta el momento se ha relacionado con discapacidad intelectual, pero no con
epilepsia, aunque no es dificil considerarlo como un importante candidato para
fenotipos epilépticos. Observamos en un paciente la duplicaciéon 11923, cuyo
fenotipo se caracterizaba por hipotonia central, implantacion baja de pabellon
auricular, nariz ancha, hipoacusia, atresia anal, escoliosis y paladar hendido. Se ha
informado la delecidén en esta regién que se relaciona con el sindrome de Jacobse,
un trastorno raro caracterizado por dimorfismo craneofacial, cardiopatia congénita,
discapacidad intelectual, crisis convulsivas, trastorno hemorragico, defecto
estructural renal e inmunodeficiencia. A esta VNC pertenece el gen BSX que regula
la funcién del neuropéptido neuronal Y y a la proteina de choque térmico 70 del gen
HSP70 que tiene su principal rol en la lesion cerebral, sobre expresandose durante
las crisis epilépticas, es considerada una proteina neuroprotectora del tejido
nervioso lesionado, como ha evidenciado modelos animales en neuronas
piramidales del hipocampo inducidas a convulsiones. A pesar de esto aun es
controvertido su papel definitivo como neuro protector. (46) El gen KIRREL3 en esta
misma variacion, traduce moléculas sinapticas de la superfamilia de las
inmunoglobulinas juegan un papel critico en el desarrollo del cerebro, asi como en
el mantenimiento de la plasticidad sinaptica, cuya disfuncion causa deterioro
cognitivo, hasta el momento este gen no se ha relacionado con fenotipos epilépticos,
pero si se considera como gen candidato para discapacidad intelectual y trastornos

del espectro autista.
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LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION.

El rendimiento de los microarreglos en la cohorte aqui presentada puede estar
sobrestimado, en funcion de ser un estudio trasversal con un ndmero de
participantes reducido.

Otra limitante es la falta de estudios a los padres dado que un criterio relevante para
determinar patogenicidad es si la VNC fue heredada o de novo, lo anterior debido
al costo que representa para los familiares realizar estudios a otros miembros de la
familia.

También hay que considerar que la descripcion individual de las caracteristicas
clinicas en la literatura y en las bases de datos de grandes poblaciones no son
detalladas y esto limita la evaluacion de algunas VNC s.

Aunqgue se intent6 buscar genes candidatos de epilepsia considerando su expresion
y funcién en el SNC de pacientes epilépticos con reordenamientos aberrantes
contrastadas en bases de datos de variaciones estructurales, estos resultados se
deben tomar con reserva. Establecer una funcién patogénica de un gen basandose
Gnicamente en la funcion predicha, se debe considerar como una inferencia
especulativa hasta mejor caracterizacion de los genes en la poblacion humana.
Por ultimo, este trabajo pretende resaltar la importancia del estudio genético en
pacientes con epilepsia en los que sospeche desbalance genético, en base a la
presencia de dismorfias menores 0 mayores, esto ayudara al clinico en neurologia
a dirigir el tratamiento tanto medico como asistencial. También provee informacién
al neurdlogo y a la paciente de complicaciones futuras en el paciente y al ser un
conocimiento en vertiginosa evolucién pueda en un futuro mejorar el arsenal
terapéutico dirigido a funcidon en genes especificos. Este trabajo sienta bases en
nuestro medio hospitalario para nuevas investigaciones en relaciébn con

asociaciones especificas de dismorfias y presencia de desbalances.
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CONCLUSIONES.

e La frecuencia de CNV patdgenas (rendimiento) es de 26% en una poblacién
pediatrica con epilepsia sindromica en el Hospital Central Dr. Ignacio
Morones Prieto.

e Se proponen los genes ATAD3, ARHGEF7 y MTNR1A como posibles nuevos
candidatos de epilepsia.

e Las variaciones con posible implicacion epiléptica son: duplicacion 1p36,
delecién 4g35.1, duplicacién 13931, duplicacién 11923.

e Eltipo de epilepsia més frecuente fue focal en un 66%.

e Los datos son limitados para considerar como VNC patogenas a las variantes

relacionadas con los genes candidatos aqui propuestos.
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