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RESUMEN

Esta tesis estd dirigida al estudio de epilepsias familiares. La busqueda y
caracterizacion clinica de estas familias ha sido una herramienta fundamental en la
investigacion en genética de las epilepsias. Aunque la mayoria de las epilepsias
presentan una herencia compleja, una minoria de familias presenta una herencia
monogénicas o en la que existe un gen dominante. Es el estudio de estas familias lo que
ha permitido mediante el analisis de ligamiento con marcadores genéticos la
identificacion de genes implicados en las distintas formas de epilepsia. La mayoria de
estos genes codifican subunidades de canales i6nicos y de receptores de
neurotransmisores implicados en la excitabilidad neuronal. El efecto de las mutaciones
en estos genes es habitualmente un cambio en las propiedades dinamicas del canal
ionico/receptor y en ocasiones en la expresion de estas proteinas en la membrana
neuronal, cambios que conducen a la hiperexcitabilidad neuronal y a las crisis.

De todas las familias identificadas en nuestro laboratorio (mas de 50) he
escogido tres de especial interés que son las que desarrollaré a lo largo de este trabajo.
Estas familias son:

Familia AAE

Se trata de una familia con una epilepsia mioclonica fotosensible asociada a
crisis parciales versivas y frecuentes estados epilépticos que representa un nuevo
sindrome epiléptico. El estudio genético clinico en esta familia permitié sospechar una
herencia materna y dirigir el analisis genético molecular hacia la identificacién de una
variacion del ADN mitocondrial asociada a esta nueva forma de epilepsia.

Familia EIG-24

Se trata de una familia con una epilepsia generalizada con crisis febriles plus o
GEFS +. El interés de esta familia reside de una parte en la descripcion clinica ya que es
una familia de gran tamafio en la que se observo una asociacion con muerte subita y de
otra parte en la identificacion de una nueva mutacion en el gen codificante de la

subinidad alfa-1 del canal de sodio cerebral (SCNIA).
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Familia ED-HNP

Se trata de una familia con una epilepsia sintomatica a una heterotopia nodular
periventricular y un sindrome de Ehlers-Danlos. La asociacion clinica familiar de
ambos trastornos no era conocida hasta el momento. El andlisis molecular evidencio
una nueva mutacion en el gen de la filamina (FLNA) segregando con ambos fenotipos.
Esta familia ha sido motivo de una publicacién y de la descripcion posterior de otras

familias similares.
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Introduccion

La epilepsia constituye una de las enfermedades neurologicas mas frecuentes
con una prevalencia del 0,5 al 1% y una incidencia de 40-80 casos por 100.000
habitantes/afio. Esta incidencia tiene dos picos: uno en la infancia-adolescencia y otro
en el anciano, siendo la incidencia acumulada a los 80 afos del 3% [McHugh JC y col,
2008].

El caracter hereditario de la epilepsia se conoce desde la antigiiedad. La
observacion de agrupacion familiar y los estudios realizados en series de gemelos
apoyan el origen genético de la epilepsia [Berkovic SF y col, 1998].

En los ultimos afios el estudio de epilepsias familiares ha contribuido
enormemente a la investigacion en la genética de las epilepsias. Los estudios de
genética molecular han permitido la identificacion de los genes implicados en estas
epilepsias lo que ha supuesto un mejor conocimiento de los mecanismos
fisiopatologicos y un estimulo para el desarrollo de nuevos farmacos y nuevas

estrategias terapéuticas.

1.1 TERMINOLOGIA Y CLASIFICACION
1.1.1 Definiciones

Las definiciones recientemente propuestas por la International League against
Epilepsy (ILAE) y el International Bureau for Epilepsy (IBE) [Fisher RS y col, 2005]

son las siguientes:

. Crisis epiléptica: Conjunto de signos y/o sintomas que ocurren de forma
transitoria como resultado de una actividad anormal excesiva y sincrona de las neuronas

cerebrales.

. Epilepsia: Desorden cerebral caracterizado por una predisposicion
subsistente a generar crisis epilépticas y por las consecuencias neurobiologicas,
cognitivas, psicologicas y sociales derivadas de ello. La definicion de epilepsia requiere

la ocurrencia de al menos una crisis.
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Introduccion

1.1.2 Clasificacion de las crisis epilépticas y las epilepsias

La clasificaciéon de las epilepsias es de gran importancia para estandarizar
criterios diagnosticos entre epileptdlogos. La clasificacion inicial fue elaborada por la
Liga Internacional contra la Epilepsia en el ano 1981[Commission on Classification
and Terminology of the Internacional League against Epilepsy, 1981 and 1989].

En estos afios se ha ampliado el conocimiento en este campo, lo que ha dado lugar
a revisiones y propuestas de nuevas clasificaciones [Engel J Jr et al, 2001] [Berg AT et
al,2010] . Sin embargo el uso de estas nuevas clasificaciones no se ha extendido
debido a su escasa aplicabilidad siendo la clasificacion original la mas aceptada y
utilizada en la préctica clinica universal.

La clasificacion de las crisis epilépticas (Tabla 1) se basa en la semiologia
clinica y en las caracteristicas del electroencefalograma (EEG) critico e intercritico.
Esta clasificacion establece una division en crisis parciales (de inicio focal), crisis
generalizadas (convulsivas o no convulsivas) y crisis no clasificables. La principal
controversia de esta clasificacion es la distincion entre crisis parciales simples y
complejas en base a la alteracion del nivel de conciencia, lo cual resulta en ocasiones
muy dificil de establecer en la practica clinica. Algunos tipos de crisis especialmente
frecuentes en la infancia (espasmos epilépticos) no estan incluidos.

La clasificacion de las epilepsias (Tabla 2) se establece en base a dos criterios
fundamentales: el tipo de crisis y la etiologia.

Segun el tipo de crisis se distinguen:

. Epilepsias focales, aquellas en las que las crisis tienen un comienzo
limitado a un area de un hemisferio cerebral

. Epilepsias generalizadas, aquellas en las que el comienzo de las crisis
implica a ambos hemisferios cerebrales

. Epilepsias indeterminadas si focales o generalizadas

. Sindromes especiales
Segun la etiologia se consideran:

. Epilepsias idiopaticas, no atribuibles a otra enfermedad y en la que se
presume un origen o predisposicion genética

. Epilepsias sintomaticas, de etiologia conocida
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Introduccion

. Epilepsias criptogénicas, en las que se sospecha una causa aunque ésta no

pueda ser determinada.

Tabla 1. Clasificacion internacional de las crisis epilépticas (ILAE, 1981)

Crisis parciales (inicio focal)
A. Cirisis parciales simples (sin alteracion del nivel de conciencia)
a. Con signos motores
b. Con sintomas somatosensitivos o sensitivos especiales
c. Con sintomas autonémicos
d. Con sintomas psiquicos
B. Cirisis parciales complejas
a. Inicio como crisis parcial simple seguido de alteracion de la conciencia
1. Comenzando con caracteristicas parciales simples
2. Comenzando con automatismos
b. Con alteracion de la conciencia desde el inicio
C. Crisis parciales con evolucion a secundariamente generalizadas
a. Crisis parciales simples con evolucion a generalizadas
b. Crisis parciales complejas con evolucidon a generalizadas

c. Crisis parciales simples con evolucion a complejas y a generalizadas

Crisis generalizadas (Convulsivas o no convulsivas)
A. Ausencias
a. Ausencias
i. Solo alteracion de la conciencia
ii. Con componentes clonicos
iii. Con componentes tonicos
iv. Con componentes atonicos
v. Con automatismos
vi. Con componentes autondémicos
b. Ausencias atipicas
Crisis mioclonicas
Crisis clonicas
Crisis tonicas
Crisis tonico-clonicas

Crisis atonicas

@ mm o aw

Crisis no clasificables (crisis neonatales, movimientos ritmicos oculares, movimientos de

masticacion....)
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Introduccion

Tabla 2. Clasificacion de las epilepsias y sindromes epilépticos (ILAE, 1989)

I. Relacionados con una localizacion (focales o parciales)
A. Idiopaticos
1. Epilepsia benigna de la infancia con puntas centrotemporales
2. Epilepsia benigna de la infancia con paroxismos occipitales
3. Epilepsia primaria de la lectura
B. Sintomaticos
1. Epilepsia parcial continua de la infancia (sindrome de Kojewnikow)
2. Sindromes caracterizados por crisis inducidas por estimulos especificos
3. Epilepsia del 16bulo temporal
4. Epilepsia del 16bulo frontal
5. Epilepsia del 16bulo parietal
6. Epilepsia del 16bulo occipital
C. Criptogénicos
I1. Generalizados
A. Idiopaticos (por orden de edad)
1. Convulsiones neonatales familiares benignas
Convulsiones neonatales benignas
Epilepsia mioclonica benigna del lactante

Epilepsia con ausencias de la infancia

2
3
4
5. Epilepsia con ausencias de la juventud
6. Epilepsia mioclonica juvenil
7. Epilepsia con crisis de gran mal (CGTC) al despertar
8. Otras epilepsias idiopaticas generalizadas
9. Epilepsias con crisis precipitadas por estimulos especificos
B. Criptogénicos o sintomaticos (por orden de edad)
1. Sindrome de West
2. Sindrome de Lennox-Gastaut
3. Epilepsia con crisis mioclonico-astaticas
4. Epilepsia con ausencias mioclonicas
C. Sintomaticos
1. Etiologia inespecifica
a. Encefalopatia mioclonica precoz
b. Encefalopatia epiléptica infantil precoz con patrén de brotes-supresion
c. Otras epilepsias generalizadas sintomaticas

2. Etiologia especifica
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Tabla 2. (continuacién): Clasificacion de las epilepsias y sindromes epilépticos (ILAE, 1989)

I11. Indeterminados si focales o generalizados

A. Crisis neonatales

B. Epilepsia mioclonica severa de la infancia

C. Epilepsia con punta-onda continua durante el suefio lento
D.

Afasia epiléptica adquirida (Sindrome de Landau-Kleffner)

IV. Sindromes especiales

A. Convulsiones febriles

B. Crisis aisladas o estado epiléptico aislado

C. Crisis provocadas en el contexto de un evento toxico o metabolico agudo

(alcohol, drogas, preeclampsia, hiperglucemia no cetosica.....)

Dado que las propuestas del 2001 y 2010 tienen escasa aplicacion clinica en el
momento actual, en el desarrollo de esta tesis hemos seguido los criterios de la

clasificacion original de la ILAE que acabamos de exponer.

1.2 GENETICA DE LAS EPILEPSIAS

1.2.1 Generalidades

La mayoria de las epilepsias genéticas presentan una herencia compleja en la que
el fenotipo es el resultado de la interaccion de multiples genes (herencia poligénica) y
de estos genes con el medio ambiente. Las formas mas comunes de estas epilepsias se
presentan de forma esporadica y los genes responsables son por el momento
desconocidos. Solo el estudio de familias con una herencia monogénica o en las que
existe un gen predominante ha permitido la identificacion de algunos genes. Estos genes
codifican en su mayoria a canales i6nicos dependientes de voltaje y/o dependientes de
ligando. Sin embargo estas formas familiares constituyen una excepcion y por lo tanto,
los genes identificados hasta el momento solo explican una minoria de casos.

La herencia poligénica y multifactorial da lugar a que la expresividad del
fenotipo sea muy variable, siendo muy frecuente el solapamiento entre sindromes

epilépticos distintos y la variabilidad en la expresion clinica y en la severidad de la
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Introduccion

epilepsia entre los individuos de una misma familia, como ocurre en la Epilepsia
Generalizada con crisis febriles plus (GEFS+).

La heterogeneidad genética y clinica complica aun mas la relacion
genotipo/fenotipo. Un mismo tipo de epilepsia o sindrome epiléptico puede estar
asociado a mutaciones en genes distintos (heterogeneidad genética) de la misma forma
que mutaciones en un mismo gen pueden dar lugar a fenotipos distintos
(heterogeneidad clinica).

1.2.2. Genética de las epilepsias idiopaticas generalizadas (EIG) Tabla 3

Las EIG constituyen el 20-30% de todas las epilepsias. Tradicionalmente estan
incluidas en este grupo:

. Epilepsia con ausencias de la infancia (EAI)

. Epilepsia con ausencias de la juventud (EAJ)

. Epilepsia mioclonica juvenil (EMJ)

. Epilepsia con crisis generalizadas tonico-clonicas solo al despertar

(ECGTO)

Estas cuatro constituyen las formas de EIG mas comunes. Se diferencian por la
edad de inicio, los tipos de crisis y el EEG. Se han descrito multiples loci potenciales de
susceptibilidad en diferentes cromosomas. Sin embargo hasta el momento son pocos los
genes identificados. En concreto se han descrito mutaciones a nivel de los genes
codificantes de subunidades del receptor de GABA A, del canal de calcio y otros

(EFHCI, SLC2A]1).
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Tabla 3. Genes implicados en las epilepsias idiopaticas generalizadas

TIPO DE EPILEPSIA

EIG mixta

(ECGTC, EMJ, EAL EAJ)

Epilepsia Mioclénica juvenil

Epilepsia Ausencias infancia

E ausencias-ataxia episddica

E ausencias de inicio precoz

LOCUS

2q22-q23

5q34-35

1p36.3

6pl12-pll

16p13.3

5q34-35

5931.1-33.2

5q11.2-12

19p13

1p35-p31.3

GEN

CACNB4

GABRAI

GABRD

EFHCI

CACNAIH

GABRAI

GABRG2

GABRB3

CACNAIA

SLC2A41

PROTEINA

Subunidad p-4

Canal calcio tipo T

Subunidad a-1
Receptor GABA A
Subunidad delta
Receptor GABA A

Mioclonina 1

Subunidad a-1
Canal calcio tipo T
Subunidad a-1
Receptor GABA A
Subunidad y-2
Receptor GABA A
Subunidad (3-3
Receptor GABA-A

Subunidad a-1

Canal calcio tipo T

Transportador de

Glucosa GLUT1
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1.2.3 Genética de las Epilepsias familiares

1.2.3.1 Epilepsia generalizada con crisis febriles plus (GEFS+)

La epilepsia generalizada con crisis febriles plus, conocida por las siglas GEFS+
en referencia al inglés, fue descrita por Scheffer y Berkovic en 1997 [Scheffer IE et al,
1997]. Se caracteriza por la presencia de crisis febriles y crisis afebriles de diferentes
tipos en individuos de una misma familia. Esta forma de epilepsia se inicia en la
infancia, generalmente en los primeros dos afios de vida, coincidiendo con la edad de
aparicion de las crisis febriles. Existe una gran heterogeneidad clinica intrafamiliar, es
decir que los individuos afectos de una misma familia presentan a menudo fenotipos
clinicos distintos. Los fenotipos méas comunes son las crisis febriles y las crisis febriles
plus. El fenotipo de crisis febriles plus se define como:

. presencia de crisis febriles que persisten mas alla de los 6 afios de edad o

. presencia de crisis febriles y crisis generalizadas tdnico-clonicas
afebriles en un mismo individuo.

Estos fenotipos (crisis febriles y crisis febriles plus) pueden asociarse a otros
tipos de crisis generalizadas (ausencias, crisis mioclonicas, crisis atonicas) y de crisis
focales (mayoritariamente crisis temporales). Dentro del espectro clinico existen
fenotipos mas severos como la epilepsia mioclono-astitica (EMA), la epilepsia
mioclonica severa de la infancia (EMSI) o la epilepsia intratable de la infancia con
crisis generalizadas tonico-clonicas. Ademas, en algunas familias con GEFS + se
observan fenotipos solapados con las formas de epilepsia idiopatica generalizada mas
comunes, lo que sugiere que existe un componente genético comun a todas ellas.

Esta forma de epilepsia presenta un modo de herencia autosomico dominante
con penetrancia incompleta. Existe una heterogeneidad genética. Hasta el momento se
han identificado cuatro genes implicados en este tipo de epilepsia que codifican las
subunidades beta 1, alfa 1 y alfa 2 del canal de sodio neuronal y la subunidad
gamma 2 del receptor de GABA A.

Tambien se han descrito familias en las que no se ha encontrado ligamiento a las
regiones cromosomicas descritas ni mutaciones en los genes conocidos hasta el
momento, lo que confirma la existencia de otros genes, ain por descubrir, implicados
en este tipo de epilepsia [Lerche H et al,2001] [Malacarne M et al,2002] [Bonanni P et
al,2004].
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1.2.3.1.1Canal de sodio

El canal de sodio neuronal es el mas importante en epilepsia.

1.2.3.1.1.1 Subunidad beta 1 del canal de sodio neuronal (SCN1B)

El estudio de una gran familia afecta de GEFS+ condujo a Wallace y col en 1998
a evidenciar ligamiento a la region cromosomica 19q13 e identificar una mutacion en el
gen codificante para la subunidad beta 1 del canal de sodio neuronal dependiente de
voltaje (SCNIB). Este fue el primer gen asociado a esta forma de epilepsia [ Wallace RH
et al, 1998] [Wallace RH et al, 2002]. Estudios posteriores han confirmado Ila
asociacion de este gen a la epilepsia generalizada con crisis febriles plus. Los estudios
funcionales de mutaciones encontradas en este gen han mostrado una pérdida de la
funciéon moduladora de la subunidad beta en la cinética del canal de sodio [Xu R et al,
2007].

1.2.3.1.1.2 Subunidad alfa 1 del canal de sodio neuronal (SCN1A)

En 1999, los grupos de Baulac y Moulard identificaron de forma independiente
el ligamiento al segundo locus (2q21-q33) en dos familias afectas de GEFS + [Baulac S
et al, 1999] [Moulard B et al, 1999]. El estudio molecular de estas familias permitid
hallar dos mutaciones diferentes en el gen codificante para la subunidad alfa 1 del canal
de sodio neuronal dependiente de voltaje (SCNIA) [Escayg A et al, 2000]. Otros autores
han confirmado posteriormente la asociacion de mutaciones en SCNIA con familias
afectas de GEFS+ [Wallace RH et al, 2001] [Escayg A et al, 2001] [Abou-Khalil B et al,
2001]. Este gen es en el que se han descrito un mayor nimero de mutaciones. En total
se conocen mas de cien mutaciones distintas asociadas a GEFS +, a la epilepsia
mioclonica severa de la infancia (SMEI) y a otras epilepsias intratables de la infancia.

La mayoria de las mutaciones corresponden a mutaciones puntuales de cambio
de sentido. Los estudios funcionales de estas mutaciones han mostrado una diversidad
de cambios fisioldgicos que conducen tanto a una pérdida como a una ganancia en la
funcion del canal. Se ha observado ademas que una misma mutaciéon puede ocasionar
de forma simultanea efectos opuestos de pérdida y ganancia. En general, los

mecanismos de pérdida de funcion predominan.
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Mecanismos y mutaciones que conducen a una ganancia en la funcion del canal:

= Aceleracion en la recuperacion del canal desde la fase de inactivacion, con
acortamiento del periodo refractario y un aumento en la disponibilidad del canal para
producir una nueva despolarizacion (mutacion R1648H) [Alekov A et al, 2000]

[Spampanato J et al, 2001].

= Fallo en la inactivacion del canal que conduce a la presencia de una corriente
de sodio persistente hacia el interior de la célula y a una despolarizacién prolongada de

la membrana neuronal (mutaciones T875M, W1204R, R1648H) [Lossin C et al, 2002].

= Cambio en el voltaje de activacion del canal hacia la hiperpolarizacion, lo
que aumenta la ventana de corriente o el margen del potencial de membrana durante el
cual los canales de sodio permanecen abiertos. Este cambio conduce a la presencia de
corrientes de despolarizacion en potenciales proximos al potencial de reposo de la

membrana neuronal (mutacion W1204R) [Spampanato J et al, 2003].

= Resistencia a la disminucion en la actividad del canal que se observa
normalmente frente a la estimulacion repetitiva en pulsos de elevada frecuencia

(mutacion D188V) [Cossette P et al, 2003].

Mecanismos y mutaciones que conducen a una pérdida en la funcion del canal:

. Aumento de la fase de inactivacion del canal (mutaciones R1648H y
T875M) [Alekov A et al, 2000 y 2001] [Spampanato J et al, 2001].

. Cambio en la curva de activacion del canal hacia la despolarizacion
(mutaciones [1656M, R1657C) [Lossin C et al, 2003].

. Pérdida completa en la funcion del canal (mutaciones VI1353L vy

A1685V) [Lossin C et al, 2003].
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En las condiciones de pérdida de funcion del canal, el mecanismo
fisiopatologico por el que se produce la hiperexcitabilidad neuronal y las crisis no es
bien conocido. Una hipotesis es que la disminucion de funcién en las neuronas
inhibitorias podria ser la causante de esta hiperexcitabilidad.

1.2.3.1.1.3 Subunidad alfa-2 del canal de sodio neuronal (SCN2A)

Aunque con mucha menos frecuencia, también se han descrito mutaciones en la
subunidad alfa 2 del canal de sodio neuronal (SCN2A4) asociadas al sindrome de GEFS
+ [Sugawara T et al, 2001]. Mutaciones en este mismo gen se han detectado en las
convulsiones neonatales-infantiles familiares benignas [Heron SE et al, 2002] [Berkovic

SF et al, 2004] [Herlenius E et al, 2007].

Los genes implicados en epilepsias familiares se resumen en la tabla 4.
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Tabla 4. Epilepsias familiares en las que se han localizado genes

TIPO DE EPILEPSIA

E Generalizada con CF +

(GEFS+)

CNFB

CNIFB

ENFAD

FMTLE + HA

ADLTE

LOCUS

2q24

2q24

19q13

5q34

20q13.3

8q24

2q24

20q13.2-q13.3

1g21

8p21

8q13

2q24

10q22-q24

GEN

SCNIA

SCN2A4

SCNIB

GABRG2

KCNQO2

KCNO3

SCN24

CHRNA4

CHRNB2

CHRNA2

CRH

SCNIA

LGII

PROTEINA

Subunidad a-1
Canal de sodio
Subunidad a-2
Canal de sodio
Subunidad -1
Canal de sodio
Subunidad y-2
Receptor GABA-A

Subunidad Q2
Canal de potasio
Subunidad Q3

Canal de potasio

Subunidad a-2

Canal de sodio

Subunidad a-4
Receptor nicotinico
Subunidad -2
Receptor nicotinico
Subunidad a-2
Receptor nicotinico
Hormona liberadora

de corticotrofina

Subunidad o-1

Canal de sodio

Leucine-rich Glioma

Inactivated gene 1

REF. BIBLIOGRAFICA

Escayg A et al, 2000

Sugawara T et al, 2001

Wallace RH et al, 1998

Baulac S et al, 2001

Singh NA et al, 1998

Charlier C et al, 1998

Heron SE et al, 2002

Berkovic SF et al, 2004

Steinlein OK et al, 1995

De Fusco M et al, 2000

Aridon P et al, 2006

Combi R et al, 2005

Colosimo E et al, 2007

Kalachikov S et al, 2002
Michelucci R et al,2003

CNFB: Convulsiones Neonatales Familiares Benignas, CNIFB: Convulsiones neonatales-infantiles familiares
benignas, ENFAD: Epilepsia Nocturna Frontal Autosémico Dominante, FMTLE + HA: Epilepsia familiar temporal
mesial con esclerosis hipocampo, ADLTE: Epilepsia temporal lateral autosémico dominante o epilepsia parcial
autosomico dominante con sintomas auditivos (ADPEAF)
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1.2.4 Genética de las malformaciones corticales

El grupo de epilepsias debidas a malformaciones del desarrollo cortical es
amplio, heterogéneo y complejo. Los avances en el conocimiento de los genes
implicados son cada vez mayores. Por ello, he decidido incluir en este apartado
unicamente los aspectos genéticos de la heterotopia nodular periventricular, incluida
dentro de las anomalias de la migracion neuronal y presente en una de las familias
descritas en esta tesis.

1.2.4.1 Heterotopia nodular periventricular

La Heterotopia nodular periventricular (HNP) es un trastorno de la migracion
neuronal caracterizado por la presencia de neuronas (morfolégicamente normales) que
migran de forma incorrecta hacia la corteza cerebral, formado nédulos o acimulos a lo
largo de las paredes de los ventriculos laterales. La epilepsia, que constituye la
manifestacion clinica mas importante, se presenta en alrededor de un 90% de los
pacientes. Su inicio es entre los primeros meses de vida y la edad adulta. El tipo de
crisis y el curso clinico son variables. Otros rasgos clinicos que pueden observarse
asociados a la HNP son una disfuncion intelectual, accidentes cerebrovasculares en
pacientes jovenes, disminucion del tamafo del cuerpo calloso, megacisterna magna vs
hipoplasia cerebelosa, trastornos cardiovasculares (ductus arterioso persistente,
valvulopatia), hematologicos (coagulopatia, disfuncion plaquetaria) o anomalias de las
extremidades (acortamiento digital, clinodactilia, sindactilia) [Fox JW et al, 1998].

La HNP es un desorden genéticamente heterogéneo. Existe una forma clasica de
herencia dominante ligada al cromosoma X, una herencia autosdmico recesiva asociada
a microcefalia, retraso psicomotor severo y mutaciones en el gen ARFGEF2 (ADP-
Ribosylation Factor Guanine Nucleotide Exchange Factor 2) en la regiéon cromosomica
20q13 [Sheen VL et al, 2003] [Sheen VL et al, 2004] y formas asociadas a anomalias
cromosomicas en las regiones 1p36, Spl5 y 7qll sin que se conozcan los genes
implicados [Sheen VL et al, 2003] [Leeflang EP et al, 2003].

En la forma ligada al cromosoma X las mujeres heterocigotas resultan afectas y
transmiten la enfermedad al 50% de sus hijas, mientras que los varones portadores de la
mutacion son inviables y fallecen durante el periodo prenatal o de forma inmediata tras
el parto. Los estudios moleculares han mostrado ligamiento a la regiéon cromosdmica

Xq28 [Walsh CA y col, 1995] y han permitido identificar mutaciones en el gen
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codificante para la filamina A (FLNA) [Fox JW et al, 1998]. Hasta el momento este es
el Gnico gen asociado a la forma pura de HNP. Se han descrito alrededor de cien
mutaciones en este gen; la mayoria de ellas corresponden a mutaciones de tipo
“nonsense” (sin sentido) o “frameshift” (error en la pauta de lectura del gen) que
producen la ruptura precoz de la proteina y consecuentemente su pérdida de funcion.
Aproximadamente un 50% de las mutaciones son heredadas de la madre y un 50%
corresponden a mutaciones de novo. La mayoria (>90%) de las familias presentan
mutaciones en FLNA mientras que solamente el 20% de los casos esporadicos muestran
mutaciones en este gen.

Aunque la gran mayoria de los pacientes con HNP son mujeres, se han descrito
individuos del sexo masculino con HNP y mutaciones en FLNA [Sheen VL et al, 2001].
La HNP debida a mutaciones en FLNA en varones resulta de diferentes mecanismos
genéticos incluyendo mutaciones puntuales poco severas y mutaciones en mosaico
[Guerrini R et al, 2004].

La filamina es una proteina de union a la actina. Su estructura homodimérica es
similar a la de una inmunoglobulina (Figura 1). Cada subunidad estd formada por:

* un dominio de uniéon a la actina F o ABD (“actin binding domain”) de
homologia con la calponina en el extremo N-terminal de la proteina

* un dominio de dimerizaciéon (autouniéon) y de unién a glicoproteinas de
membrana en el extremo C-terminal de la proteina

* una regién intermedia formada por 24 repeticiones de 96 aminoacidos en
estructura beta plegada

La filamina actua facilitando el entrecruzamiento de los filamentos de actina en
redes ortogonales. Su funcidn principal es la reorganizacion del citoesqueleto de actina,
esencial en el control de la forma y motilidad celular. Ademas interacciona con
numerosas proteinas (mas de 20 hasta la fecha) incluyendo glicoproteinas de membrana
que juegan un papel importante en el anclaje del citoesqueleto y en la transduccion de
sefales al interior de la célula. La mayoria de estas interacciones suceden en el extremo

C-terminal de la proteina.
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N-ternimal Dominio de union a la actina

Region bisagra 1(H1)

Region bisagra 2 (H2)

C-terminal Dominio de dimerizacion

Figura 1. Esquema de la estructura de la filamina

Las mutaciones en FLNA no solo resultan en la heterotopia nodular
periventricular. Recientemente mutaciones en este mismo gen se han asociado a cuatro
sindromes malformativos congénitos: Displasia frontometafisaria, Sindromes
otopalatodigitales tipo 1 y 2 (OPD 1 y OPD 2) y Sindrome de Melnick-Needles. Estos
sindromes constituyen displasias esqueléticas asociadas a un conjunto heterogéneo y
variable de malformaciones a nivel craneofacial, cardiaco, genitourinario e intestinal.
Se trata de condiciones alélicas con rasgos clinicos comunes y fenotipos superponibles
[Robertson SP et al, 2003]. Ninguno de estos sindromes presenta heterotopia nodular
periventricular. Una hipdtesis es que estos fenotipos son resultado de mutaciones que
inducirian una ganancia funcional de la proteina a diferencia de las mutaciones

detectadas en la HNP que ocasionan una pérdida de funcion.

Esto confirma que la filamina interacciona con multiples proteinas y que estéd

implicada no solamente en la formacion del tejido nervioso sino en el desarrollo de

multiples tejidos.
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1.2.5 Genética de las epilepsias asociadas a enfermedades mitocondriales

Las mitocondrias son las principales organelas productoras de energia en la
célula eucariota. Esto es debido a la formacion de ATP (adenosin trifosfato, molécula
de intercambio energético) que se produce durante la fosforilacion oxidativa que tiene
lugar en la cadena respiratoria mitocondrial. Los trastornos mitocondriales constituyen
las enfermedades metabdlicas mas frecuentes.

1.2.5.1 Caracteristicas clinicas de las enfermedades mitocondriales

Los desordenes mitocondriales constituyen un amplio grupo de enfermedades
multisistémicas con una expresion clinica enormemente compleja y heterogénea. Los
organos de mayor consumo energético (sistema nervioso central, corazon, rifion, 0jos y
oido...) son los mas afectados.

Hasta el momento se han descrito numerosos sindromes mitocondriales
especificos aunque en la practica clinica muchos pacientes se presentan con fenotipos
atipicos o no acordes con un sindrome bien definido. Es muy frecuente el solapamiento
entre fenotipos.

La gran variabilidad clinica, tan caracteristica de los trastornos mitocondriales,
depende de tres caracteristicas propias y muy particulares de la genética mitocondrial:

= El efecto umbral de la mutacion; es decir, la cantidad de ADN mitocondrial
mutado a partir del cual se expresa la disfuncion mitocondrial y los sintomas de
enfermedad. Esto hace que los individuos portadores de la mutacidon requieran un
minimo numero de copias defectuosas para expresar la enfermedad, mientras que
individuos portadores que no alcancen el nivel critico no manifestaran sintomas.

» La heteroplasmia; es decir, la coexistencia de moléculas de ADN normal con
moléculas de ADN mitocondrial portadoras de una mutacion en una misma célula e
incluso en una misma mitocondria. El grado de heteroplasmia (porcentaje relativo de
ADN mitocondrial mutado con respecto al normal) en los diferentes individuos y en los
diferentes oOrganos y tejidos, condiciona la variabilidad en la expresion clinica y
severidad de la enfermedad mitocondrial.

= Lasegregacion mitotica durante los procesos de division celular, que hace que
la proporcion de moléculas de ADN mitocondrial mutadas varien de las células madres

a las células hijas, originando cambios en el fenotipo. Esto se traduce en modificaciones
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del fenotipo y de la expresion clinica de la enfermedad a lo largo del crecimiento y de la
vida del individuo.

1.2.5.2 Modo de herencia de los trastornos mitocondriales

El ADN mitocondrial consiste en una molécula de ADN circular de doble
cadena que contiene 37 genes: 22 genes codificantes para ARN de transferencia
(ARNt), 2 genes codificantes para ARN ribosémico (ARNr) y 13 genes codificantes
para subunidades de la cadena respiratoria. El resto de genes codificantes para
subunidades de la cadena respiratoria y otros genes esenciales en el control de la
funcion mitocondrial se encuentran en el ADN nuclear o gendmico. De esta forma, las
enfermedades mitocondriales pueden proceder de defectos en genes nucleares y de
defectos en genes mitocondriales, mostrando patrones de herencia distintos.

En el caso de mutaciones del ADN mitocondrial se observa un patron de
herencia materna en el que la madre portadora de la mutacion transmitiréd el defecto a
todos sus hijos, tanto varones como hembras (ya que todas las mitocondrias son
heredadas de la madre) y sélo las hijas podran a su vez transmitir la mutacion a su
descendencia.

En el caso de mutaciones del ADN nuclear, el patrén de herencia es
mendeliano autosémico dominante, autosémico recesivo o ligado al sexo.

Se han identificado numerosas mutaciones del ADN mitocondrial asociadas a
sindromes clinicos especificos. Estas mutaciones son de 3 tipos:

. Deleciones en la mayoria de los casos esporadicas (pej. en el sindrome
de Kearns-Sayre o en la oftalmoplejia externa cronica progresiva)

. Mutaciones puntuales en genes implicados en la sintesis proteica (pej.
mutaciones en los ARN de transferencia de leucina y lisina en los sindromes de
MELAS y MERRF)

. Mutaciones puntuales en genes codificantes para subunidades de la
cadena respiratoria (pej. mutacion en el gen codificante de la ATPasa en el sindrome de
NARP cuyas siglas hacen referencia a la combinacidon de neuropatia, ataxia y retinitis
pigmentosa caracteristicas del sindrome).

En cuanto al ADN gendémico son cada vez més numerosas las mutaciones

descritas en genes nucleares asociadas a desérdenes mitocondriales.
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La genética de las enfermedades mitocondriales constituye en la actualidad un
campo de investigacion en pleno desarrollo y de enorme interés cientifico.

1.2.5.3 Epilepsia asociada a trastornos mitocondriales

El sistema nervioso central es uno de los 6rganos mas frecuentemente afectados
en los trastornos mitocondriales y las crisis epilépticas constituyen uno de los sintomas
mas comunes. La expresion clinica de esta epilepsia es muy variable: se han descrito
formas de epilepsia focal (desde un estatus parcial motor y/o epilepsia parcial continua
a epilepsias multifocales), formas de epilepsia generalizada, epilepsias mioclonicas
progresivas y encefalopatias epilépticas, que se presentan de forma esporadica o
familiar, asociadas a mutaciones del ADN mitocondrial o del ADN nuclear.

Sin embargo y a pesar de que la epilepsia es una manifestacion clinica muy
comun en este grupo de enfermedades, son pocos los sindromes epilépticos familiares
mitocondriales reconocidos y escasos los articulos enfocados a definir los fenotipos de
epilepsia asociados a este grupo de enfermedades [Canafoglia L y col, 2001] [Lee YM y
col, 2008].

Dos son los sindromes mitocondriales reconocidos clasicamente asociados a
epilepsia: el sindrome de MELAS (acronimo en referencia al inglés de Mitochondrial
Encephalopathy with Lactic Acidosis and Stroke like episodes) y el sindrome de
MERRF (acréonimo en referencia al inglés de Myoclonus Epilepsy withRagged-Red
Fibers). Aunque la relacion de ambos sindromes con la epilepsia es largamente
conocida, en la actualidad se ha observado que la mayoria de los pacientes con epilepsia
y una alteraciéon mitocondrial se corresponden con sindromes mitocondriales no tipicos
[Canafoglia L y col, 2001].

1.2.5.3.1 Encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y accidentes
cerebrovasculares (MELAS)

El sindrome de MELAS se caracteriza clinicamente por la combinacion de
accidentes cerebrovasculares (generalmente localizados en regiones corticales parieto-
occipitales que exceden los territorios vasculares habituales), cefaleas de tipo migrana,
acidosis lactica y crisis epilépticas.

El tipo de crisis mas frecuentemente descrito son las crisis focales con sintomas
motores, que pueden aparecer de forma aislada o repetitiva dando lugar a un estatus

parcial motor y/o una epilepsia parcial continua. El electroencefalograma muestra
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descargas focales y multifocales. Puede existir fotosensibilidad. De hecho, la presencia
de respuesta fotoparoxistica junto con crisis parciales motoras es un hallazgo inhabitual
por lo que algunos autores han sugerido que éste podria ser un rasgo marcador de
encefalopatias mitocondriales [Canafoglia L y col, 2001].

Aproximadamente un 80% de los casos de MELAS se asocian a una mutacion
puntual de cambio de nucleotido (3243 A—G) en el gen MTTLI (gen codificante para
el ARNt de leucina) [Kobayashi Y y col, 1991] [Goto Y y col, 1992]. El resto de casos se
asocian a diferentes mutaciones en el mismo gen, en genes codificantes para otros ARN
de transferencia y en genes codificantes para subunidades del complejo I de la cadena
respiratoria mitocondrial.

1.2.5.3.2 Epilepsia mioclonica con fibras musculares rojo rasgadas
(MERRF)

El sindrome de MERREF se caracteriza por la presencia de mioclonus, epilepsia,
ataxia cerebelosa y miopatia con fibras rojo rasgadas. Otros signos/sintomas pueden
aparecer, como son: neuropatia, sordera, atrofia Optica, oftalmoplejia o lipomas
cutaneos. La evolucion es hacia un deterioro neuroldgico progresivo. Clasicamente este
sindrome ha sido incluido en el grupo de las epilepsias mioclonicas progresivas.

La epilepsia es una epilepsia miocldnica caracterizada por la aparicion de crisis
mioclonicas y/o crisis tonico-clonicas generalizadas asociadas a mioclonus multifocal.
El electroencefalograma por lo general muestra descargas generalizadas de polipunta-
onda. Puede existir fotosensibilidad.

El sindrome de MERRF es al igual que el sindrome de MELAS
genéticamente heterogéneo. Se han descrito mutaciones en diferentes genes, el
mayoritario de ellos es el gen MTTK (gen codificante para el ARNt de lisina). El 80%
de los casos asocian mutaciones puntuales de cambio de nucle6tido (A por G) en la
posicion 8344 de este gen. [Shoffner JM y col, 1990] [Yoneda M y col, 1990)].

Ademas se han descrito mutaciones en genes codificantes para otros ARN de
transferencia y para la subunidad 5 del complejo I (NADH deshidrogenasa) de la
cadena respiratoria mitocondrial.

Existen pacientes con encefalopatias mitocondriales que presentan un fenotipo
solapado entre el MELAS y el MERREF. En la Tabla S se resumen los genes asociados a

epilepsias mitocondriales.
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Introduccion

Tabla 5. Genes asociados a epilepsias mitocondriales

Gen

MTTLI

MTTK

MITTH

MTTQ
MTTSI
MTTS?2
MTTF

MTNDI
MTND5

MTND6

Proteina

ARNTt leucina

ARNt lisina

ARNt histidina

ARNTt glutamina
ARNTt serina 1
ARNL serina 2
ARNL fenilalanina

Subunidad ND1 complejo I
Subunidad ND5 complejo I

Subunidad ND6 complejol

Fenotipo

MELAS (3243A-G)
MERRF
MERRF/MELAS
MERRF (8344A-G)
MELAS
MERRF/MELAS
MERRF/MELAS

MELAS
MERRF/MELAS
MERRF/MELAS
MELAS

MERRF
Epilepsia severa
MELAS

MERRF
MERRF/MELAS
MELAS
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Objetivos

Identificar familias con multiples miembros afectos de epilepsia

Analizar el patron de herencia en cada familia a través del analisis de
segregacion

Analizar los fenotipos epilepticos mediante la caracterizacion clinica de cada
individuo afecto con el fin de clasificar el tipo de epilepsia, reconocer y definir
nuevos sindromes epilépticos

Descubrir nuevas mutaciones y genes implicados en epilepsias familiares
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Material y Métodos

3.1 ESTUDIO GENETICO CLINICO
3.1.1 Seleccion de familias

Un total de 52 familias con epilepsias generalizadas y 20 familias con epilepsias
focales fueron reclutadas en el laboratorio entre los afios 1996 y 2004. De todas ellas 3
han sido las familias seleccionadas e incluidas en esta tesis. Las familias seleccionadas
aparecen identificadas como AAE, EIG-24 y ED-HP.

El ambito de reclutamiento fue la unidad de epilepsia de la Fundacion Jiménez
Diaz en colaboracion con distintos centros hospitalarios de la geografia espafiola.

Los criterios de inclusion para el estudio fueron los siguientes:

1. Familias con al menos dos relativos de primer grado afectos de epilepsia, de una
misma o distinta generacion.

2. Disposicion a participar en el estudio y aceptacion mediante un consentimiento
informado.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Fundaciéon Jiménez Diaz.

3.1.2 Historia familiar y construccion del arbol genealégico

A través de una entrevista a los familiares se identificaron los individuos afectos
y sanos. Los individuos considerados sanos fueron evaluados mediante un cuestionario
de despistaje de crisis epilépticas con el fin de detectar portadores asintomaticos. Otros
datos obtenidos en la historia familiar fueron el origen de la familia, nombre, apellidos
y fecha de nacimiento de los individuos que la componen, la presencia de uniones
consanguineas, abortos y concurrencia de otras enfermedades.

La historia familiar fue esencial para la construccion del arbol genealdgico o
pedigree. El pedigree constituye una representacion grafica de la transmision de un
determinado rasgo genético o enfermedad. La construccion del pedigree requiere la
utilizacion de un conjunto de simbolos estandarizados [Davenport y col, 1911] [Carr-
Saunders y col, 1912-1913]. Los varones se representan con un cuadrado y las mujeres
con un circulo. El individuo afecto a partir del cual se inici6 el estudio de la familia o
probando se identifica con una flecha. En la figura 2 se muestran algunos de los

simbolos mas comunmente utilizados en el disefio de pedigrees.
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Varén y mujer sanos
Varén y mujer afectos

Fallecidos

'

Y

casados

Unidn consanguinea

Sexo desconocido

Probando

4

Aborto

Figura 2. Simbolos cominmente utilizados en el disefio del pedigree

Los nimeros romanos se utilizan para identificar las sucesivas generaciones, que
se numeran desde la mdas antigua a la mas reciente y los numeros arabigos para
identificar a los individuos pertenecientes a cada generacion comenzando desde la
izquierda. La linea de herencia paterna se sittia a la izquierda y la linea materna a la
derecha. Los descendientes de cada pareja de progenitores se representan de izquierda a

derecha seglin su orden de nacimiento. Figura 3

I [HO
1] 2
11 [HO [0
1|2 30| 4

I ;) L]
2 3 4

Figura 3. Esquema basico de construccion de un pedigree

5

El andlisis del pedigree es una herramienta esencial en los estudios genéticos ya
que permite definir el patron de herencia de un rasgo o enfermedad. Ademas constituye
la base para el anélisis de ligamiento en el mapeo de genes y para estimar el riesgo de

recurrencia de la enfermedad de cara al consejo genético.
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Los diferentes patrones de herencia que pueden inferirse a partir del andlisis del

pedigree siguiendo los principios de Mendel son:

Herencia autosomico dominante: El riesgo de recurrencia en la descendencia es
del 50% independientemente del sexo. Los individuos afectos son por lo general
heterocigotos para el gen mutado. Los trastornos autosdémico dominantes se
caracterizan en general por una penetrancia reducida y una expresividad
variable.

Herencia autosdmico recesiva: El riesgo de recurrencia en la descendencia es del
25%. El individuo afecto es homocigoto para el gen mutado. La consanguinidad
familiar es frecuente. A diferencia de los trastornos autosoémico dominantes, las
enfermedades autosémico recesivas presentan una menor variabilidad en la
expresividad clinica y una mayor penetrancia.

Herencia recesiva ligada al cromosoma X: En este modo de herencia los
individuos afectos son del sexo masculino. No hay transmision directa entre
individuos varones. Las mujeres portadoras transmiten el gen mutado al 50% de
sus hijos varones que resultaran afectos y al 50% de sus hijas que seran
portadoras de la enfermedad.

Herencia dominante ligada al cromosoma X: Este tipo de herencia es mas dificil
de identificar, ya que pueden existir individuos afectos de los dos sexos, de
forma similar a lo que ocurre en un patrén de herencia autosémico dominante.
En general los varones manifiestan de forma grave la enfermedad mientras que
las mujeres presentan una severidad variable del cuadro clinico. En ocasiones la
herencia dominante ligada al X se asocia a una letalidad en los varones, dando
lugar a pedigrees en los que solo las mujeres predominan en nimero y son
afectas mientras que existe un incremento de abortos masculinos. Ejemplos de
este tipo de herencia son la incontinencia pigmenti, los sindromes

otopalatodigitales y la heterotopia nodular periventricular.

3.1.3 Fenotipaje clinico de los individuos afectos

Se obtuvo una historia clinica mediante entrevista personal y revision de las

historias e informes médicos de cada individuo afecto. Se realiz6 un examen fisico y

neurologico completo a cada uno de los pacientes y se revisaron los estudios

complementarios disponibles con el fin de caracterizar el fenotipo.
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El estudio del fenotipo en cada paciente consistié en la caracterizacion de su
epilepsia en base a la edad de inicio de las crisis, el tipo de crisis, los factores
desencadenantes, los signos y sintomas asociados, el examen neurologico, los hallazgos
del electroencefalograma, los resultados de la neuroimagen, la evolucion clinica de la
epilepsia y su respuesta al tratamiento. El tipo de epilepsia y sindrome epiléptico fue
establecido en cada individuo afecto seglin los criterios definidos por la clasificacion de
crisis epilépticas y de epilepsias y sindromes epilépticos aprobados por la Liga
Internacional contra la Epilepsia [ Commission on Classification and Terminology of the
International League Against Epilepsy, 1981 y 1989].

3.1.4 Estudio cardiolégico de la familia EIG-24

La presencia de muerte subita en tres individuos de esta familia, afecta de una
epilepsia generalizada con crisis febriles plus (GEFS+) y una mutacion en la subunidad
alfa-1 del canal de sodio cerebral (SCNi4), llevd a la realizacion de un estudio
cardiologico completo con el fin de detectar arritmias cardiacas malignas responsables
de la muerte stbita.

Se estudiaron cuatro individuos afectos de epilepsia y portadores de la mutacion
(II-3, I-11, II-14 y III-17) y tres controles sanos (III-7, III-12 y III-16) de la misma
unidad familiar.

La evaluacion cardioldgica incluyo:

= Historia clinica cardiologica

= Electrocardiograma de 12 derivaciones

= Holter de 12 derivaciones (dos estudios de 24h)

» Ecocardiograma transtoracico

= Ergometria o test de esfuerzo (encaminada a detectar arritmias inducibles
por el ejercicio)

»= Test de flecainida. Se basa en la administracion de flecainida por via
intravenosa a una dosis protocolizada y universalmente aceptada de 2
mg/kg en 5’ hasta un maximo de 150 mg. Este test se utiliza para el
despistaje del sindrome de Brugada

= Test de isoproterenol. Se basa en la infusion intravenosa de isoprenalina
a una dosis protocolizada y universalmente aceptada de 1pg/kg/min con

aumento gradual de 1pug/min cada 5’ hasta conseguir un aumento del
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25% de la frecuencia cardiaca o la aparicion de las alteraciones
electrocardiograficas buscadas. Este test se utiliza para el despistaje del
sindrome de QT largo.

El estudio cardiolégico fue realizado en la Unidad de Arritmias del Hospital
Clinico San Carlos de Madrid bajo la supervision de los Dres. Pérez Castellano y Pérez
Villacastin.

3.2 ESTUDIO GENETICO MOLECULAR
3.2.1 Recogida de muestras

Se extrajeron entre 15 y 20 ml de sangre venosa en tubos EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) de cada familiar afecto y sano que aceptd colaborar en el
estudio. La participacion fue autorizada por los propios pacientes o sus tutores legales
(en caso de menores de edad o incapacitados para firmar). La sangre fue almacenada en
tubos de plastico y congelada en las 24-48 h posteriores a la extraccion a —80°C hasta el
momento de la extraccion del ADN.

3.2.2 Extraccion del ADN

El ADN gendmico fue extraido a partir de linfocitos de sangre periférica segun se
describe en el manual de Sambrook y Rusell (2001). La extraccion se realizd
manualmente, siguiendo el protocolo que se describe a continuacion.

Meétodo de extraccion manual del ADN:

1. Se parte de 10 ml de sangre con anticoagulante EDTA
2. Se anaden 10 ml de tampon de lisis 2x (Applied Biosystems, Foster City,
Canada) precalentado a 37° C
3. Se anaden 300 pl de proteinasa K (Roche Diagnostics Corporation,
Indianapolis, IN, USA) a una concentracion de 10 mg/ml
4. Se mezcla e incuba durante 12 horas (una noche completa) a 50° C en un
bafo de agua caliente con agitacion constante.
5. Se separa el ADN con fenol:
a. Se afade 1/2 volumen (10 ml) de fenol
b. Se centrifuga durante 10’ a 2500 rpm

c. Serecupera el sobrenadante
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Se deben repetir estos pasos entre 2 y 3 veces. En caso de no lograr una
buena separacion de fases se puede repetir el proceso usando una mezcla de

fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1).

6. Se recoge el sobrenadante y se afiade 1/2 volumen de acetato amoénico SM y
2 volumenes de Isopropanol previamente enfriado a —20° C. Se mezcla
invirtiendo el tubo varias veces hasta que el ADN precipita formando un
ovillo.

7. Se recoge el ovillo de ADN y se lava con etanol al 70%. Se centrifuga a

3000 rpm 30

8. Se dejan evaporar los restos de etanol al aire.

9. Seresuspende el ADN en Iml Tris-EDTA

La concentracion y pureza del ADN se calcul6 midiendo la absorbancia de luz a
longitudes de onda (A) 260, 280 y 320 nm mediante espectrofotometro GeneQuant pro
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Suecia). Tras medir la concentracion del ADN se
obtuvieron alicuotas a una concentracion de 20ug/ml para realizar posteriormente las
amplificaciones mediante PCR.

El ADN de todos los individuos estudiados se obtuvo segin este protocolo a
excepcion del individuo 11-10 de la familia AAE (fallecido en el momento del estudio)
en el que se extrajo a partir de una muestra de tejido cerebral embebido en parafina. El
ADN en este paciente se extrajo a partir de cortes de tejido cerebral de 5 umy 25 pg de
peso maximo. Los cortes se sometieron a dos lavados con 1.2 ml de xileno seguido de
1.2 ml de etanol absoluto. Posteriormente se emple6 un kit especial de extraccion de
ADN de parafina (DNeasy Tissue Kit de Quiagen, Heldin, Alemania).

3.2.3 Amplificacion del ADN mediante PCR
La amplificacion de los fragmentos de ADN a estudio se realiz6 mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en plato multipocillo.
Meétodo de amplificacion del ADN por PCR
1. Se prepara la mezcla de reaccion de la PCR con el siguiente contenido:
10 x Tampon PCR 1 pl x n® muestras
dNTPs 2mM I gl x n® muestras
MgCI2 25mM 0,6 uI x n° muestras
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Primer-F 20uM) 0,2 gl x n® muestras
Primer-R (20uM) 0,2 gl x n® muestras
Tag-polimerasa 0,06 pl x n° muestras
Agua estéril hasta 8 pl x n°® muestras
2. Se deposita en cada pocillo 1,5 pl de ADN gendémico a 20pg/ml.
3. Se anade 10 pl de la mezcla de reaccion a cada pocillo.
4. Se agita suavemente el plato de pocillos con el fin de mezclar bien el ADN

con la mezcla de reaccion.

5. Se afiaden 10 pl de aceite mineral en cada pocillo para evitar la evaporacion

de las muestras.

6. Se procesan las muestras en el termociclador mediante una desnaturalizacion
inicial de 2 minutos y 35 ciclos de amplificacion. Los 35 ciclos finalizan con una
fase de extension final de 6 minutos a 74°C.

Las condiciones estandar de la PCR fueron las siguientes:

1.94°C 2

2. 35 ciclos sucesivos de:
a. 94°C 30”
b. 60°C 1’
c. 74°C 30>

3. 74°C6°

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron purificados mediante
electroforesis en gel de agarosa y extraidos mediante el Qiaquick Gel Extraction Kit
(Quiagen Inc, Valencia, California, USA).

3.2.4 Secuenciacion del ADN

La secuenciacion directa de los fragmentos de ADN amplificados se llevo a
cabo mediante la utilizacidon de un kit de secuenciacion con Taq FS DNA polimerasa, el
Dye-Terminator cycle-sequencing kit (Perkin-Elmer, Warrington, UK). La lectura de
los fragmentos se realizd en un secuenciador automatico ABI PRISM-377 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Los resultados fueron analizados mediante un

programa informatico ABI analysis software (version 3.1).
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Los cebarodes implicados en la secuenciacion del gen SCN/A4 (familia EIG 24) y
de los exones 2 al 5 del gen FLNA (familia ED-HP) fueron los siguientes:

Cebadores empleados en la secuenciacién del gen SCN14

Cebador directo (s1A26F) Cebador inverso (s1A26R)

5'GCAACAGCATGATCTGCCTA-3" 5'AGCTTCCAGGGTTAACTTTATT-3"

Cebadores empleados en la secuenciacién de los exones 2 al 5 del gen FLNA

Cebador directo Cebador indirecto
Exon 2 5’TCTCGCTGGGAAATTTACG3’ 5’CCTTCCTGCGTGCCTCAG3’
Exon 3-5 5’CATCTTCTCACCGGTGCGAC3’ 5’AATCTACCCTGTGACAGAATAC3’

3.2.5 Analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion

(RFLP)

El acrénimo RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) hace
referencia al estudio de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion.
Esta técnica se basa en la existencia en el ADN de secuencias especificas de nucledtidos
que son reconocidas y cortadas por un enzima o endonucleasa de restriccion. Esta
técnica se utiliza en el screening de mutaciones. En ocasiones el sitio de restriccion del
enzima esta localizado a nivel del gen transmisor de la enfermedad y de la secuencia
mutada. Esto permite a través del analisis de polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion en una familia identificar y diferenciar los individuos

portadores de los no portadores de la mutacion.

La técnica RFLP consiste en:
1. Extraccion y purificacion del ADN del individuo/s que se desea/n analizar
2. Amplificacion del segmento de ADN que nos interesa estudiar mediante PCR
empleando los cebadores especificos
3. Tratamiento mediante las enzimas de restriccion que cortan el ADN obteniendo
fragmentos de distinta longitud
4. Separacion de los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa

obteniendo un patroén de bandas caracteristico de cada individuo
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5. Tincién mediante bromuro de etidio

En la familia AAE se utilizo el enzima de restriccion Csp451 (Promega). Este
enzima tiene su sitio de corte justo a nivel de la secuencia donde se localizd la
variacion. La secuencia reconocida por el enzima es la siguiente:
TTXCGAA
AAGCXTT
donde las X marcan los sitios exactos de corte y A marca la posicién de la variacion

encontrada.
Cebadores empleados en el analisis RFLP de la familia AAE
Cebador directo (AAE-RFLP-F) Cebador inverso (AAE-RFLP-R)

5’AGTTAACAGCTAAGCACCCTAATCA3’ 5’AAATCTAAAGACAGGGGTTAGGC3’

3.2.6 Analisis de polimorfismos en la conformacion de cadenas sencillas del ADN
(SSCP)

La SSCP (single-strand conformation polymorphism) o analisis de
polimorfismos en la conformacién de cadenas sencillas del ADN se emplea en la
deteccion de polimorfismos y mutaciones. Se basa en la diferente movilidad
electroforética de las cadenas sencillas del ADN dependiendo de su estructura
tridimensional lo que a su vez depende de su secuencia de nucledtidos. Las mutaciones
inducen un cambio en la estructura tridimensional y en la movilidad electroforética de
la cadena de ADN permitiendo de esta forma distinguir los individuos sanos de los
portadores de una mutacion.

La técnica SSCP consiste en:
1. Extraccién y purificacion del ADN del individuo/s que se desea/n analizar
2. Amplificacion de la secuencia a estudio mediante PCR utilizando cebadores
especificos
3. Desnaturalizacion del ADN obteniendo cadenas simples
4. Renaturalizacidn para favorecer apareamientos intracatenarios
5. Electroforesis en gel de poliacrilamida obteniendo un patrén de bandas
caracteristico de cada individuo (kit GeneGel Excel 12.5/24, Amersham Pharmacia

Biotech, AB, Suecia)
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6. Tincion de bandas mediante nitrato de plata (kit PlusOne DNA Silver Staining,

Amersham Pharmacia Biotech, AB, Suecia).

3.2.7 Analisis de microsatélites

Los microsatélites son polimorfismos del ADN basados en secuencias
nucledtidicas de repeticion distribuidas a lo largo de todo el genoma. Son
identificados por las siglas SSR (Short Sequence Repeat) o STR (Short Tandem
Repeat) en referencia al inglés. Consisten en secuencias cortas de 2 a 6 nucleotidos
repetidas en tandem en un numero variable. La gran variabilidad en el niimero de
repeticiones da lugar a multiples alelos. Estos polimorfismos son de gran utilidad en
la localizacion cromosdémica de genes asociados a enfermedades. Son muy

abundantes y muy variables entre la poblacion y por lo tanto muy informativos.
El andlisis de microsatélites requiere:

1. Amplificacion de los marcadores microsatélite mediante PCR con cebadores
especificos.

2. Separacion de los fragmentos obtenidos en base a la longitud en pares de bases
mediante electroforesis en gel de agarosa o gel de poliacrilamida

3. Visualizacion de los microsatélites mediante tincion con bromuro de etidio
utilizando luz ultravioleta (geles de agarosa) o tincion con nitrato de plata (geles
poliacrilamida). Posteriormente estos geles se secaron y fueron expuestos a
peliculas X-OMAT UV (Kodak, Illinois, USA) durante 1-14 horas.

El analisis de haplotipos se realizo6 utilizando el programa Cyrillic (version 2.02)

3.2.8 Analisis de ligamiento

El ligamiento consiste en la transmision conjunta de dos loci que se situan
proximos en el cromosoma. El grado de ligamiento viene determinado por la
probabilidad de recombinacion entre los loci lo que se conoce como frecuencia de
recombinacion (0). Esta frecuencia de recombinacion es de O para loci muy
proximos y de 0,5 para loci muy alejados. Se considera que existe ligamiento
genético cuando la B es menor de 0,5. El objetivo del analisis de ligamiento es

identificar los marcadores genéticos que segregan con una enfermedad de forma
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estadisticamente significativa, lo que permite localizar por proximidad a los genes

implicados en dicha enfermedad.

Para el analisis de ligamiento se utilizaron de forma estandar 386 marcadores de
tipo microsatélite dispersos por todo el ADN gendmico y separados entre si una
distancia media de 10 cM. Estos marcadores se obtuvieron a partir del set del centro
de cooperacion de ligamiento humano (Cooperative Human Linkage Center, CHLC
human screening set/Weber version 8,8A). En algunos casos se requirieron
marcadores adicionales para aumentar la resolucion de algunas regiones

cromosomicas.

La medida estadistica de ligamiento es la puntuacion LOD. La puntuacion LOD
es el logaritmo de la probabilidad a favor de ligamiento de dos loci comparado con
su transmision independiente. Una puntuacion LOD >3 representa una probabilidad
teorica de 1000 a 1 y se acepta generalmente como prueba de ligamiento. Una
puntuaciéon LOD de -2 es excluyente de ligamiento. Valores de la puntuacion LOD
entre -2 y 3 se consideran no significativos. Durante el andlisis de ligamiento las
puntuaciones LOD son calculadas para muchas frecuencias de recombinacion
posibles. La fraccion de recombinacién con la puntuacion LOD mas alta permite
estimar la distancia entre el marcador y el gen potencialmente ligado a la
enfermedad. La puntuacion LOD se calcula con la ayuda de programas informaticos.
En este trabajo se empleo el programa MLINK de paquetes de programas LINKAGE
(version 5.20) y FASTLINK (version 4.0P).

En la Tabla 6 se resumen las técnicas de genética molecular empleadas en el

estudio de cada familia.
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Tabla 6. Técnicas de genética molecular empleadas en el estudio de cada familia

Familia AAE

Familia EIG-24

Familia ED-HP

1- Analisis de ligamiento

2-Secuenciacion directa del ADN mitocondrial (III-2, I1I-7,
11-5)

3-Analisis RFLP

4-Analisis SSCP

1-Secuenciacion directa del gen GABRG2 (fenotipo
predominante CF + y ausencias)

2- Analisis de ligamiento de regiones candidatas asociadas a
GEFS + [19q13 (SCNIB) y 2924 (SCN1A y SCN2A4)], crisis
febriles [8q13-21, 19p13 y 5ql4] y loci relacionados con genes
codificantes del canal sodio cerebral [3p21-24, 11923 y 12q13]
3- Secuenciacion del gen SCN1A4 (11-3, 11-7, 1I-9 y 11I-13).

4- Analisis SSCP

5- Analisis funcional de la mutacion

1- Secuenciacion directa del gen FLNA (1I-2, I11-2, IV-1)
2- Analisis RFLP del ex6n 3 con el enzima de restriccion Hae 111
en todos los individuos (afectos y sanos) de la familia

3-Analisis SSCP en 92 individuos sanos
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Resultados

Se describen a continuacion los resultados del analisis clinico y molecular de las
familias estudiadas.

4.1 FAMILIA AAE
4.1.1 Analisis clinico
4.1.1.1 Caracteristicas del arbol genealogico

Se trata de una familia de origen gallego no consanguinea, constituida por 46
individuos incluyendo 11 afectos de epilepsia distribuidos a lo largo de tres
generaciones. Entre los individuos afectos de epilepsia 6 fueron mujeres y 5 varones.
De los 20 individuos identificados como portadores unicamente 11 expresaron la
enfermedad lo que indica una penetrancia incompleta (~55%). Solo las mujeres (afectas
y portadoras) transmitieron la enfermedad a su descendencia, lo que es consistente con
un modo de herencia materna/mitocondrial. En la figura 4 se muestra un esquema del
arbol genealdgico.
4.1.1.2 Caracteristicas clinicas y fenotipo de los pacientes

La epilepsia en esta familia mostr6 una heterogeneidad clinica y una
expresividad variable. La edad de inicio se situé preferentemente en la adolescencia y
comienzo de la edad adulta. La epilepsia se caracterizo por la presencia de crisis focales
motoras versivas, crisis generalizadas tonico-clonicas y mioclonias con una marcada
fotosensibilidad. Los electroencefalogramas mostraron anomalias epileptiformes focales
(temporales y /o temporo-rolandicas) y generalizadas. Las pruebas de imagen realizadas
(TC y RM cerebrales) no mostraron lesiones focales a excepcion de un indviduo (III-
13). Cinco individuos afectos en la segunda y tercera generacion fallecieron; tres de
ellos en relaciéon con complicaciones de la epilepsia y el cuarto sin causa conocida
(aunque muy probablemente en relacion tambien con la epilepsia).

A continuacion se describen las historias clinicas de los pacientes. Se comienza
la descripcion de la paciente indice y posteriormente de los sujetos afectos en orden
descendente (generaciones I a III) y de izquierda a derecha (1,2...) de acuerdo con el

arbol genealdgico. Las caracteristicas clinicas se resumen en la tabla 7.
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Paciente I1I-7 (probando)

Historia clinica:

La epilepsia comenz6 a los 9 afios de edad con sacudidas mioclénicas de ambas extremidades
superiores de predominio matutino, sensibles a los cambios de luz y a la falta de suefio. A los 11 afios
presentd la primera crisis generalizada tdnico-clonica durante el suefio. Entre los 11 y los 19 afios las
crisis se presentaron de forma muy esporadica. A partir de esta edad, el cuadro clinico empeora:
aumentan las mioclonias, aparecen mioclonias palpebrales y crisis clonicas versivas muy frecuentes.
Segln describia la paciente las crisis se iniciaban con dilatacion pupilar, fotofobia y visién borrosa
seguidas de mioclonias palpebrales, giro de la cabeza y cuello hacia la izquierda y sacudidas clonicas de
ojos, cara y cabeza en la misma direccion, sin alteracién de conciencia. Estas crisis aparecian de forma
refleja ante estimulos luminosos cotidianos tales como encender las luces del dormitorio y cedian en la
oscuridad. Empeoraban en dias muy soleados y en las épocas del afio mas luminosas, precisando
proteccion continua en estos periodos con gafas de sol y visera. Las crisis versivas tendian a presentarse
agrupadas en acumulos de hasta varias horas de duracion llegando a ocasionar multiples ingresos
hospitalarios por estados epilépticos parciales de muy dificil control. Se ensay6 tratamiento con multiples
farmacos en combinacion incluyendo acido valproico, lamotrigina, topiramato, clonazepam, fenobarbital,
fenitoina y levetiracetam, sin mejoria. La probando fallecio a los 34 afios de edad en el contexto de un
estatus epiléptico prolongado de varios meses de duracion, refractario a multiples tratamientos.

Exploracion neurologica:

En la exploracion neuroldgica se observo un temblor fino postural en ambas manos y cefalico.
No se evidenci6 ataxia ni otras alteraciones.

Pruebas complementarias:

El electroencefalograma interictal mostré una actividad de fondo en vigilia lenta y pobremente
organizada, caracterizada por un ritmo alfa posterior lento entremezclado con elementos theta y delta
difusos y por una escasa diferenciacion antero-posterior del trazado. Durante el suefio se observd una
estructuracion deficiente de los elementos y fases fisiologicas del suefio. Se observaron anomalias
epileptiformes focales en forma de ondas agudas, puntas, brotes de polipunta y polipunta-onda a < 3 Hz
en ambas regiones temporales de maxima expresion temporo-rolandica derecha y descargas de polipunta-
onda generalizada (Figura 5a, 5b). Las anomalias epileptiformes se incrementaron durante el suefio. El
electroencefalograma ictal durante un estado epiléptico mostré descargas generalizadas de punta-onda y
polipunta-onda practicamente continua alternando con periodos breves de supresion de la actividad. En
otro estado epiléptico se observo una actividad ritmica de puntas a nivel frontocentral bilateral (Figura
5¢). La estimulacién luminosa intermitente (ELI) especialmente a 14 Hz desencadend una respuesta
fotoparoxistica en el EEG junto con crisis mioclonicas y crisis generalizadas tonico-clonicas.

La RM cerebral no mostré anomalias significativas.

El estudio neuropsicolégico detectd un déficit discreto de funciones cognitivas, especialmente en
capacidad mnésica, orientacion temporo-espacial y comprension-expresion del lenguaje oral. El cociente

intelectual global segun test estandarizados (WAIS) fue de 80.
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La determinacion de acido lactico mostrd un valor normal en ayunas con incremento de 90% tras

la ingesta. El &cido pirtvico aparecio ligeramente elevado en ambas determinaciones.
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Figura 5b. Individuo III-7. EEG interictal en el que se observan brotes de polipunta y polipunta-onda

hemisféricas derechas.
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Figura Sc. Individuo III-7. EEG ictal durante un estado epiléptico en el que se observa una

actividad ritmica de puntas a nivel frontocentral bilateral
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Paciente I-2

Historia clinica

Es la abuela materna de la probando. Su edad en el momento del estudio es de 81 afios. Tuvo tres
hermanos varones; uno de ellos fallecidé por un accidente cerebrovascular del que se desconocen mas
datos y los otros dos estan vivos, siendo uno de ellos portador de una sordera de etiologia no filiada. No
se conocen otros problemas médicos en la familia.

Comenzo a los 62 afios con sacudidas involuntarias descritas por la propia paciente como
“sobresaltos” y “parpadeo” en relacion con estimulos Iuminosos. Estos episodios, sugerentes de
mioclonias, afectaban a ambas extremidades superiores y ocurrian en salvas. A los 65 afios presento
crisis generalizadas tonico-clonicas sin relacion con estimulos luminosos. Fue diagnosticada de
meningioma frontal izquierdo del que se intervino. Desde la cirugia no ha vuelto a presentar crisis
generalizadas tonico-clonicas, sin embargo las mioclonias persisten con una frecuencia diaria. Esta
paciente presentd ademas un hematoma cerebral intraparenquimatoso de probable origen hipertensivo.

Exploracién neurologica

El examen neurologico mostroé un temblor de reposo y postural en ambos miembros superiores y
en la cabeza.

Pruebas complementarias

No se dispone de estudio electroencefalografico de esta paciente.

Paciente 11-2

Historia clinica

Tiene en el momento de este estudio 59 afios, es hija de la paciente anterior, madre de los
pacientes //I-1 y III-2 y tia materna de la probando. Present6 un solo episodio a los 10 afios de edad en el
que, segun su propio relato, not6 de forma brusca rigidez en ambos brazos, con los dedos
hiperextendidos, era incapaz de hablar, perdi6 el conocimiento y cay6 al suelo. Recuper6 el conocimiento
en unos minutos aunque permaneci6é confusa durante mas tiempo. No refiere otros episodios sugerentes
de crisis.

Exploracion neurologica

La exploracion neuroldgica mostrd una ptosis palpebral izquierda y una alteracion de la mirada
conjugada superior al parecer congénita, de etiologia no filiada.

Pruebas complementarias

El electroencefalograma interictal mostré una lentificacion difusa de la actividad de fondo y
descargas epileptiformes en forma de puntas en la region temporal posterior izquierda.

No se dispone de estudio de imagen cerebral en esta paciente.

Paciente 11-3

Historia clinica

Hermano de la paciente anterior, tiene en el momento del estudio 50 afios. Presentd varios
episodios (entre 3 y 4 en total) de desconexion del medio con automatismos orales y manuales

113

compatibles con crisis parciales complejas. Durante estos episodios la familia describia que “se

EEINE3

comportaba como si no viera” “movia la boca como si tuviera sed” y “se frotaba las manos”. Algunos de
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los episodios se siguieron de giro de la cabeza y convulsiones generalizadas. No presentd mioclonias ni
fotosensibilidad. Este paciente fue diagnosticado ademas de un trastorno de ansiedad.

Exploracion neurologica

La exploracion neurologica fue normal.

Pruebas complementarias

No disponemos de pruebas de imagen ni de electroencefalogramas.
Paciente I1I-7

Historia clinica

Hermano de los dos pacientes anteriores. Entre los antecedentes destacan un etilismo créonico
desde los 16 afios, traumatismos craneoencefalicos multiples y crisis generalizadas tonico-clonicas desde
los 18 afios. Se desconocen mas datos clinicos acerca de su epilepsia. Presenté ademas una sordera desde
los 30 afios de edad de origen desconocido. No se dispone de pruebas complementarias ya que el paciente
no recibié atenciéon neuroldgica. Fallecid en su domicilio sin que se conozca la causa. No se realizd
estudio de autopsia.
Paciente II-10

Historia clinica

Hermano de los tres pacientes anteriores. Fallecio a la edad de 40 afios. Entre sus antecedentes
personales destacaba la aparicion de una hipoacusia neurosensorial progresiva desde los 20 afios de edad
de etiologia no filiada y migrafias. A los 18 afios de edad comenz6 con mioclonias palpebrales en relacion
con estimulos luminosos. La familia describe como “le palpitaban los ojos” ante luces intensas. La simple
exploracion del reflejo fotomotor en la consulta desencadenaba una salva de estas mioclonias. A los 27
afios comenzo6 con crisis focales versivas precedidas de sensacion de mareo y vision borrosa, con giro y
sacudidas clonicas de la cabeza hacia la izquierda, elevacion y extension de miembro superior izquierdo
en postura de esgrima seguidas de convulsiones generalizadas. Las crisis se presentaban en acumulos,
con frecuencia durante horas e incluso dias, requiriendo numerosos ingresos hospitalarios debido a
estados epilépticos parciales. Recibio tratamiento con multiples farmacos antiepilépticos en politerapia
(carbamacepina, difenilhidantoina, acido valproico, fenobarbital, clonazepam, vigabatrina y gabapentina),
sin eficacia. Ademas este individuo presentd desde los 20 afios episodios de caida al suelo con intensa
agitacion psicomotriz, movimientos de lucha y autoagresion, de 10 a 30° de duracion, con una frecuencia
de 1-2 episodios al afio, que fueron diagnosticados de reacciones de conversion. El paciente desarrolld un
deterioro cognitivo y motor progresivo. En las ultimas revisiones el lenguaje se habia reducido a
monosilabos y era incapaz de vestirse y asearse sin ayuda. Este paciente fallecio a los 40 afios de edad
durante un ingreso por un estado epiléptico complicado con un tromboembolismo pulmonar masivo. Se
realiz6 un estudio de autopsia que no fue concluyente.

Exploracion neurologica

La exploracion neuroldgica mostré un temblor postural en ambas manos, hipertonia de las cuatro

extremidades, arreflexia de miembros inferiores y un reflejo cutaneo-plantar indiferente bilateral.
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Pruebas complementarias

En la analitica de sangre se detectd un acido lactico de 32,7 mg/dl (normal <19 mg/dl). Se
practicé una biopsia muscular que fue estudiada al microscopio optico y electrénico y que no mostrd
alteraciones. No se realiz6 en aquel momento estudio de cadena respiratoria mitocondrial. Los potenciales
evocados visuales mostraron un aumento de latencia bilateral mientras que los potenciales evocados
auditivos revelaron un aumento de las latencias I-III y I-IV en el oido izquierdo. Un electroretinograma
realizado fue sugestivo de retinopatia.

El EEG interictal mostré una lentificacion difusa de la actividad de fondo y anomalias
epileptiformes en forma de descargas de polipunta y polipunta-onda generalizada de maxima expresion en
regiones occipitales.

La RM cerebral reveld una atrofia cerebral difusa moderada.

El estudio de autopsia no fue concluyente. El andlisis anatomopatoldgico del tejido cerebral
mostrd como Unico hallazgo destacable una pérdida neuronal difusa en la corteza cerebral y un acimulo
de lipofuscina de caracter inespecifico.

Paciente I1-21

Historia clinica

Hermana menor de los cuatro pacientes anteriores, tiene 34 afios de edad en el momento del
estudio. Padece de migrafias y dudosas crisis de inicio a los 26 afios. La paciente describe que se quedaba
sin vista durante unos minutos. Ante la sospecha de crisis epilépticas estuvo en tratamiento con
fenobarbital que abandond voluntariamente sin ninguna repercusion. No disponemos de mas datos que
confirmen el diagnostico de epilepsia. Por otro lado los episodios transitorios de pérdida de vision podrian
tratarse de auras visuales de migrafia.

Exploracién neurologica

La exploracion neurologica fue normal

Pruebas complementarias

Los electroencefalogramas interictales fueron normales. Un electroencefalograma realizado
durante uno de los episodios mostrd ondas lentas difusas sin anomalias epileptiformes asociadas.

La RM cerebral fue normal.

Paciente II1-1

Historia clinica

Se trata de la prima de la probando y hermana mayor del individuo III-2 (también afecto). Tiene
31 afios en el momento del estudio. Entre los antecedentes personales consta un parto prolongado sin
complicaciones. El desarrollo psicomotor fue normal. Tuvo su primera crisis generalizada ténico-clonica
a los 21 afios de edad. Entre los 21 y los 24 afios presentd varias crisis convulsivas que se precedieron de
vision borrosa y sensacion epigastrica ascendente. A los 24 afios comenzd con mioclonias palpebrales
(“como un parpadeo continuo”) y mioclonias de ambas extremidades superiores que se desencadenaban
con los cambios de luz. En ocasiones las mioclonias palpebrales se seguian de una crisis generalizada
tonico-clonica. Desde los 27 afios presentd ademas episodios de desviacion oculocefalica a la derecha y

movimientos clonicos de la cabeza en la misma direccion sin pérdida de conocimiento asociada. Estas
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crisis eran breves, aparecian en vigilia durante el dia y cedian al apagar la luz y dormirse. La paciente
desarroll6 un trastorno ansioso-depresivo desde el diagnostico de la enfermedad.

Exploracion neurologica

La exploracion neuroldgica mostr6é un temblor fino distal de ambas manos de carécter postural y
un trastorno oculomotor no bien caracterizado, con alteracion de la mirada conjugada en varias
posiciones, sin claras paresias ni restricciones.

Pruebas complementarias

El EEG mostr6 una actividad de fondo lenta y discretamente desestructurada. Se observaron
descargas de ondas agudas y puntas en ambas regiones temporales de predominio izquierdo con tendencia
a la generalizacion. Durante la ELI se desencadend una crisis clinica con mioclonias palpebrales y
masivas con correlato de descargas de polipunta-onda generalizada en el trazado.

El TC cerebral no mostré anomalias.

Evolucion clinica

A los 35 afios presentd un estado epiléptico desencadenado por el consumo de cocaina con crisis
parciales complejas y crisis secundariamente generalizadas continuas. El electroencefalograma al ingreso
mostrd una actividad ictal de punta y polipunta onda generalizada. La paciente fue trasladada a la unidad
de cuidados intensivos (UCI) donde se indujo un coma barbitlirico y se afladieron multiples farmacos
(midazolam, benzodiacepinas, acido valproico, fenobarbital, fenitoina, carbamacepina, levetiracetam y
topiramato) sin mejoria. La paciente entr6 en situacion de estado epiléptico subintrante que se prolongd
durante mas de dos meses. La RM cerebral inicial mostré lesiones hiperintensas cortico-subcorticales que
mejoraron en un control posterior y que se interpretaron secundarias al edema cerebral causado por las
crisis. Durante su ingreso en UCI (mas de 6 meses) presentd tres cuadros sépticos. La paciente fue
trasladada en estado de coma a la planta de neurologia donde presentd un nuevo cuadro séptico con fallo
multiorganico que fue causa de exitus. No se realizo estudio de autopsia.
Paciente I1I-2

Historia clinica

Paciente que presenta en el momento del estudio 35 afios. La epilepsia comenz6 a los 17 afios
con mioclonias de la cabeza (en gesto de afirmacion) y mioclonias palpebrales, seguidas poco tiempo
después de crisis generalizadas tonico-clonicas especialmente en relacion con los cambios de luz. A los
18 afos se afiaden crisis versivas consistentes en giro forzado de los ojos, cabeza y tronco hacia la
izquierda seguidas de una postura tonica asimétrica del miembro superior izquierdo. Estas crisis tendian a
agruparse desembocando en crisis generalizadas tonico-clonicas recurrentes y estados epilépticos
parciales. Desde los 20 afos presenta ademds mioclonias masivas que ocasionan imposibilidad para
comer de forma autéonoma y frecuentes caidas. Se describen ademas episodios de mirada fija e inclinaciéon
del cuerpo hacia uno u otro lado que fueron interpretados como eventos no epilépticos. Se ensayaron
numerosos farmacos (fenobarbital, difenilhidantoina, carbamacepina, &acido valproico, topiramato,
lamotrigina, levetiracetam, clonacepam y piracetam), en combinaciones de hasta cuatro y cinco
medicamentos, sin lograr un control de las crisis. El acido valproico indujo una mejoria parcial de la

epilepsia, mientras que la lamotrigina y la carbamacepina empeoraron las mioclonias.
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Exploracién neuroldogica

Se observo un retraso psicomotor leve. La exploracion de pares craneales fue normal a excepcion
de un ojo vago izquierdo. El resto de examen neuroldgico fue normal. Se apreciaron abundantes
mioclonias de predominio distal en miembros superiores presentes en reposo, que aumentaron al
mantener una postura y durante el movimiento.

Pruebas complementarias

El EEG interictal mostr6 una actividad de fondo en vigilia lenta (activ alfa 7,5-8 Hz
entremezclada con ondas delta y theta) y desorganizada. Se observaron anomalias epileptiformes en
forma de ondas agudas, puntas, descargas de punta-onda y polipunta-onda en ambas regiones temporales
y fronto-rolandicas de predominio izquierdo (figura 6). El electroencefalograma ictal durante una crisis
versiva mostrd una actividad seudoritmica de ondas lentas delta polimorfas en la region fronto-rolandica
derecha. (figura 7). La ELI desencaden6d descargas de polipunta-onda generalizada que se
correlacionaron con crisis mioclénicas en un registro. La RM cerebral y un SPECT interictal fueron

normales.

T3-T5

T5-01

Fpl1-F3

F3-C3

C3-P3

P3-01

Fig 6. Individuo III-2. EEG interictal. Ondas agudas en la regién temporo-rolindica

izquierda.
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Fig 7 . Individuo III-2. EEG ictal que muestra una actividad seudoritmica de ondas delta polimorfas en la

region rolindica derecha.

Paciente I11-9

Historia clinica

Es la hermana menor de la probando y tiene en el momento del estudio 27 afios. Entre los
antecedentes personales destacan mal rendimiento escolar y migrafias. A los 8 afios, en base a los
antecedentes familiares, se realizd un electroencefalograma en el que se detectaron anomalias
epileptiformes por lo que se decidid iniciar tratamiento con acido valproico, el cual se retird
posteriormente ante la ausencia de crisis. A los 9 afios aparecieron mioclonias de brazos y de la cabeza,
de predominio matutino, desencadenadas ante estimulos visuales y cambios bruscos de luz tales como ver
los rayos del sol a través de los arboles o ver la television. Estas mioclonias aumentaron con la edad. A
los 14 afios, coincidiendo con la estimulacion luminosa intermitente realizada durante un EEG de rutina
presentd una Unica crisis generalizada tonico-clonica. Se inicié tratamiento con fenobarbital que se
suspendi6 tras presentar un sindrome de Stevens-Johnson sustituyéndose por acido valproico.

Exploracion neurologica

La exploracion neurologica mostrd un temblor de baja amplitud postural y cinético en ambas
extremidades superiores. El resto de la exploracion neurolégica fue normal.

Pruebas complementarias

El EEG interictal mostr6 una actividad de fondo lenta (ritmo posterior a 6-7 Hz) y discretamente
desestructurada junto con anomalias epileptiformes focales en forma de puntas hemisféricas izquierdas y
descargas de punta-onda generalizada. La fotoestimulacién intermitente desencadend una respuesta
fotoparoxistica y la inica crisis generalizada tonico-clonica que presento la paciente.

El resto del estudio neurofisioldgico incluyendo potenciales evocados visuales y auditivos, un
electromiograma y un electroneurograma fueron normales.

La RM cerebral fue normal.

El 4cido lactico basal fue normal en una primera determinacion y discretamente elevado en una
segunda determinacion con un incremento medio del 70% tras estimulo de ingesta. El acido piravico
presentd un leve incremento basal y post-ingesta. Ante la sospecha por la historia familiar de una
epilepsia mioclonica progresiva secundaria a una citopatia mitocondrial se realizd una biopsia muscular
del musculo deltoides. El estudio al microscopio 6ptico y electronico no mostro hallazgos significativos.

No se observaron fibras rojo-rasgadas. La tincion COX (que identifica el complejo IV de la cadena
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respiratoria) fue normal. El estudio bioquimico de complejos de la cadena respiratoria en homogenado
muscular mostré un complejo IV (citocromo C oxidasa) descendido: 17,2 U/CS (normal: 76,9+41). La
busqueda de mutaciones puntuales asociadas a MERFF fue negativa. Se ensayo tratamiento con L-
carnitina, riboflavina y tiamina sin mejoria.

Paciente I11-13

Historia clinica

Este paciente es primo hermano de la probando y fallecié a los 7 afios de edad. Entre los
antecedentes personales destaca un parto prematuro a las 30 semanas y bajo peso al nacimiento. Se
desconoce si suftio hipoxia perinatal. A los 2 meses de edad ingresé por un cuadro de irritabilidad, llantos
continuos y vomitos. El examen clinico reveld6 una microcefalia asociada a rasgos dismorficos
(pabellones auriculares de implantacion baja, frente plana con inclinacién posterior y macroglosia) y a
una tetraparesia espastica severa. El1 TAC craneal mostr6 una atrofia cerebral cortical y subcortical difusa
junto con una porencefalia extensa de la que se desconocen mas detalles. Las pruebas complementarias
realizadas incluyendo el analisis del liquido cefalorraquideo, serologia de infecciones antenatales,
screening de enfermedades metabolicas y un examen sistémico completo fueron normales.

A la edad de 12 meses se evidencid un retraso motor severo; el paciente presentaba un sostén
cefalico incompleto y era incapaz de mantener la sedestacion. En el EEG realizado se observo un trazado
lento y mal organizado junto con la presencia casi continua de anomalias epileptiformes difusas. El
paciente fue diagnosticado de tetraparesia espastica y encefalopatia connatal de etiologia indeterminadas.

Segun describe la madre presentdé desde los 2 afios episodios consistentes en desviacion
oculocefalica hacia la izquierda junto con sacudidas clonicas de la cabeza y de los ojos en la misma
direccion. La descripcion de estos episodios fue muy similar a la de las crisis observadas en sus primos,
no mostraban influencia por los cambios de luz, eran muy frecuentes (varias veces al dia) incluso
continuas durante periodos de varios dias. Este paciente fallecio a los 7 afios en relacion con un posible

estatus epiléptico complicado con una infeccion respiratoria. No se realizd estudio de autopsia.
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Tabla 7. Familia AAE. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Indiv Edad Edad Crisis  Tipo de crisis Semiologia de las Estado FotoS  Exploracién Otros EEG RM/TC
actual  inicio inicio crisis focales epiléptico neurolégica hallazgos
1I1-7 O 9a Mio Mio, CPS, CPSG Mioclonias palpebrales, + +++ RPM Temblor P, PP Tempororolandica bilateral Normal
version oculocefalica PPO generalizada
y sacudidas clonicas
de la cabeza hacia la izqda
1-2 80a 62a Mio Mio, CGTC - - ++ Normal Temblor No disponible Meningioma
frontal izqdo
Hematoma cerebral
11-2 58a 10a CPSG  CPSG Extension de ambos MMSS, - - - Oculomotor P Temporal izqda No disponible
pérdida del habla y pérdida Ptosis
de conocimiento
11-3 45a ? CPC CPC, CPSG Desconexion, automatismos - - Normal - No disponible No disponible
orales y manuales
1I-7 O 18a CGTC CGTC - ? ? ? Hipoacusia No disponible No disponible
11-10 O 18a Mio Mio, CPS, CPSG Version oculocefalica, + +++ Deterioro Hipoacusia Py PPO generalizadas Atrofia cerebral
clonias faciales izqdas y cognitivo Retinopatia
postura ténica de MSI Migrana
11-21 - - - - - - - - Migrafia - -
1I1-1 O 2la CGTC  CGTC, Mio, CPS Version oculocefélica y + ++ Normal Oculomotor P Temporales bilaterales Normal
CPSG sacudidas clénicas de la Temblor PPO generalizada
cabeza hacia la derecha
1I1-2 35a 17a Mio Mio, CPS, CPC, CGTC Version oculocefélica y tronco  + +++ RPM - P, PO, PPO Tempororolandica Normal
hacia izqda y postura tonica bilateral
asimétrica de MSI
19 27a 9a Mio Mio, CGTC - - ++ RPM Temblor P hemisférica izqda Normal
Migrafia PO generalizada
111-13 O 2a CPS Mio, CPS Sacudidas clonicas versivas + - RPM - P generalizada Atrofia cerebral

Tetraparesia espastica

Porencefalia

Bilat: bilaterales, CGTC: Crisis generalizadas tonico-clonicas, CPC: Crisis parciales complejas,CPS: Crisis parciales simples, CPSG: Crisis parciales secundariamente generalizadas, FotoS:
Fotosensibilidad, Gen: Generalizada, Indiv: Individuo, Mio: crisis mioclonicas, MioP: mioclonias palpebrales, P: Punta, PP: polipunta, PPO: polipunta-onda, P biT: Puntas bitemporales, RPM:
Retraso psicomotor, TD: Temporal derecha, TI: Temporal izquierda, O: Fallecido
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4.1.2 Analisis molecular

Para el andlisis molecular se extrajo ADN a partir de sangre periférica o tejido
cerebral de 21 individuos de la familia: 8 afectos (individuos 1-2, 11-2, 1I-3, II-21, III-1,
[I-2, 11I-7 y 11-9) y 13 sanos (individuos II-1, 1I-4, II-5, 1I-6, 1I-8, 1I-12, 1I-14, 1I-16,
II1-3, 1I1-4, I1-5, II1-6 y III-8).

Inicialmente se consider6 un modo de herencia autosémico dominante. Sin
embargo el descubrimiento de que uno de los individuos considerado afecto (I11-6) no lo
era en realidad plante6 un nuevo enfoque diagnostico. Clinicamente el cuadro familiar
presentaba rasgos sugerentes de un trastorno mitocondrial (epilepsia mioclonica
refractaria asociada a retraso psicomotor, migrafias y sordera neurosensorial) y al revisar
el arbol genealdgico se comprobo que era compatible con un modo de herencia materno.
Por este motivo se decidi6 analizar el ADN mitocondrial mediante secuenciacion
directa completa en el individuo III-2 (primo de la probando). El andlisis de
secuenciacion (Figura 8) permitié detectar una variacién no descrita hasta el momento
consistente en un cambio de nucleodtido a nivel del residuo 5793 (5793A>G) en el gen
codificante para ARN de transferencia de cisteina mitocondrial (TRNC). Esta variacion
fue identificada como homopldsmica por secuenciacion sin poder descartarse la
presencia de heteroplasmias inferiores al 30%. Ademds de esta variacion se
identificaron 14 cambios en genes mitocondriales (MT-RNRI, MT-RNR2, MT-ND2,
MT-CO2, MT-ATP6, MT-CO3, MT-CYB y MT-DLOOP), todos ellos considerados como
polimorfismos sin repercusion funcional. La variacion 5793A>G fue comprobada
mediante secuenciacion directa en los individuos II-5 (madre de la probando,

portadora), II-6 (padre de la probando, sano) y I1I-7 (probando).
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a. Individuo 111-7 (probando)
TTETTEGA@TTTGEAA

AVAYAYAAAVNAVAVAYS AT AAVANA

b. Individuo I1-5 (sano)
TTCTTCGA@TTTI}EAA

AVAYAVAVAYAVNAVAYAVAYAYAYAYS'S

Fig 8. Analisis de 1a mutacion 5793A>G en: a. probando (I1I-7) y b. padre
sano de la probando (II-5).

El siguiente paso fue realizar un analisis de segregacion mediante RFLPs en
todos los individuos tanto portadores (afectos y asintomaticos) como no portadores. El
analisis de RFLPs mostr6 una sola banda de 137 pb indicando una pérdida del sitio de
restriccion del enzima en todos los individuos afectos y/o portadores de la mutacion.
Este hallazgo permiti6 ademas confirmar la homoplasmia en todos los individuos
portadores del cambio. Por el contrario, los individuos sanos conservaron activo el sitio
de restriccion del enzima, lo cual se tradujo en la deteccion de dos bandas de 67 y 70 pb.
La autenticidad del fragmento analizado fue confirmada mediante secuenciacion de la
banda extraida a partir del gel de agarosa. Figura 9

Por ultimo los resultados del analisis de RFLPs fueron cotejados con un andlisis
de polimorfismos en la conformacién de cadenas sencillas del ADN o SSCP (Dra.

Guerrero Lopez, Laboratorio de Genética de las Epilepsias, Fundacion Jiménez Diaz).
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-6 II-5 III-7 III-8 INI-9 III-1 I1-2 II-1 IMI-2 II-3 II-4

s - ae s um, 137 pb
67y 70 pb

Fig 9. Analisis RFLPs. Las nimeros corresponden a los siguientes individuos:
1(11-6), 2(11-5), 3(111-7), 4(111-8), 5(I111-9), 6(I11-1), 7(11-2), 8(1I-1), 9(I11-2),
10(11-3), 11(I1-4). La banda de 137 pb corresponde a los individuos portadores
de la mutacién 5793A>G mientras que la doble banda (67 y 70 pb) corresponde
a los individuos sanos que conservan el sitio de restriccién del enzima. Imagen
cedida por la Dra. Guerrero Lopez, Laboratorio de Genética de las Epilepsias,

Fundacion Jiménez Diaz.

4.2 FAMILIA EIG-24
4.2.1 Analisis clinico
4.2.1.1 Caracteristicas del arbol genealogico

Se trata de una familia constituida por 69 individuos distribuidos a lo largo de
cuatro generaciones en la que se identificaron 22 individuos afectos de epilepsia. Entre
los individuos afectos 14 fueron mujeres y 8 varones. Se encontraron epilépticos de
ambos sexos en las cuatro sucesivas generaciones. El modo de herencia fue compatible
con una herencia autosémico dominante (figura 10).
4.2.1.2 Caracteristicas clinicas y fenotipo de los pacientes

Entre los 22 sujetos con epilepsia 17 presentaron un fenotipo compatible con el
diagnostico de epilepsia generalizada familiar con crisis febriles plus (GEFS +)
mientras que en 5 individuos la informacion clinica disponible no fue suficiente para
clasificar la epilepsia. Las caracteristicas clinicas de los familiares afectos se resumen
en la tabla 6.
Crisis febriles plus (CF +):

Fue el fenotipo mas frecuente, presente en 6 pacientes (I1-3, 11-9, II1-6, I11-8,

I11-14 y IV-1), cuyas historias clinicas resumidas son las siguientes:

Individuo I11-3
Se trata de la hermana mayor del probando, tiene 61 afios en el momento del estudio. Present6 3

crisis febriles en la infancia, la ltima a los 7 afios de edad. No ha presentado en la edad adulta crisis
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generalizadas tonico-clonicas ni episodios compatibles con ausencias o mioclonias. La exploracion
neurologica fue normal. Un electroencefalograma interictal realizado a los 23 afios no mostr6é anomalias.
Individuo 11-9

Es hermana del probando y tiene 53 afios en el momento del estudio. Present6 su primera crisis
generalizada tonico-clonica con fiebre a los 8 afos de edad, tuvo entre 5 y 10 crisis febriles tipicas
seguidas de crisis generalizadas tonico-clonicas afebriles que persisten en la actualidad. Ha seguido
tratamiento con fenobarbital, difenilhidantoina, topiramato, acido valproico y combinaciones de estos
farmacos con una eficacia parcial. No ha presentado episodios compatibles con ausencias o mioclonias.
La exploracion neurolégica fue normal. El electroencefalograma mostrd descargas de punta-onda
generalizada irregular a 3-3,5 Hz sobre un trazado de fondo normal. La RM cerebral fue normal.
Individuo 111-6

Se trata del sobrino del probando, tiene 36 afios en el momento del estudio. Tuvo varias crisis
febriles tipicas; la primera de ellas a los 3 afios de edad y la ultima en la edad adulta. Las crisis febriles se
sucedieron de crisis generalizadas tonico-clonicas afebriles esporadicas en el contexto de cansancio fisico
intenso. En total ha presentado entre 10 y 12 crisis generalizadas tonico-clonicas febriles y afebriles.
Estuvo en tratamiento con acido valproico hasta hace 8 afilos momento en que se suspendié por voluntad
del paciente, que se encuentra en la actualidad libre de crisis. El examen neurologico fue normal. Se
realiz6 un electroencefalograma interictal y un TC craneal que fueron normales.
Individuo I111-8

Paciente de 33 afios, sobrina del probando. Presentd una convulsion febril a los 3 afios de edad y
2 episodios mas de pérdida de conocimiento en contexto de fiebre a los 4 y 6 afios de edad. Estuvo
asintomatica hasta los 31 afios cuando presento 3 crisis generalizadas ténico-clonicas coincidiendo con
un periodo de calor y de gran cansancio fisico. Desde entonces no ha vuelto a presentar ninguna crisis.
Esta paciente tuvo varios intentos de suicidio. Fue diagnosticada de un trastorno limite de personalidad
del que no se conocen mas datos. Recibid tratamiento con carbamacepina por ambos trastornos (como
farmaco antiepiléptico y como farmaco estabilizador del 4nimo). La exploraciéon neuroldgica fue normal.
El TC craneal y electroencefalograma interictal no mostraron anomalias.
Individuo 111-14

Se trata de un sobrino del probando, de 24 afios en el momento del estudio. Presentd 2 crisis
generalizadas tonico-clonicas febriles antes de los 6 afios de edad y 2 crisis generalizadas tonico-clonicas
afebriles en relacion con deprivacion de suefio y ejercicio fisico intenso en la adolescencia. No ha
recibido ninglin tratamiento antiepiléptico. La exploracion neurolodgica fue normal. Las pruebas
complementarias (electroencefalograma y TC craneal) no mostraron alteraciones.
Individuo IV-1

Paciente que presenta en el momento del estudio 4 afios de edad. Tuvo varios episodios de crisis
febriles (el primero de ellos al afio y medio de edad) y una crisis generalizada tonico-clonica afebril. En
la actualidad sigue tratamiento con acido valproico. La exploracion neurologica fue normal. No se

dispone de pruebas complementarias en esta paciente.
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Los dos siguientes fenotipos mas frecuentemente observados en esta familia
fueron las crisis febriles y las crisis febriles plus con ausencias.
Crisis febriles

Fue identificado en 3 pacientes (III-10, I11-26 y III-38). Sus historias clinicas

se describen a continuacion.
Individuo I11-10

Se trata de un sobrino del probando, fallecido en el momento del estudio. Nacido de un
embarazo y parto sin complicaciones. Tuvo entre 4 y 5 crisis febriles tipicas. Fallecido de muerte subita
durante el suefio a los dos afios y medio de edad.
Individuo 111-26

Pacietnte de 28 afios en el momento del estudio, sobrina del probando. Presentd 2 episodios de
pérdida de conocimiento en contexto febril a los 5 y 6 afos de edad. El desarrollo psicomotor fue normal.
No ha tenido crisis generalizadas tonico-clonicas ni episodios sugerentes de ausencias o mioclonias en la
edad adulta. No se disponen de estudios complementarios en esta paciente.
Individuo I11-38

Paciente de 22 afios, sobrina del probando. Tuvo varias crisis febriles; la primera al afio de edad
y la ultima a los 3 afios. No ha presentado crisis generalizadas tonico-clonicas ni ausencias ni mioclonias

en la edad adulta. No se pudo explorar a esta paciente ni se dispone de pruebas complementarias.
Crisis febriles plus con ausencias
Este fenotipo fue observado en 3 individuos (II-5, ITI-11 y II1-15) cuyas

historias clinicas son las siguientes:
Individuo I1-5

Se trata de la hermana del probando, tiene 59 afios en el momento del estudio. Presento
sufrimiento fetal agudo durante el parto que evoluciond favorablemente sin dejar secuelas. Tuvo varias
crisis febriles, la primera a los 9 meses de edad y la ultima en la edad adulta. Poco después de las crisis
febriles comenzo a presentar crisis generalizadas tonico-clonicas sin fiebre con una frecuencia elevada
(hasta 1 crisis a la semana). Recibi6 tratamiento con Fenobarbital, difenilhidantoina y carbamacepina. A
los 14 afios, coincidiendo con biterapia de fenobarbital y difenilhidantoina, comenzd con crisis de
ausencia tipicas esporadicas. Las crisis epilépticas en esta paciente remitieron con el tratamiento con
acido valproico y en la actualidad lleva mas de 15 afios sin crisis. Esta paciente presenté ademas un
episodio depresivo mayor y un intento autolitico. El examen neurologico fue normal. Se realizé un
electroencefalograma que no mostrd alteraciones significativas. No se dispone de prueba de imagen
cerebral.
Individuo I11-11

Paciente de 29 afios, sobrina del probando. Comenz6 con crisis generalizadas tonico-clonicas
febriles y afebriles antes del afio de edad. En ocasiones las crisis generalizadas se precedian de clonias

en extremidades izquierdas. A los 4 afios de edad se afiaden episodios de “parada” y mirada fija de
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segundos de duracion, clinicamente compatibles con ausencias. Al inicio las crisis se desencadenaban
con somidos y luces. A los 12 afios sufre un ahogamiento en piscina en probable relacion con una crisis.
Es reanimada tras una parada cardiorrespiratoria prolongada, quedando con secuelas cognitivas leves
(enlentecimiento en la velocidad de procesamiento de la informacién y disnomia). A partir de entonces
las crisis parecen cambiar en sus caracteristicas. Aparecen crisis parciales complejas y episodios
paroxisticos no epilépticos (documentados en videoelectroencefalograma). Ha seguido tratamiento con
multiples farmacos (fenobarbital, primidona, acido valproico, carbamacepina, lamotrigina, clobazam,
topiramato y Levetiracetam) con control incompleto de la epilepsia. Ha tenido dos estatus tonico-
clonicos generalizados en relacion con cambios de medicacion. Coincidiendo con uno de ellos presentd
un episodio delirante. En la actualidad persisten crisis tonico-clonicas generalizadas nocturnas con una
frecuencia de 1-3/mes. Son desencadenantes la ovulacidn-menstruacion, el estrés y la privacion de suefio.
Ademas esta paciente presentd un trastorno depresivo desde la infancia. La exploracion neuroldgica
evidencid un retraso psicomotor leve. Los electroencefalogramas interictales mostraron una actividad de
fondo discretamente enlentecida. Se detectaron anomalias epileptiformes en forma de descargas
generalizadas de punta-onda y polipunta-onda irregular junto con anomalias focales en forma de puntas
bifrontales y puntas independientes en ambas regiones temporales. La RM cerebral de 3T no mostrd
alteraciones y un PET fue normal. En la actualidad la epilepsia se comporta como una epilepsia
refractaria en la que pensamos que existe un componente mixto; de un lado una epilepsia generalizada
en relacion con la susceptibilidad genética familiar y de otro lado una epilepsia focal sintomatica a la
hipoxia cerebral secundaria al ahogamiento.
Individuo 111-15

Paciente de 23 afios, sobrina del probando. Tuvo entre 2 y 3 crisis febriles a los 6 afios de edad.
A los 16 afios aparecen crisis tonico-clonicas generalizadas afebriles y ausencias. La paciente fue tratada
con carbamacepina que produjo un empeoramiento de su epilepsia. En la actualidad sigue tratamiento
con acido valproico a pesar del cual persisten crisis (tanto ausencias como crisis generalizadas tonico-
clonicas) esporadicas. Esta paciente presentd un episodio depresivo en la adolescencia. La exploracion
neurologica fue normal. Los electroencefalogramas interictales fueron normales a excepcién de uno
realizado horas después de una crisis en el que se detectaron anomalias epileptiformes en forma de

descargas de punta-onda en la region temporo-occipital derecha. El TC craneal no mostré anomalias.
Crisis febriles con mioclonias

Un individuo (ITI-17) presento crisis febriles en la infancia, seguidas de CGTC
y mioclonias en la adolescencia. El fenotipo fue compatible con CF plus con

mioclonias.
Individuo I11-17

Se trata de un sobrino del probando que tiene 20 afios en el momento de este estudio. Presento
una crisis febril tipica aislada a los 2 afos de edad. A los 15 afios aparecen crisis generalizadas tonico-
clonicas afebriles en relacion con la falta de suefio, el cansancio fisico y tareas de concentracion. Se

afladen mioclonias generalizadas de predominio en extremidades superiores, que aparecen de forma
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esporadica, aisladas y sin relacion con el despertar. El tratamiento con carbamacepina indujo un
empeoramiento de las crisis. Actualmente sigue tratamiento con acido valproico con un cumplimiento
irregular y un control incompleto de la epilepsia. Persisten crisis generalizadas tdnico-clonicas con una
frecuencia media de 1 cada 6 meses. El examen neuroldgico fue normal. El electroencefalograma
interictal no mostré6 anomalias epileptiformes. E1 TC craneal fue normal. La RM cerebral mostré un

angioma venoso en lobulo frontal derecho sin repercusion clinica.
Epilepsia generalizada con CGTC solo

Dos individuos (II-13 y II1-27) presentaron CGTC de inicio en la infancia sin
crisis febriles asociadas y fueron clasificados como epilepsia generalizada con CGTC

solo. Las historias clinicas se describen a continuacion.
Individuo I1-13

Se trata del probando que tiene en el momento del estudio 50 afios. La epilepsia comenzo a los
2 afios de edad con crisis generalizadas tonico-clonicas afebriles frecuentes (entre 1 y 8 episodios al
mes). Recibié tratamiento con varios farmacos antiepilépticos (fenobarbital, difenilhidantoina,
carbamacepina) con un seguimiento clinico irregular y una respuesta incompleta al tratamiento. Las crisis
mejoraron con la edad hasta que a los 17 afios el paciente decidid suspender voluntariamente la
medicacion. Desde entonces ha presentado crisis generalizadas tonico-clonicas esporadicas, la ultima
hace 3 afios. Nunca tuvo crisis febriles, ni episodios compatibles con ausencias o mioclonias. La
exploracion neurologica fue normal. El EEG interictal mostré anomalias epileptiformes en forma de
descargas generalizadas de punta-onda y polipunta-onda irregular a 3-3,5 Hz sobre una actividad de
fondo normal. No se dispone de prueba de imagen cerebral.
Individuo 111-27

Paciente de 24 afios, sobrino de la probando. Ha presentado hasta el momento un total de 5
crisis generalizadas tonico-clonicas afebriles; la primera a los 5 afios de edad y la tltima a los 19 afios de
edad. La ingesta de 2 litros de coca-cola precedio a uno de los episodios ocurrido en la adolescencia. No
tuvo crisis febriles ni episodios sugerentes de ausencias o mioclonias. La exploracion neurologica fue
normal. Las pruebas complementarias (electroencefalograma interictal y TC craneal) no mostraron

alteraciones. En la actualidad sigue tratamiento con acido valproico y lleva 5 afios sin crisis.
Epilepsia generalizada con CGTC y ausencias
Este fenotipo fue observado en una paciente (II-7) que comenz6 con CGTC en

la infancia seguidas de ausencias.
Individuo 11-7

Se trata de la hermana del probando, de 56 afios en el momento de este estudio. La epilepsia
comenzo6 a los 8 afios de edad con crisis generalizadas tonico-clonicas afebriles frecuentes (hasta 1
episodio a la semana) y crisis muy breves consistentes en detencion de la actividad, mirada fija y
automatismos orales que fueron interpretadas de ausencias. Recibid tratamiento con difenilhidantoina,

acido valproico y lamotrigina. La evolucion fue hacia la mejoria y desaparicion de las crisis. La
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exploracion neurolégica fue normal. El electroencefalograma interictal mostré anomalias epileptiformes
en forma de descargas de punta-onda y polipunta-onda generalizada irregular a 3-3,5 Hz. El TC craneal
fue normal. Esta paciente fallecio durante la realizacion del estudio, fue encontrada en casa sin que se

conozcan mas datos. No se realizé estudio de autopsia.
Epilepsia del 16bulo temporal
Una paciente (ITI-18) present6 un fenotipo fue compatible con una epilepsia del

l6bulo temporal sin crisis febriles.
Individuo I11-18

Paciente de 39 afios, sobrina del probando, nacida de un parto prolongado complicado con
sufrimiento fetal agudo. No tuvo crisis febriles. El desarrollo psicomotor fue normal. La epilepsia
comenzo a los 3 afios de edad. Ha presentado dos tipos de crisis:

= crisis parciales simples con sintomatologia autonémica y psiquica consistente en malestar
epigastrico ascendente, déja-vu y sensacion de panico de segundos de duracion.

=  crisis parciales complejas con generalizacion tdnico-clonica secundaria que pueden iniciarse o
no con la sensacion de déja-vu, seguida de desconexion del medio automatismos orales en
forma de chupeteo, giro forzado de la cabeza (generalmente hacia la izquierda) y convulsiones
generalizadas. El ultimo episodio de estas caracteristicas ocurri6 hace 9 afios.

En la actualidad esta paciente sigue tratamiento con acido valproico con un control aceptable de
su epilepsia. Persisten crisis parciales simples con una frecuencia de 2 a 3 episodios/afio. Los
electroencefalogramas interictales mostraron anomalias epileptiformes en forma de descargas de punta-
onda y polipunta en ambos 16bulos temporales de predominio derecho. Se realizé un TC craneal que fue

normal. Se desconoce la existencia de esclerosis mesial ya que no se realizo6 RM cerebral.
Epilepsias no clasificables

En cinco individuos (I-2, 1I-17, III-3, I11-30, IV-5) el fenotipo de la epilepsia
fue considerado como no clasificable debido a que la informacion clinica disponible no

fue suficiente.
Individuo I-2

Se trata de la madre del probando. Present6 alrededor de 3 crisis generalizadas tonico-clonicas
entre los 12 y los 14 afios de edad. Se desconoce si presentd o no crisis febriles en la infancia. No se hizo
ningin estudio de la epilepsia, no recibié tratamiento ni se realizd ningun seguimiento clinico,
probablemente por dificultad para acceder a una atencion médica especializada en el momento en que
sucedieron las crisis. La paciente fallecié a los 84 aflos a causa de una cardiopatia de la que se
desconocen mas datos.
Individuo II-17

Hermano menor del probando. Presentd crisis generalizadas tonico-clonicas afebriles
esporadicas de inicio en la adolescencia. No se conocen mas datos de la historia de la epilepsia ni se

dispone de pruebas complementarias ya que el paciente no hizo ninglin seguimiento clinico. Este
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paciente fallecié de muerte stbita a los 38 de edad. La causa hipotética de la muerte fue un infarto agudo
de miocardio segliin la informacion transmitida a la familia, aunque no se conocian antecedentes de
cardiopatia en este paciente y el estudio de autopsia no determind la causa del fallecimiento.
Individuo 111-3

Paciente de 28 afios, sobrina del probando, diagnosticada de retraso mental grave secundario a
hipotiroidismo congénito a los 2 afios de edad. A los 10 afios comenz6 con crisis generalizadas tonico-
clonicas afebriles y crisis pluricotidianas de desconexion del medio con componente atonico asociado (se
le caian objetos de las manos), que fueron diagnosticadas de ausencias. No tuvo crisis febriles ni
mioclonias. Ha ensayado tratamiento con acido valproico, lamotrigina, clonazepam y topiramato. En la
actualidad las crisis generalizadas tonico-clonicas han desaparecido mientras que persisten crisis de
ausencia. El electroencefalograma fue normal. No disponemos de prueba de imagen cerebral. El analisis
de secuenciacion no mostré la mutacion en SCNI14 encontrada en el resto de afectos, lo que confirma que
se trata de una fenocopia.
Individuo I11-30

Paciente de 26 afios, sobrina del probando, con antecedentes personales de asfixia perinatal en el
contexto de una crisis sufrida por la madre durante el parto y un retraso psicomotor residual de grado
moderado. Presentd varias crisis febriles; la primera a los 2 afios de edad y la ultima dificil de precisar. A
los 3 afios aparecen crisis generalizadas tonico-clonicas sin fiebre y mas tarde episodios consistentes en
sacudidas repetidas de un hemicuerpo. Estos tltimos episodios fueron estudiados mediante video-EEG e
informados como seudocrisis. En la actualidad sigue tratamiento con tres fairmacos (topiramato, acido
valproico y carbamacepina) con un control incompleto de la epilepsia. No se pudo explorar a esta
paciente ni se dispone de los estudios complementarios realizados. Es posible que se trate de una
epilepsia mixta en la que intervenga por un lado el componente genético y por otro lado las secuelas de
una anoxia perinatal y a la que se afiaden seudocrisis.
Individuo IV-5

Varén de 12 afios, hijo de la paciente III-18 la cual presentd varias convulsiones durante el
embarazo que fueron tratadas con diazepam. El paciente presentd complicaciones respiratorias al
nacimiento. El desarrollo psicomotor posterior fue normal. No present6 crisis febriles. A los 2 afios de
edad debutd con un estado epiléptico convulsivo afebril de 1 hora de duracion. Durante el ingreso fue
estudiado con un TC craneal y un electroencefalograma que fueron normales. Entre los 2 y los 6 afios
presento episodios consistentes en desconexion del medio, arreactividad y pérdida del tono muscular con
caida al suelo. Estos episodios fueron catalogados de ausencias atonicas. Actualmente sigue tratamiento

con acido valproico y lleva 6 afios sin crisis. La exploracion neuroldgica fue normal.

De esta familia interesa destacar también:

. El individuo I11-9, que fallecié de muerte stibita durante el suefio a los 2 afios de edad, tal como
su hermano (I1I-10). El dia anterior a su fallecimiento tuvo fiebre. No se conocian antecedentes de crisis

hasta ese momento en este paciente.
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] El individuo III-20 (portador asintomatico de la mutacion) presentd un episodio aislado de
pérdida conocimiento durante el servicio militar que fue estudiado mediante un electroencefalograma que

resulté normal. No han vuelto a repetirse posteriormente ni se ha establecido por lo tanto el diagnostico

de epilepsia en este paciente.
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Tabla 8 . Familia EIG-24. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Individuo Sexo/Edad Crisis febriles Crisis afebriles Examen EEG RM/TC Fenotipo Tratamientos Evolucion

Ed 17/dltima Ne Edio/f Tipo neurolégico recibidos
11-13 V/50 No >10 2a/- CGTC N PO/PPO gen - EGCGTC AVP.FB,DFH Persisten crisis
12 M/X ? <5 12/14a  CGTC N - - No clasificable - Remision
11-3 M/61 6a/7a - - N N - CF+ - Remision
11-5 M/59 9m/? >10 9m/42a CGTC,Au N N - CF+y Au AVP,FB,DFH,CBZ Remision
-7 M/56 No >10 8a/- CGTC,Au N PO/PPO gen N EGA AVP, DFH,LTG Muerte subita
11-9 M/53 8a/? 5-10 8a/- CGTC N PO gen N CF+ AVP,FB, DFH,TPM. Refractaria
11-17 V/IX ? ? CGTC N - - No clasificable ? Muerte subita
1I1-3 M/28 No 10a/- CGTC,Au R N - No clasificable AVP,LTG,CLN,TPM Persiste
111-6 V/36 3a/? 5-10 3a/- CGTC N N N CF+ - Persiste
111-8 M/33 3a/6a <5 3la/3la CGTC N N NoO CF+ CBZ Persiste
111-10 V/IX 2a/? - - - - - - CF - Muerte subita
1I-11 M/29 <la/? >10 <la/- CGTC,Au R PO/PPO gen/POTD N CF+y Au AVP,CBZ,LTG Refractaria
111-14 V/24 (/<6a <5 ?/16a CGTC N N N CF+ - Remision
11-15 M/23 6a/6a 5-10 16a/- CGTC,Au N POTD N CF+y Au AVP Persiste
I-17 V/20 2a/2a <5 15a/- CGTC,Mio N N N CF+y Mio AVP Persiste
111-18 M/39 No >10 3a/- CPC2%G, CPS N PO/PPT bilat N ELT AVP Persisten crisis
111-26 M/28 5/6a <5 No N - CF - Remision
11-27 V/24 No 5 S5a/18a  CGTC N N N EGCGTC AVP Remision
111-30 M/26 2a/? 5-10 3a/- CGTC,SC R - No clasificable AVP,CBZ,TPM Refractaria
111-38 M/22 la/3a <5 No N - - CF - Remision
Iv-1 M/4 la/- <5 3a/- CGTC N - - CF+ AVP Persisten crisis
1v-5 V/12 No >10 2a/6a CGTC,Au N - N No clasificable AVP Remision

Au: ausencias, AVP: acido valproico, CBZ: Carbamazepina CF+: crisis febriles plus, CF+y Au: crisis febriles plus y ausencias, CF+y Mio: crisis febriles plus y crisis mioclonicas, CLN: clonazepam, CGTC: Crisis

generalizadas tonico-clonicas, CLN: clonazepam, CPC2%G: Crisis parciales complejas secundariamente generalizadas, DFH: difenilhidantoina, E1%iltima: Edad de la 1* y de la tltima crisis febril, Eio/f: Edad de la primera

y ultima crisis afebril, EEG: electroencefalograma, EGA: epilepsia generalizada con ausencias, ECGTC: epilepsia generalizada con crisis generalizadas tonico-clonicas solo, ELT: epilepsia del lobulo temporal, FB:

fenobarbital, LTG:lamotrigina, M: mujer, N: normal, PO: punta-onda, PPO: polipunta onda, POTD: punta-onda temporal derecha, R: retraso psicomotor, RM/TC: resonancia magnética/tomografia computarizada, SC:

seudocrisis, TPM: topiramato, V:varén
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4.2.1.3 Estudio cardioldgico

Cuatro individuos de la familia (11-7, I1-17, I11-9 y I11-10), tres de ellos con
epilepsia conocida, fallecieron de muerte subita. El individuo 7/-/7 muri6 estando solo
en casa, sin testigos, a los 38 afos de edad. No se encontraron signos de crisis
epilépticas recientes ni se conocia enfermedad alguna al margen de la epilepsia. Se
sospecho un infarto agudo de miocardio que no se confirmo en el estudio de autopsia.
La paciente 1I-7 tambien fallecié estando sola en casa, no se conocen las causas ni se
hizo estudio de autopsia. Los otros dos pacientes (//I-9 y I1I-10), hermanos, fallecieron
a los dos afos de edad durante el suefio, sin que se detectase causa alguna del
fallecimiento. No se realizd estudio de autopsia.

Dada la coincidencia de epilepsia y muerte subita en esta familia se llevé a
cabo un estudio cardioldgico completo con la finalidad de buscar posibles anomalias
cardiacas subyacentes. Este estudio fue realizado en cuatro individuos afectos de
epilepsia (/I-3,11I-11,11I-14 y 1II-17) y tres controles sanos (/II-7, IlI-12 y III-16) del
mismo nucleo familiar. El estudio cardiologico incluyo6 una historia clinica cardioldgica
detallada, un electrocardiograma de 12 derivaciones, un holter de 12 derivaciones, un
ecocardiograma transtoracico, una ergometria, un test de flecainida y un test de
isoproterenol (para conocer los detalles y condiciones de realizacion de estas pruebas
ver apartado de material y métodos). La evaluacion cardiologica fue realizada en la
Unidad de Arritmias del Hospital Clinico San Carlos de Madrid bajo la supervision de
los Dres Pérez Castellano y Pérez Villacastin.

No se detectaron anomalias estructurales ni alteraciones del ritmo cardiaco
responsables de muerte stbita en ninguno de los pacientes estudiados. Los resultados

del estudio cardiolégico se resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados del estudio cardioldgico

Indiv ECG Ecocardiograma Holter Ergometria T Flecainida T Isoprenalina

II-3 RS,QTec 392ms IM elT leves RS, 5S1EA, 31EV Negativa, 12 METS Negativo QTcmaximo 436ms
II1-7 RS,QTc 373 ms Normal RS,1EV Negativa, 15 METS No realizado No realizado

III-11 RS,QTc 386 ms IT leve RS Negativa, 15 METS Negativo QTc maximo 481 ms
II1-12 RS,QTc 364 ms Normal RS Negativa, 17 METS Negativo QTc maximo 406 ms
111-14 RS,QTc 371 ms, DCIV Normal RS,13EA Negativa, 19 METS Negativo QTc maximo 456 ms
III-16 RS,QTc 394 ms Normal RS, 1EA,2EV ~ Negativa, 18 METS Negativo QTc¢ maximo 451 ms
III-17 RS,QTc 412 ms Normal RS, 20 EA Negativa, 21 METS No realizado No realizado

DCIV: Defecto inespecifico de la conduccion intraventricular, EA: Extrasistole auricular, EV: Extrasistole ventricular, IM: Insuficiencia
mitral, IT: Insuficiencia tricispide, METS: medida del gasto energético durante la prueba, QTc: Intervalo QT corregido (valores
normales de referencia: 300-450 ms), RS: Ritmo sinusal. Los individuos que aparecen subrayados son los afectos de epilepsia.
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4.2.1.4 Pruebas complementarias

Se realizé electroencefalograma en 14 pacientes. El estudio fue normal en 8
(I1-3,11-5,111-3, IT1-6,1T1-8,I11-14,111-17,111-27),  mostr6  anomalias  epileptiformes
generalizadas en forma de punta-onda y polipunta-onda irregular en 4 individuos (II-7,
I1-9, 1I-13, III-11) y anomalias focales de expresion temporal y/o temporo-occipital en
3 individuos (III-11,III-15 y IM-18). El individuo III-11 mostré simultaneamente
anomalias focales temporales y generalizadas. Once pacientes (II-7,11-9,111-6,I11-8,I1I-
11,1I-14,111-15,111-17,111-18,111-27,IV-5) fueron estudiados con pruebas de imagen
cerebral (TC y/o RM cerebral). Los estudios de neuroimagen fueron normales en todos

ellos.
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Figura 11a. Individuo III-11. Descarga generalizada de punta-onda irregular
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Figura 11 b. Individuo III-11. EEG interictal. Puntas focales independientes
sobre ambas regiones temporales. 10 sg/pg

Iméagenes cedidas por cortesia del Dr. Antonio Gil Nagel, H. Ruber Internacional
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Figura 12. Individuo II-13 (probando). Descarga generalizada
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4.2.2 Analisis molecular

Se obtuvieron un total de 49 muestras de ADN entre individuos afectos y
sanos de esta familia (EIG-24). El analisis de ligamiento a los loci descritos asociados a la
epilepsia generalizada con crisis febriles plus reveld una puntuacion lod-score de 5,14 (0
=0,01) para el marcador D2S1776 correspondiente a la region cromosdémica 2q24 donde
se localiza el gen de la subunidad alfa-1 del canal de sodio cerebral (SCNIA). La
secuenciacion directa de los 26 exones codificantes del gen en cuatro individuos afectos
(II-3, 1I-7, II-9 y II-13) mostr6 un cambio de nucledtido (guanina por citosina) en
heterocigosis en la posicion 5205 del gen (C5205G). Esta variacion resulta en el cambio
de un aminoacido de arginina por lisina en la posicién 1735 de la proteina (N1735K). No
se detectd esta variacion en 234 controles [tesis doctoral “Genética Molecular de las
Epilepsias Idiopdticas Generalizadas”, Dra. L Saez].

La presencia del cambio fue analizada en el resto de individuos mediante un
analisis de SSCP. Todos los individuos afectos resultaron portadores heterocigotos de la
mutacion a excepcion del individuo /7/-3 que corresponde a una fenocopia. Ademas se
identificé la mutacion en tres individuos asintomaticos del mismo ntcleo familiar (/77-19,
11120 y II-21).

El cambio de aminoacido se localiza a nivel del bucle extracelular situado
entre el segmento S5 y S6 del cuarto dominio (DIV) de la proteina. Esta region esta
implicada en la interaccion entre la subunidad al y la subunidad B1 del canal de sodio
[Makita N y col, 1996] [Qu y col,1999]. El cambio de aminoacido da lugar a la sustitucion
de una carga neutra por una carga positiva, lo que podria alterar la interaccion i6nica

entre ambas subunidades y la funcion del canal.
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120 20

13.a 13.b
Fig 13. Analisis de secuenciacion: a. paciente y b. individuo control

N1735K

Fig 14 . Esquema de la estructura proteica de la subunidad alfa del canal de sodio cerebral y localizacién de la
mutacién N1735K
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4.2.3 Estudio electrofisiologico
Para conocer las consecuencias funcionales de la mutacion N1735K el equipo del
Dr. H Lerche introdujo la mutacion en la subunidad al del canal de sodio neuronal
humano vy expres6 la subunidad mutada junto a subunidades auxiliares f1 y B2 en
células de mamifero (tsA201). Las caracteristicas electrofisiologicas fueron estudiadas
mediante la técnica de “patch clamp” de célula completa. El analisis estadistico fue
realizado mediante el test de T’ Student.
El analisis electrofisiologico del canal mutado mostré (Figura 15):
= Una reduccion aproximada del 50 % de la densidad de corriente de sodio
comparado con la forma nativa del canal
=  Un enlentecimiento significativo (p<0.001) en la recuperacion del estado
de inactivacion rapida del canal. No se evidenciaron cambios en el voltaje
de activacion e inactivacion del canal ni en la duracion de la inactivacion
rapida del canal.
Ambos mecanismos conducen a una pérdida de la funcion del canal. La
coexpresion de las subunidades auxiliares Bl y B2 no fue suficiente para corregir el
defecto funcional producido por la mutaciéon. Las consecuencias funcionales de la

mutacion N1735K son similares a las descritas en otras familias con GEFS +.
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Fig 15. Resultados del estudio electrofisiolégico

a. Curva de activacion del canal mostrando la reduccion de la densidad de corriente del canal mutado
comparado con la forma nativa del canal (SCN1A-WT)

b. Curva de cinética de apertura del canal, mostrando el desplazamiento de la curva a la derecha provocado
por el enlentecimiento en la recuperacion del estado de inactivacion del canal mutado con respecto al nativo
(p<0.001).
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4.3 FAMILIA ED-HNP

4.3.1 Analisis clinico

4.3.1.1 Caracteristicas del arbol genealogico

Se trata de una familia de origen gallego en la que se identificaron tres mujeres

afectas de heterotopia nodular periventricular (HNP) y sindrome de Ehler-Danlos (ED)

en tres generaciones sucesivas (Figura 16). El analisis del arbol mostr6 que ambas

enfermedades se segregaban conjuntamente. Las mujeres fueron las afectas y portadoras

de ambos trastornos mientras que los hombres eran sanos y constituian un nimero

reducido dentro de la familia. Estas caracteristicas son compatibles con una herencia

dominante ligada al cromosoma X que afecta a mujeres y puede resultar letal en los

I T
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. Paciente afecto de ED y HNP
Paciente con polimalformacion

Figura 16. Arbol genealogico de la familia ED-HNP
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4.3.1.2 Caracteristicas clinicas y fenotipo de los pacientes
Individuo I11-2

La probando de esta familia es una mujer de 68 afios con antecedentes de luxaciones recurrentes
de ambos codos espontaneas o en relacion con minimos esfuerzos desde la infancia. A los 20 afios de
edad comenzd a presentar crisis parciales complejas (caracterizadas por una sensacion epigastrica
ascendente seguida de pérdida del habla y desconexién del medio) y crisis secundariamente
generalizadas. Fue diagnosticada de epilepsia del 1obulo temporal. A los 40 afios se afiaden luxaciones en
ambas articulaciones escapulohumerales con una frecuencia de 1-2 episodios al afio. Es diagnosticada de
una hernia de hiato. A los 65 afios de edad presenté una hemorragia subaracnoidea. La angiorresonancia y
la arteriografia cerebral fueron normales. No se detectaron aneurismas ni malformaciones vasculares
causantes de la hemorragia.

El examen fisico mostrdé una hiperlaxitud articular (figura 17 a) y una piel suave,
hiperextensible, sin cicatrices atroficas. La exploracién neurologica fue normal.

La resonancia magnética cerebral mostrd una heterotopia nodular periventricular bilateral
asociada a una megacisterna magna (figura 18 a). El electroencefalograma interictal mostrd brotes de
actividad lenta bitemporal. Un ecocardiograma transtoracico mostré un prolapso de la valvula mitral con
una insuficiencia mitral leve. La analitica mostrd cifras elevadas de anticuerpos antifosfolipido (IgG:
14,5Ua e IgM: 19,5Ua siendo los valores de referencia normales del laboratorio: 0-10Ua y 0-7Ua
respectivamente). El estudio al microscopio electronico de la biopsia de piel mostro fibras de colageno
anomalas con diametros y morfologias irregulares (figura 19 a). No se observaron anomalias en las fibras
de elastina.

La probando tuvo cuatro hermanos: una hermana que fallecid a los 29 afios de edad a causa de
un infarto agudo de miocardio del que se desconocen mas datos y tres hermanos (incluyendo un varén y
dos hembras) sanos.

Esta paciente presentd cuatro embarazos. El primer embarazo di6é lugar a una hija afecta
(individuo III-2) que se describe a continuacion. El segundo embarazo di6 lugar a un recién nacido vivo
varon (II1I-3) con numerosas malformaciones incluyendo labio leporino, paladar hendido, anomalias
cardiacas y genitales y que falleci6 a las pocas horas de vida. El tercer embarazo resulté en un aborto
espontaneo al cuarto mes de gestacion. El sexo de este aborto se desconoce. Por tltimo tuvo un hijo sano
(individuo II1-4) al que se realizé una RM cerebral que fue normal.

Individuo 111-2

La hija de la probando es una mujer de 40 afos que fue remitida a la consulta de neurologia para
valoracion tras presentar un episodio de inestabilidad y pérdida de conocimiento cuyo origen no pudo ser
bien filiado. Entre los antecedentes personales constaban dificultades de lecto-escritura en la infancia y
cefaleas frecuentes de caracteristicas mixtas (vasculares y tensionales). Se referian ademas luxaciones
repetidas de ambas rodillas (preferentemente la derecha) y de ambos hombros desde los 14-15 afios de
edad. Estas luxaciones se desencadenaban con traumatismos menores y con una frecuencia aproximada

de 2 veces al afio. Hasta el momento del estudio, esta paciente no presento crisis epilépticas.
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En el examen clinico se observo una piel suave y eldstica, una hiperlaxitud articular marcada
(figura 17 b y 17 ¢) y anomalias esqueléticas incluyendo paladar ojival, térax excavado, escoliosis e
hiperlordosis lumbar. El examen neurolégico fue normal.

Los estudios complementarios incluyendo un analisis completo de sangre, estudio cardiologico y
electroencefalograma fueron normales. Las pruebas de imagen cerebral (TC y RM) mostraron una
heterotopia nodular periventricular bilateral (figura 18 b y 18 d), una megacisterna magna y una imagen
localizada en la region parietal derecha compatible con un angioma venoso.

Esta paciente tuvo un aborto del que no se conocen mas datos, una hija sana (individuo IV-2) y
una afecta (individuo IV-1).

Individuo IV-1

La nieta de la probando es una mujer de 19 afios con antecedentes de luxaciones patelares
recurrentes espontaneas o en relacion con traumatismos minimos desde la infancia. Estas luxaciones
llegaron a presentarse con una frecuencia semanal. La paciente habia sido intervenida de estenosis
pilérica y de hernias inguinales bilaterales durante el primer afio de vida. A los 18 afios comienza con
episodios de desconexion y arreactividad seguidos de rigidez y convulsiones generalizadas compatibles
con crisis parciales secundariamente generalizadas.

El examen fisico mostr6 una piel fina, hiperextensible, sin cicatrices hipertroficas y una
hiperlaxitud articular. Se observaron ademas una hiperlodosis lumbar, un paladar ojival y anomalias
gingivales y dentarias. La exploracion neuroldgica fue normal a excepcion de un temblor postural leve.

El electroencefalograma basal resulté normal y la RM cerebral mostré una heterotopia nodular
periventricular y una megacisterna magna (figura 18 c).

A continuacion se muestran imagenes de la hiperelasticidad articular, pruebas de imagen cerebral
y biopsia cutanea realizadas a las pacientes. Las caracteristicas clinicas de cada una de ellas se resumen

de forma esquematica en la tabla 10.
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Individuo Iv-1 111-2 11-2
Hiperelasticidad cutanea + + T
Hiperlaxitud articular + + T

Anomalias viscerales

Hemorragias internas
Alteraciones hematolégicas
Anomalias cardiovasculares

Anomalias esqueléticas

Epilepsia
EEG

RM cerebral

Luxaciones rétula

Luxaciones hombros
y rodillas

Hernia inguinal bilateral -

Estenosis piloro

Paladar ojival
Hiperlordosis lumbar
Anomalias dentarias

J’_

Normal

HNP
Megacisterna magna

Paladar ojival

Escoliosis/hiperlordosis

Torax excavado

Normal

HNP
Megacisterna magna

Luxaciones codos
y hombros

Hernia hiato

HSA
SAF

Prolapso mitral

J’_

Lentificacion temporal

HNP
Megacisterna magna

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de los pacientes pertenecientes a la familia ED-HNP. HNP: Heterotopia
nodular periventricular, HSA: Hemorragia subaracnoidea, SAF: Sindrome antifosfolipido, +: si,-: No.
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Figura 18. Resonancia magnética cerebral (RM) y tomografia
computarizada (TC) mostrando la heterotopia nodular
periventricular (HNP). Imagenes de RM en T2
correspondientes a los pacientes I1-2 (a), III-2 (b) y IV-1 (c¢).
TC sin contraste mostrando la HNP en el paciente III-2 (d).
Las flechas sefialan los nédulos caracteristicos.
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Figura 19. Estudio ultraestructural de una biopsia de piel mostrando
variaciones en el tamaiio y alteraciones en la disposicion de las fibras de
ccoligeno en la probando (a) y en un individuo control (b). El material
amorfo corresponde a fibras de elastina normales

4.3.2 Analisis genético

El modo de herencia en esta familia fue compatible con una herencia dominante
ligada al cromosoma X tal y como se ha descrito en familias con HNP. El andlisis
mutacional del gen de la filamina A (FLNA) detectd una nueva mutacion segregando
con la combinacion de ambos fenotipos (Ehler-Danlos y HNP). Esta mutacion consiste
en el cambio de citosina por timina en la posicion 383(c.383C>T) del gen (exon 3)
(figura 20) lo que da lugar al cambio de una alanina por valina (p.Alal28Val) situado
en el dominio de unidn a la actina (ABD) de la proteina. La mutacion elimina un sitio
de restriccion del enzima Hae I11. Para valorar ésto se amplifico el ADN gendmico con
cebadores especificos obteniendose una secuencia de 115 pares de bases (pb) que fue
digerida con el enzima Hae Il y analizada en un gel de poliacrilamida. El analisis de
RFLPs mostrd cuatro fragmentos de 8, 27, 34 y 46 pb en los individuos normales
mientras que los individuos portadores de la mutacion mostraron un nuevo fragmento
de 61 pb (27 + 34 pb) resultado de la pérdida del sitio de restriccion (figura 21). Este
cambio no fue observado en los individuos sanos de la familia ni en 184 cromosomas
procedentes de individuos control. Ademas el residuo Alal28 se encuentra altamente

conservado en todas las isoformas de la filamina en eucariotas. Estos resultados
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excluyen que el cambio identificado sea un polimorfismo y apoyan que se trata de la

mutacion responsable del fenotipo.
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Figura 20. Mutacién de FLNIA. El analisis de secuenciacion mostro
el cambio ¢.383C>T en el exén 3 del gen. Se muestran los
cromatogramas del individuo III-1(control sano), I1I-2 y I'V-1(afectos
y portadores del alelo mutado). ElI cambio CT presente en
heterocigosis en los individuos afectos aparece sefialado por una
flecha.

Iv-1 Iv-2 -1 mnr-2 mr-3 Mm-1 12 13 4 C M

Figura 21. Analisis RFLPs. Gel de poliacrilamida mostrando el ADN
genémico de los individuos de la familia amplificado y digerido con el
enzima Hae I11. La mutacién ¢.383C>T elimina un sitio de restriccién
del enzima por lo que los individuos afectos muestran un fragmento
mas largo (de 61 pb). C: Muestra control no digerida de la PCR, M:
Marcador de tamaifio. Los individuos afectos aparecen sefialados en
rojo.
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FLN-ex2F FLN-ex2R
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Figura 22. Estructura del gen de la filamina A. Localizacion de la mutacién ¢.383C>T

ABD: Dominio de union a la actina, CHD1 y CHD2: Dominios de homologia con la calponina
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Discusion

5.1 FAMILIA AAE

La familia AAE es de enorme interés clinico ya que representa un nuevo
sindrome epiléptico familiar. La expresividad clinica es muy variable existiendo desde
portadores asintomaticos a pacientes con formas severas y refractarias de epilepsia. La
penetrancia es incompleta y se situa en torno al 55%. Entre los pacientes 6 fueron
mujeres y 5 varones. No hubo diferencias en la expresion clinica entre sexos.

Las caracteristicas de este nuevo sindrome epiléptico se resumen a continuacion.
Aspectos clinicos
Caracteristicas de la epilepsia

La edad de inicio fue variable con un rango de edades entre los 2 y los 62 afios,
preferentemente en torno a la infancia tardia y adolescencia (entre los 9 y los 18 afios de
edad). No se observaron diferencias clinicas entre las sucesivas generaciones ni
diferencias sexuales en la expresion clinica de la enfermedad.

Se trata de una epilepsia mioclonica familiar fotosensible con crisis
generalizadas tonico-clonicas, mioclonias y crisis focales versivas que evolucionan
frecuentemente a estados epilépticos parciales refractarios a medicacion. Los
individuos mas representativos, los que expresan un cuadro clinico mas estereotipado,
son los individuos identificados segtn el pedigree como III-7 (probando), II-10, III-1 y
I1-2.

Tipos de crisis

La epilepsia se caracteriza por la presencia de crisis parciales (fundamentalmente
crisis motoras de tipo versivo) y crisis generalizadas (tonico-clonicas y mioclonias) de
aparicion espontanea e inducida ante estimulos luminosos.

Crisis parciales: 5 de los 11 pacientes (45,4%) presentaron crisis parciales simples
motoras versivas consistentes en desviacion forzada de los ojos, cabeza y cuello en una
direccion (indistintamente hacia la derecha o hacia la izquierda), seguidas de sacudidas
clonicas faciales y/o cefalicas en la misma direccion. Estas crisis fueron breves, no se
acompanaron de alteracién del nivel de conciencia ni de confusién postcritica. Se
observdo una tendencia a evolucionar hacia crisis tonicas asimétricas y crisis
generalizadas tdnico-clonicas. Se mostraron sensibles a estimulos luminosos
desencadenandose ante cambios bruscos de luz y cediendo en la oscuridad. Tienden a
presentarse en acumulos dando lugar a estados epilépticos parciales de horas e incluso

dias de duracién lo que ha conducido en algunos de los pacientes a numerosos ingresos
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hospitalarios e incluso al fallecimiento a causa de complicaciones derivadas de esta
situacion.

La semiologia clinica de estas crisis sugiere un origen frontal. Los movimientos
de version oculo-cefélica se originan a nivel del campo ocular frontal situado en el area
premotora de la corteza frontal dorsolateral (drea 8 y parte de las areas 6 y 9 de
Brodman) y del campo ocular suplementario (situado en posicion rostral al area motora
suplementaria en la corteza frontal dorsomedial). La estimulacion de estas areas induce
un movimiento ocular lento o sacadico seguido de un movimiento versivo de la cabeza
e incluso del tronco hacia el lado opuesto [Godoy J y col, 1990]. Tambien a nivel de la
corteza estriada del l6bulo occipital pueden originarse movimientos versivos, aunque lo
mas frecuente es que se precedan de sintomas visuales si el origen es occipital y que los
movimientos versivos en si se generen por propagacion de la actividad critica a regiones
frontales. Si bien es cierto que no es posible descartar por completo una respuesta
occipital refleja que se propague rapidamente al lobulo frontal, lo cierto es que no
hemos encontrado ninguna evidencia clinica (no hay sintomas visuales al inicio de las
crisis) ni electroencefalografica (no hay respuesta fotoparoxistica occipital ni anomalias
occipitales ictales) en estos pacientes que sustente esta teoria. La corta duracion de las
crisis, la ausencia o minima confusion postictal, la presencia de una postura tonica
asimétrica de las extremidades y la frecuente tendencia a la generalizacion son datos
adicionales que apoyan el origen frontal. Ademas el registro electroencefalografico
durante estas crisis mostré una actividad ritmica ictal en la region frontocentral o
rolandica (figura Sc y figura 7). En resumen; tanto la semiologia clinica como los
hallazgos del electroencefalograma avalan un origen frontal de estas crisis versivas.

Una condicion sorprendente y muy caracteristica de estas crisis es la
fotosensibilidad. Si bien es conocido que las crisis frontales se activan durante el suefio,
tal y como sucede en la epilepsia nocturna frontal autosomica dominante, no hemos
encontrado ninguna referencia de epilepsia frontal fotosensible y/o de crisis frontales
inducidas frente a estimulos luminosos. El mecanismo fisiopatologico por el que
estimulos visuales podrian inducir crisis frontales es dificil de entender aunque la
implicacion de los circuitos frontales en los mecanismos de fotosensibilidad ha sido
propuesta previamente [Kapucu LO y col, 1996]. Es posible que tanto Ila
hiperexcitabilidad del cortex frontal especifica de este sindrome epiléptico como la

importancia de las aferencias visuales al 16bulo frontal jueguen un papel importante.
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Al margen de las crisis parciales versivas dos de los pacientes (individuos I11I-2 y
I1-3) presentaron crisis parciales complejas sugerentes de un origen temporal.

En resumen; las crisis parciales observadas en este sindrome epiléptico son en

su mayoria y caracteristicamente crisis parciales motoras versivas fotosensibles.
Tanto la semiologia clinica como el electroencefalograma sugieren un origen
frontal. No se han evidenciado en las pruebas de imagen anomalias corticales
subyacentes. En el contexto de la variacion mitocondrial encontrada y presumiendo su
valor patogénico, la hiperexcitabilidad del cortex frontal podria ser secundaria al dafo
ocasionado por un déficit metabolico en un area cerebral de elevado consumo
energético.
Mioclonias: Las mioclonias aparecieron en 7 de los 11 pacientes (63,6%) y constituyen
el segundo tipo de crisis mas frecuente después de las crisis generalizadas tonico-
clonicas. En 5 de los 11 individuos afectos (45,4%) fueron el sintoma de inicio de la
epilepsia. Se observaron mioclonias palpebrales, de la cabeza, parcelares y masivas de
las extremidades de predominio en miembros superiores. No presentaron preferencia
horaria, sucedieron frecuentemente en salvas y de forma refleja ante estimulos
luminosos cotidianos; principalmente cambios bruscos en la intensidad de la luz tales
como encender las luces de una habitacion o percibir los rayos del sol a través de una
persiana o a través de una fila de arboles. Ceden en la oscuridad. Se trata por lo tanto de
mioclonias multifocales fotosensibles. El electroencefalograma mostro descargas
generalizadas de polipunta y polipunta-onda en relacion con estas mioclonias.

Las mioclonias fotosensibles se han observado en otros sindromes epilépticos
tales como las epilepsias idiopaticas generalizadas y las epilepsias mioclonicas
progresivas. Las mioclonias propias de las epilepsias generalizadas idiopaticas son por
lo general bilaterales y masivas (como sucede por ejemplo en la epilepsia mioclénica
juvenil). En las epilepsias miocldnicas progresivas (como por ejemplo en la enfermedad
de Unverricht-Lundborg o en la enfermedad de Lafora) es maés tipico observar un
mioclono multifocal que se agrava con la evolucion clinica de la enfermedad de tal
forma que las mioclonias masivas aparecen en las fases tardias, siendo cada vez mas
frecuentes y madas invalidantes para el paciente en actividades basicas como la
alimentacion o la deambulacion. En la familia estudiada coexisten mioclonias parcelares
multifocales con mioclonias masivas lo que la distingue de las epilepsias idiopaticas
generalizadas. Por otra parte, las mioclonias no muestran la evolucidon progresiva e

invalidante caracteristicas de las epilepsias mioclonicas progresivas. Se trata por lo tanto
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de una situacidon intermedia, si bien podria considerarse mas proxima (por el tipo de
mioclonias y su frecuencia) a las epilepsias mioclonicas progresivas.

Crisis generalizadas tonico-clonicas: Las crisis generalizadas tonico-clonicas primarias
y crisis parciales secundariamente generalizadas aparecieron en 9 de los 11 individuos
afectos (81,8%). Constituyen el tipo de crisis epiléptica mas frecuente, aunque no el mas
caracteristico. En 4 de los 5 pacientes que presentaron crisis parciales motoras simples
versivas (80%) fue frecuente la evolucion de las crisis hacia la generalizacion tonico-
clonica secundaria.

Fotosensibilidad

Un rasgo caracteristico de esta epilepsia familiar es la fotosensibilidad. La
prevalencia global de la fotosensibilidad se situa en torno al 5,5% de todas las
epilepsias. Son fotosensibles un 21% de las epilepsias idiopaticas generalizadas, un
5,1% de las epilepsias generalizadas sintomaticas o criptogénicas y solo el 2,8% de las
epilepsias parciales [Harding GFA y col, 1994]. Por lo tanto la epilepsia fotosensible es
en la mayoria de las ocasiones una epilepsia generalizada idiopatica. Las epilepsias con
crisis focales fotosensibles (como las descritas en esta familia) constituyen un fenomeno
poco comun.

En cuanto a las epilepsias generalizadas idiopaticas la epilepsia generalizada
idiopatica més frecuentemente asociada a fotosensibilidad es la epilepsia miocldnica
juvenil (hasta un 30% de los pacientes con EMJ muestran esta condicion), siendo otras
la epilepsia con ausencias y mioclonias palpebrales (sindrome de Jeavons), la epilepsia
con ausencias de la infancia y la epilepsia con crisis generalizadas tonico-clonicas.

Dentro del grupo de las epilepsias generalizadas sintomaticas o criptogénicas
con fotosensibilidad se incluyen la epilepsia mioclénica severa de la infancia, la
epilepsia mioclono-astatica y las epilepsias miocldnicas progresivas.

Las crisis parciales fotosensibles son como hemos comentado infrecuentes. La
revision de la literatura cientifica a este respecto muestra que son muy pocas las
referencias y heterogéneas las caracteristicas clinicas de los pacientes con crisis focales
y fotosensibilidad. En la mayoria de los casos se trata de crisis reflejas occipitales
asociadas o no a lesion estructural. Algunos de estos pacientes presentan una forma de
epilepsia occipital idiopatica fotosensible, tal y como definié el grupo de Guerrini en
1995 en base al estudio de 10 pacientes. Esta epilepsia se inicia en la infancia-
adolescencia, se caracteriza por la aparicién de crisis occipitales reflejas fotosensibles

que se inician con sintomas visuales, seguidas de cefalea, malestar epigastrico y
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vomitos (estos ultimos sintomas secundarios a la propagacion, frecuente, al 16bulo
temporal). El electroencefalograma muestra una actividad de fondo normal y una
respuesta fotoparoxistica occipital, generalizada o ambas. La evolucion, como en la
mayoria de las epilepsias idiopaticas, es benigna.

Ademas se han descrito de forma aislada casos de pacientes con crisis
temporales inducidas por estimulos visuales [Benbadis SR y col, 1996] [Isnard J y col,
1998] [Fiore LA y col, 2003]. Sin embargo no se ha encontrado ninglin caso de crisis
frontales fotosensibles en el humano. Teniendo en cuenta estos datos, la asociacion
de crisis frontales y fotosensibilidad en la familia que hemos estudiado constituye
un hecho interesante y excepcional.

Los mecanismos fisiopatologicos de la fotosensibilidad en epilepsia no son
bien conocidos. Los estudios electroclinicos realizados en el babuino Papio Papio
procedente de Senegal y que representa el modelo animal de epilepsia fotosensible mas
estudiado muestran diferencias con el humano. Mientras que en el primate la respuesta
fotoparoxistica se localiza en la corteza frontal (la estimulacion luminosa intermitente
induce descargas bifrontorolandicas con tendencia a la generalizacion) [Menini C et al,
1998] en el humano la actividad ictal podria originarse en el cortex visual pudiendo
limitarse a la region occipital o extenderse a otras areas corticales [Binnie CD,1994]
[Hennesy MJ et al,2000] [Wilkins AJ et al,2004]. Sin embargo la implicacion de los
circuitos frontales en las epilepsias fotosensibles del humano ha sido propuesta
previamente por el grupo de Kapucu. Este autor estudidé 7 pacientes con una epilepsia
fotosensible pura y crisis inducidas por la television mediante SPECT interictal e ictal.
Este trabajo mostrd un patron comun de hipoperfusion frontal en el estudio interictal e
hiperperfusion de areas frontales durante las crisis. No se observaron cambios a nivel de
regiones occipitales. Los resultados de este estudio llevaron a sus autores a sugerir que
los 16bulos frontales estan implicados en la generacion de crisis fotosensibles en el
humano, sin poder descartar que impulsos visuales y aferencias procedentes de areas
occipitales funcionen como precipitantes [Kapucu LO y col, 1996].

La fotosensibilidad se hereda. La fotosensibilidad es un fenémeno
genéticamente determinado, aunque por el momento se desconocen los genes
implicados. La mayoria de las familias con epilepsia y fotosensibilidad son familias con
epilepsias idiopaticas generalizadas que siguen un patron de herencia autosémico
dominante, lo que ha llevado a pensar que existen factores genéticos comunes entre

estas epilepsias y la fotosensibilidad y a centrar la busqueda conjunta de genes
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[Stephani U y col,2004]. Sin embargo la fotosensibilidad tambien se ha observado en
epilepsias mioclonicas progresivas (ejemplos son la ceroidolipofuscinosis, la
enfermedad de Unverricht-Lundborg o la enfermedad de Lafora) que presentan un
modo de herencia autosomico recesivo. La familia que describimos en esta tesis
muestra una herencia materna de origen mitocondrial, lo cual sugiere que la
fotosensibilidad podria heredarse tambien por esta via. La asociacion de epilepsia y
fotosensiblilidad esta descrita en pacientes con desordenes mitocondriales tipo MERREF,
MELAS y formas solapadas de ambos sindromes [Canafoglia L y col, 2001]. El
mecanismo por el cual trastornos mitocondriales dan lugar a una epilepsia con
fotosensibilidad no es conocido. Hasta el momento no se ha identificado ningtin gen ni
grupo de genes implicados directamente en los mecanismos de fotosensibibilidad.
Recientemente se ha propuesto un gen, el NEDD4-2 (Neuronally Expressed
Developmentally Downregulated 4) como un posible candidato. Este gen codifica para
una proteina ubiquitina ligasa que podria regular la expresion en la membrana celular de
numerosas proteinas, incluyendo canales idnicos (canales de sodio dependientes de
voltaje), proteinas transportadoras y receptores implicados en los mecanismos de
excitabilidad neuronal. El grupo de Dibbens y col encontrd 3 variaciones de cambio de
sentido en residuos conservados de este gen en familias con epilepsias generalizadas
idiopaticas y fotosensibilidad. El andlisis funcional no mostré alteraciones en la
interaccion de esta variante con el canal de sodio dependiente de voltaje por lo que
segun los autores, la fotosensibilidad en estas familias podria derivarse de la interaccion
de este gen con otras proteinas [Dibbens LM y col, 2007].

En el caso de la familia que hemos estudiado la hipétesis que establecemos
es que el defecto mitocondrial encontrado ocasiona un dafio metabdlico y una
hiperexcitabilidad secundarias en las zonas de la corteza cerebral de mayor
consumo metabdlico. Tanto el cortex frontal como el visual son areas corticales de
elevado consumo. La hiperexcitabilidad del cortex frontal y de las vias visuales y sus
aferencias al 16bulo frontal podrian explicar la presencia de crisis parciales frontales
fotosensibles en estos pacientes.

Hallazgos de las pruebas complementarias:
Electroencefalogramas:
Los estudios de electroencefalograma fueron revisados en 7 de los 11 individuos

afectos y no estuvieron disponibles en 4 pacientes.
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Se observo una lentificacion de la actividad de fondo en todos los individuos. Se
detectaron anomalias epileptiformes heterogéneas en forma de ondas agudas, puntas,
complejos de punta-onda y polipunta-onda de expresion focal (predominantemente en
regiones temporales) y generalizada.

La estimulacion luminosa intermitente indujo una respuesta fotoparoxistica
documentada en 4 de 7 pacientes (individuos III-1, III-2, III-7 y III-9) en forma de
descargas generalizadas de polipunta-onda a frecuencias entre 10 y 50 Hz. No se
detectaron anomalias epileptiformes occipitales espontaneas ni en respuesta a la ELI.

Se obtuvieron registros ictales en 4 individuos (individuos III-1, I1I-2, ITI-7 y III-
9). El electroencefalograma durante crisis mioclonicas y generalizadas tonico-clonicas
(individuos III-1, III-7 y III-9) mostr6 descargas de punta-onda y polipunta-onda
generalizada. El individuo III-2 present6 una crisis versiva izquierda durante un EEG de
rutina con correlato de una actividad delta de bajo voltaje seudoritmica en la region
fronto-rolandica derecha (figura 7). El registro ictal durante un estatus epiléptico parcial
versivo en la probando (III-7) mostré una actividad ritmica de puntas a nivel
frontocentral (figura Sc). Por ultimo, los registros realizados durante un estatus
epiléptico en el individuo III-1 mostraron una actividad continua de punta y polipunta-
onda generalizada. No se dispone de estudios de video-EEG.

Pruebas de imagen cerebral

Las pruebas de imagen cerebral fueron revisadas en 7 de los 11 pacientes y no
estuvieron disponibles en 4. Se observé una atrofia cortical en 3 individuos (I1I-7, 1I-10
y II-13). En el individuo III-13 se detectd6 ademés una porencefalia extensa, sin que se
conozcan mas detalles en cuanto a su tamafio y localizacion, ya que no pudieron
revisarse las imagenes. Aunque no podemos descartar en este paciente que la lesion
fuese en realidad una secuela de una complicaciéon perinatal no documentada, sugerimos
a partir de esta observacon que el trastorno mitocondrial pueda ser el causante de la
porencefalia y de otras malformaciones del desarrollo cortical al inducir un déficit
metabolico en etapas precoces del desarrollo.

Evolucion y prondstico

La evolucion de la epilepsia fue muy heterogénea. Algunos pacientes
presentaron una Unica crisis (individuo 1I-2), otros han mantenido una situacion clinica
estable durante afios y en otros individuos la evolucion ha sido hacia el empeoramiento
con crisis refractarias a multiples tratamientos y frecuentes ingresos por estados

epilépticos (individuos 1I-10, III-1, III-2, III-7 y III-13). Cuatro pacientes (II-10, III-1,
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IT1-2 y III-7) precisaron politerapia con mas de cuatro farmacos antiepilépticos. Cuatro
pacientes fallecieron a consecuencia de complicaciones derivadas de su epilepsia (II-10,
II-1, HI-7 y I-13). El individuo II-7 fallecié en su domicilio. Aunque no se pudo
determinar la causa del fallecimiento ya que no se realizd estudio de autopsia se
sospecha que ocurri6 tras una crisis. En la actualidad 5 pacientes continuan seguimiento
regular por neur6logo (I-2, 1I-3, 1I-21, II-2 y III-9). Un paciente continua con crisis
frecuentes a pesar de la politerapia (III-2), 2 pacientes (II-21, III-9) se encuentran sin
medicacion antiepiléptica en el momento del estudio por diferentes motivos (control
parcial de las crisis, negativa a tomar la medicacion). En 2 pacientes se desconoce el
estado actual del tratamiento (I-2, 1I-3).
Signos clinicos asociados
Al margen de la epilepsia se observo:
= Retraso psicomotor en 4 individuos (III-2, III-7, III-9 y III-13) y deterioro
neurolégico progresivo en 1 individuo (II-10)
* Trastornos de conducta y alteraciones psiquiatricas en 6 individuos (II-3, II-7, 1I-
10, II-1, MI-2 y III-7) incluyendo ansiedad, depresion y otras no bien
documentadas. Es interesante conocer que diversos autores han relacionado
trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia, la depresion y el trastorno bipolar
con alteraciones mitocondriales [Jou SH et al, 2009]. Asi mismo se sabe que
estos trastornos psiquidtricos se asocian a un funcionamiento anormal de la
corteza prefrontal. Dado que la mayoria de los pacientes con alteraciones
psiquidtricas fueron pacientes con epilepsia refractaria y que las crisis versivas
se originan precisamente en la corteza frontal podriamos pensar que la patologia
psiquiatrica fuera secundaria a la propia epilepsia o bien a la combinacion de
ambos factores (el malfuncionamiento mitocondrial y la epilepsia refractaria).
* Temblor postural en 5 individuos (I-2, II-10, III-1, II-7 y II1-9)
* Migranas en 3 afectos de epilepsia (II-10, II-21, III-9) y en 2 portadores sanos
(1I-5,111-8)
= Ptosis y Trastornos oculomotores inespecificos en 2 individuos (II-2, III-1)
» Hipoacusia neurosensorial en 2 individuos (II-7 y II-10)

No se evidenci6 ataxia ni otros datos de enfermedad sistémica en la familia.
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En resumen:

Se describe una nueva epilepsia mioclonica familiar.

Las caracteristicas de este sindrome epiléptico son:

- Una edad de inicio variable, preferentemente en la adolescencia y edad adulta
temprana

- Heterogeneidad clinica intrafamiliar

- Presencia de crisis versivas, crisis generalizadas tonico-clonicas y mioclonias

- Frecuente evolucion a estados epilepticos parciales, convulsivos y mioclonicos

- Marcada fotosensibilidad

- Refractariedad al tratamiento

- Electroencefalograma con anomalias epileptiformes focales (de predominio en
areas temporales y rolindicas) y generalizadas heterogéneas (ondas agudas,
puntas, complejos de punta-onda y polipunta-onda)

- Presencia de sintomas asociados como trastornos psiquiatricos, retraso
psicomotor, temblor postural, migrafas, ptosis, alteraciones inespecificas de la
motilidad ocular y sordera neurosensorial

- Pronostico variable

Aspectos genéticos
Modo de herencia

El estudio del arbol familiar mostrd un patron de herencia materna en la que las
mujeres transmitieron la enfermedad a todos sus hijos, tanto varones como mujeres,
mientras que ninguno de los varones afectos transmitieron la enfermedad a su
descendencia. Este tipo de herencia es caracteristica de los trastornos del ADN
mitocondrial.
. Qué hizo sospechar una enfermedad mitocondrial?

Tanto la herencia materna como el cuadro clinico (epilepsia mioclonica asociada
a retraso psicomotor, trastorno psiquiatrico, migrafias y sordera neurosensorial) hicieron
sospechar un desorden mitocondrial.

Las enfermedades mitocondriales constituyen un extenso grupo de enfermedades
del metabolismo oxidativo. Son trastornos multisistémicos con especial predileccion por
el sistema nervioso y musculoesquelético cuya expresion abarca un amplio espectro de

sindromes clinicos. Dos son los sindromes mitocondriales clasicamente asociados a
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epilepsia: el sindrome de MERREF, cuyas siglas hacen referencia a Epilepsia Mioclonica
con Fibras Rojo Rasgadas (FRR) y el sindrome de MELAS, cuyas siglas evocan la
presencia de Miopatia, Encefalopatia, Acidosis Lactica y accidentes cerebrovasculares o
Strokes (en referencia al inglés). El sindrome de MERRF [Fukuhara y col, 1980] se
manifiesta cldsicamente por una epilepsia mioclonica progresiva con crisis miocldnicas
y crisis generalizadas tonico-clonicas. En la epilepsia asociada al sindrome MELAS
[Pavlakis SG y col, 1984] sin embargo, son mas frecuentes las crisis focales con
sintomas motores, que pueden presentarse en acumulos dando lugar a un estado parcial
motor o epilepsia parcial continua. Ambas epilepsias presentan similitudes con la
familia que hemos estudiado. Tanto el tipo de crisis (mioclonias, crisis focales motoras)
como la refractariedad son rasgos comunes en las epilepsias asociadas a citopatias
mitocondriales.

Tambien la fotosensibilidad, presente en esta familia, constituye una
caracteristica de la epilepsia asociada a desdrdenes mitocondriales. Aproximadamente
un 25% de los pacientes con sindrome de MERRF muestran una respuesta
fotoparoxistica en los electroencefalogramas [So N y col, 1989]. Mas aun, la asociacioén
de fotosensibilidad y crisis parciales motoras, como es el caso de la familia que hemos
estudiado, es un hallazgo excepcional. Algunos autores han sugerido que éste podria ser
un rasgo marcador de encefalopatias mitocondriales [Canafoglia L y col, 2001].

Otras manifestaciones clinicas asociadas cominmente a defectos mitocodriales
son el deterioro cognitivo, ataxia, migrafias, talla baja, atrofia Optica y sordera
neurosensorial. En el caso de la familia estudiada, se han observado retraso psicomotor,
alteraciones conductuales y psiquiatricas, trastornos oculomotores, migrafias y sordera
neurosensorial en varios individuos de la familia. La coincidencia de estos sintomas va
nuevamente a favor de una enfermedad mitocondrial.

En dos de los individuos afectos (II-10 y III-9) se indico la realizacion de una
biopsia muscular. El estudio con el microscopio Optico y electronico no detectod la
presencia de fibras rojas rasgadas marcadoras de enfermedad mitocondrial, si bien éstas
solo estan presentes en un porcentaje bajo de casos. Sin embargo el estudio de la cadena
respiratoria en la hermana de la probando (II1-9) evidenci6 un complejo IV ligeramente
descendido, dato que apoya la sospecha diagnostica.

En resumen: tanto el cuadro clinico (epilepsia mioclonica con crisis parciales
motoras versivas refractarias, junto con retraso psicomotor, sordera neurosensorial y

migrafias) como la herencia materna y los resultados del estudio enzimético de la
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cadena respiratoria en la hermana de la probando apoyan el diagnostico de sospecha de

citopatia mitocondrial.

Hallazgos del estudio molecular

El analisis molecular por secuenciacion directa del ADN mitocondrial mostro
un cambio de nucledtido (A>G) a nivel del residuo 5793 del gen codificante para el
ARN de transferencia de cisteina mitocondrial (TRNC). Esta variacion (5793A>G)
no estuvo presente en las muestras analizadas procedentes de 4000 individuos sanos lo
que sugiere que podria tratarse una mutacion. Ademas afecta a un residuo altamente
conservado de la proteina, lo que podria implicar una alteracion de su funcion. Hasta la
fecha no se ha descrito ninguna mutacion en este gen asociada a enfermedad o
patologia humana. Sin embargo mutaciones en genes que codifican para otros ARN de
transferencia se han asociado a sindromes mitocondriales especificos como el sindrome
de MELAS vy el sindrome de MERRF. El 80% de los casos de MELAS se asocian a una
mutacion puntual de cambio de nucledtido (3243 A—G) en el gen codificante para el
ARNt de leucina (MTTL1) [Kobayashi Y y col, 1991] [Goto Y y col, 1992] mientras que
el 80% de los casos de sindrome de MERRF asocian mutaciones puntuales de cambio
de nucledtido (8344 A—G ) en el gen codificante para el ARNt de lisina (MT7K)
[Shoffner JM y col, 1990] [Yoneda M y col, 1990]. Una minoria de pacientes afectos de
MELAS, MERRF y formas solapadas de ambos sindromes se han asociado a
mutaciones en genes codificantes para otros ARN de transferencia: de histidina
(MTTH), fenilalanina (MTTF) o serina (MTTYS).

Dado que la variacion encontrada (que curiosamente produce un cambio de
nucledtido A—G idéntico al observado en los casos de MELAS y MERRF) afecta
tambien a un ARN de transferencia y que el cuadro clinico se asemeja a las
enfermedades mitocondriales descritas, pensamos que la familia estudiada representa
una nueva forma de encefalopatia mitocondrial.

En la actualidad se esta trabajando en la obtencion de células de fusion que
permitan conocer los cambios funcionales que ocasiona esta variacion y que confirmen
el valor patogénico de la misma (Dra. Esther Gallardo, Instituto de investigaciones

biomédicas Alberto Sols, Facultad de Medicina de la UAM).
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5.2 FAMILIA EIG-24
Aspectos clinicos

Se trata de una extensa familia compuesta por 69 individuos a lo largo de cuatro
generaciones en la que se encontraron 22 individuos afectos de epilepsia. El fenotipo de
la epilepsia fue compatible con una epilepsia generalizada con crisis febriles plus o
sindrome de GEFS +.

Los fenotipos mas frecuentes fueron las crisis febriles y las crisis febriles plus
presentes en 9 de 22 individuos afectos (40,9%), seguidos de las crisis febriles plus con
ausencias en 3 de 22 individuos (13,36%). El resto de fenotipos observados en esta
familia fueron: crisis febriles plus con mioclonias en 1 individuo, formas no especificas
de epilepsia generalizada sin crisis febriles en 3 individuos y epilepsia temporal en 1
individuo. Los tres individuos con epilepsias generalizadas presentaron crisis
generalizadas tonico-clonicas solo o crisis generalizadas tonico-clonicas con ausencias
sin crisis febriles asociadas. La epilepsia en estos individuos no mostrd un patron
especifico compatible con ninguna de las formas de epilepsia generalizada idiopatica
definidas en la clasificacion de las epilepsias y sindromes epilépticos de la ILAE (Liga
Internacional Contra la Epilepsia). Ninguno de estos casos se comportdé como una
epilepsia intratable de la infancia con crisis generalizadas tonico-clénicas como se ha
observado en otras familias con GEFS+. La informacién clinica disponible no fue
suficiente para clasificar la epilepsia en 5 individuos (/-2, 1I-17, I1I-3, I1I-30, IV-5). La
ausencia de testigos asi como la dificultad de acceso a una atencidon neuroldgica
especializada en las primeras generaciones, en los adultos de mayor edad y en
determinados entornos, son la causa de que algunos datos clinicos sean imprecisos y de
que no se haya podido definir con exactitud el fenotipo de la epilepsia en estos
individuos.

El inicio de la epilepsia fue en la infancia, con una edad media de 3.5 afios y un
rango de edades comprendidas entre los 9 meses y los 12 afios de edad. No hubo ninglin
caso de debut tras la administracion de vacunas.

La exploraciéon neuroldgica fue normal en todos los individuos afectos a
excepcion de tres: uno de ellos no portador de la mutacion y considerado por lo tanto
una fenocopia (//I-3), el segundo con secuelas cognitivas tras sufrir ahogamiento en

piscina a causa de una crisis (//I-11) y el tercero con un retraso psicomotor moderado
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secundario a asfixia perinatal (//1-30).

Existe una gran variabilidad en la expresion clinica de la epilepsia entre los
individuos de la familia. Este es un rasgo extensamente descrito en otras familias y
caracteristico de este sindrome epiléptico. El amplio espectro clinico engloba desde
crisis febriles tipicas aisladas hasta formas severas de epilepsia tales como la epilepsia
mioclono-astatica (EMA), la epilepsia mioclonica severa de la infancia (EMSI) o la
epilepsia intratable de la infancia con crisis generalizadas tonico-clonicas. Esta
variabilidad se refleja asi mismo en una evolucion y pronostico de la epilepsia muy
heterogéneos. En la familia EIG-24 las crisis remitieron (considerando remision la
ausencia de crisis en los ultimos 5 afios) en 7 individuos (31,8%), persistieron de forma
esporadica en 10 individuos (45,4%) y se mostraron refractarias a tratamiento en 3
individuos (13,6%). Dos de los tres individuos con epilepsia refractaria (I1I-11 y II1-30)
presentaban secuelas de encefalopatia hipoxica secundaria al ahogamiento en piscina
(III-11) y a sufrimiento fetal agudo perinatal (III-30). No se identifico ningin caso de
epilepsia severa de la infancia.

Los mecanismos implicados en esta variabilidad inter e intrafamiliar no son bien
conocidos. Se han planteado varias hipotesis:

* por un lado la influencia de factores ambientales en la expresion de la

enfermedad

= por otro lado la existencia de genes modificadores de la enfermedad.
Es decir que el fenotipo de un paciente estaria condicionado por la influencia e
interaccion de multiples genes. En el caso concreto de esta familia existiria un gen
dominante (SCN1A4) cuya mutacién condiciona la epilepsia asociada a crisis febriles y
genes o alelos modificadores de la enfermedad que influirian en la expresion del
fenotipo concreto en cada individuo. A pesar de que ésta es una idea muy extendida, los
trabajos dirigidos a identificar estos genes modificadores son muy escasos. Como un
ejemplo de ésto el grupo de Baulac y colaboradores present6 en el afio 2001 una familia
de origen francés con crisis febriles y epilepsia temporal en la que se evidencidé un doble
ligamiento a la region 18qter y 1925-q31 con haplotipos comunes en ambas regiones
para todos los individuos afectos lo que llevd a sugerir a estos autores la presencia de
una herencia digénica responsable del fenotipo caracteristico de esta familia [Baulac S y
col, 2001]. Ademas, recientemente el grupo de Escayg demostré en un modelo de raton
de epilepsia mioclonica severa de la infancia cémo el gen SCN8A se comporta como un

gen modificador. Para ello compararon el fenotipo de ratones portadores de una doble
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mutacion en SCNIA y SCNSA en heterocigosis con ratones portadores de una sola
mutacion en SCNIA. El estudio de estos animales mostré una mayor resistencia a las
crisis y un incremento de la supervivencia en los ratones portadores de la doble
mutacion con respecto a los portadores de una unica mutacién en SCNI/A. Este hecho
demuestra que existen variantes de genes (en este caso el SCNSA) que influyen en la

expresion y severidad de la epilepsia /[Martin MS y col, 2007].

En resumen: Esta familia presenta una epilepsia generalizada con crisis febriles plus
tipica y caracterizada por:
= Inicio en la infancia
= Presencia simultinea de crisis febriles y crisis afebriles, generalizadas y focales,
siendo los fenotipos mas frecuentes las crisis febriles y las crisis febriles plus
con crisis generalizadas tonico-clonicas y ausencias
= Gran heterogeneidad clinica intrafamiliar
* Examen neuroldgico y pruebas imagen cerebral normales
= Anomalias epileptiformes en el electroencefalograma generalizadas en forma
de punta-onda y polipunta-onda de morfologia irregular y frecuencia variable
(generalmente > 3 Hz) y focales de predominio temporal.

=  Prondstico variable

Hay dos rasgos clinicos que al margen de la epilepsia distinguen a esta familia de
otras descritas en la literatura cientifica: el primero de ellos es la presencia de trastornos
psiquiatricos e intentos autoliticos y el segundo la muerte subita.

Trastornos psiquiatricos y epilepsia

Encontramos antecedentes de trastorno depresivo en al menos 5 individuos (/I-5, 1I-
13, III-8,11I-15,111-18) ¢ intentos autoliticos en 4 individuos (/I-7,11I-8,111-11,11I-16) de la
familia; todos ellos afectos de epilepsia y portadores de la mutacién a excepcion de uno
(I1I-16).

A este respecto se ha descrito recientemente una familia con GEFS + asociada a una
nueva mutacion en SCNI/A en la que se observaron sintomas psiquidtricos (trastorno
ansioso-depresivo) y ataxia [Mahoney K y col, 2009]. Aunque la asociacion de la epilepsia
con trastornos psiquiatricos ha sido descrita en numerosas ocasiones, éste es el unico
trabajo que hemos encontrado referente a una familia con GEFS + y mutaciones en

SCNIA. No hay sin embargo referencias que vinculen intentos autoliticos a este tipo de
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epilepsia y/o a mutaciones en SCN/A.

La relacion de la patologia psiquiatrica con la epilepsia es dificil de establecer.
Nuestra impresion, mas que pensar que los sintomas ansioso-depresivos sean
consecuencia de la epilepsia, es que ambos trastornos coexisten en la misma familia.
Esto apunta a que pudieran existir factores genéticos de susceptibilidad comunes. No
disponemos de argumentos que expliquen la conexion entre los sintomas psiquiatricos y
la mutacion en SCNIA asociada a esta epilepsia familiar. Podria cuestionarse la posible
existencia de un gen adicional implicado en las manifestaciones psiquiatricas o si es la
propia mutacion en SCNIA la responsable de estos sintomas. Tambien es interesante la
discusion de si mutaciones en este canal podrian estar implicadas en la falta de control
de impulsos subyacente a los intentos autoliticos. Cabe la posibilidad tambien de la
influencia de factores ambientales y de una simple coincidencia de ambas patologias en
la misma familia. Por ello consideramos importante en el futuro hacer mas
observaciones al respecto e intentar definir mejor la patologia psiquidtrica en esta forma
de epilepsia.

Otro aspecto diferenciador en esta familia es la presencia de muerte subita en
cuatro pacientes, aspecto que resulta de enorme importancia y que se expone a
continuacion.

Muerte subita y epilepsia

Cuatro individuos (/I-7, 1I-17, 11I-9 y 1II-10), tres de ellos con epilepsia conocida,
presentaron una muerte subita. Los individuos /I-7 y [I-17 fallecieron de manera
inesperada en casa. Se realizé estudio de autopsia en uno de ellos (/I-17) que no
determiné causa del fallecimiento. Los otros dos pacientes (///-9 y I1I-10) presentaron
una muerte subita durante el suefio a los 2 afos de edad. No se realiz6 estudio de
autopsia.

La muerte subita en pacientes epilépticos se conoce con el acronimo SUDEP en
referencia al inglés (sudden unexpected death in epilepsy) y se define como aquella
muerte ocurrida de forma subita, inesperada, en presencia o ausencia de testigos, con o
sin evidencia de crisis y en la que se han excluido estados epilépticos, complicaciones
derivadas de traumatismos y ahogamiento asi como otras posibles causas de muerte
(estructurales o toxicas) en el estudio postmortem [Nashef L,1996 y 1998] [Leestma
JE, 1997].

El riesgo de muerte subita en la poblacion general es <1/1000. Sin embargo en

pacientes epilépticos se describen 1-2 casos por cada 1000 pacientes al afo [Walczak
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TS, 2001] [Mohanraj R, 2006] [Ficker DM, 2000]. La muerte subita explica entre el 2 y
el 18% de las muertes en pacientes epilépticos.

Se han identificado varios factores de riesgo asociados a la muerte stbita en
epilepsia. Estos incluyen, entre otros, una edad de inicio temprana de la epilepsia, crisis
generalizadas tonico-clonicas frecuentes y refractariedad al tratamiento [Walczak
TS,2001] [Nilsson L, 1999].

Las causas y mecanismos fisiopatoldgicos de la muerte subita asociada a epilepsia
son inciertos y posiblemente heterogéneos. Se han propuesto complicaciones
cardiologicas (arritmias cardiacas), respiratorias (apneas centrales, laringoespasmo) y
neuroldgicas (edema pulmonar neurogénico) como posibles responsables [Nashef L,
1996]. La mayoria de los autores piensa que las arritmias cardiacas sucedidas durante
las crisis o en el periodo postcritico constituyen el principal mecanismo.

La asociacion familiar de muerte subita y epilepsia es inusual. Hasta el momento
solo se ha descrito una familia afecta de GEFS + y una mutacion de SCNI4 en la que
dos pacientes sufrieron una muerte subita durante el suefio. Aunque no se pudo obtener
ADN de estos pacientes para confirmar que fuesen portadores de la mutacion el anélisis
del pedigree y los fenotipos de estos pacientes fueron compatibles con el diagnostico.
Mutaciones adicionales en genes asociados al sindrome de QT largo (KCNQI, KCNH?2,
KCNEI, KCNE2 y SCN5A) fueron descartadas en familiares de primer grado de estos
pacientes. Los autores de este trabajo llaman la atencion sobre la coexistencia de la
muerte subita en esta familia con GEFS + y mutacion en SCN/A4 y sugieren la relacion
de este canal con ambos trastornos [Hindocha N et al, 2008].
¢ Qué tipo de arritmias cardiacas se producen durante las crisis epilépticas?

Existen varios estudios dirigidos a la busqueda de arritmias cardiacas sucedidas
durante las crisis en pacientes epilépticos monitorizados en unidades de
videoelectroencefalografia. Estos estudios muestran que las anomalias del
electrocardiograma (ECG) durante las crisis son frecuentes pudiendo aparecer hasta en
un 40% de los pacientes. En la mayoria de las crisis existe un aumento del ritmo
cardiaco secundario a un estado hiperadrenergico, siendo la taquicardia sinusal la
arritmia mas comunmente descrita. Generalmente se trata por lo tanto de arritmias
benignas. Las arritmias cardiacas potencialmente graves son menos frecuentes (se
estima que puedan aparecer en el 10% de los pacientes) e incluyen la bradicardia sinusal
y la asistolia asi como alteraciones del segmento ST y del intervalo QT [Opherk y col,

2002] [Standridge SM y col, 2010].
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Las anomalias del ECG se asocian mas frecuentemente con crisis generalizadas
que con crisis focales. Sin embargo algunas arritmias potencialmente graves (la
bradicardia sinusal y la asistolia) aparecen comtiinmente asociadas a crisis parciales de
origen temporal [Britton JW,2006] [Schuele SU, 2007] [Winesett P, 2009] [Odier
C,2009] [Opherk C, 2002] .

En conjunto todas estas observaciones respaldan la hipdtesis de que arritmias
cardiacas sucedidas durante las crisis puedan ser las responsables del aumento del
riesgo de muerte subita en la epilepsia.

JQué tipo de arritmias cardiacas se asocian a muerte subita?

Los dos sindromes méas comuinmente asociados a muerte subita de origen
cardiaco son el sindrome de QT largo y el sindrome de Brugada. Ambos sindromes
se caracterizan por patrones electrocardiograficos caracteristicos asociados a sincopes
de repeticion y a arritmias cardiacas malignas en ausencia de una cardiopatia
estructural. Cada vez son més numerosos los trabajos publicados en los que se describen
pacientes con crisis epilépticas y estos sindromes arritmogénicos; en algunas ocasiones
el diagnostico erroneo de crisis epilépticas enmascara y retrasa la deteccion del
sindrome, mientras que en otros casos hay una coincidencia de ambas patologias.

El sindrome de Brugada y el sindrome de QT largo forman parte de las
canalopatias ya que se producen por alteraciones de los canales id6nicos transmembrana
implicados en el potencial de accion celular. Ambas entidades se han asociado a
mutaciones en el gen codificante de la subunidad alfa-5 del canal de sodio (SCN5A4) que
se expresa en el musculo cardiaco.

El sindrome de QT largo se caracteriza por la presencia de un intervalo QT
prolongado en el electrocardiograma (QTc>440ms) junto con arritmias ventriculares
polimorfas que dan lugar a sincopes de repeticion y muerte subita. Este sindrome es
genéticamente heterogéneo; se ha asociado a mutaciones en numerosos genes que
codifican subunidades de canales i6nicos de potasio, calcio y sodio (KCNQI, KCNH?2,
KCNEI, KCNE2, CACNAlc, CAV3, SCN5A, SCN4B). La variante mas frecuente
(LQTT) es causada por mutaciones en el gen codificante para la subunidad Q1 del canal
de potasio (KCNQI). El tipo LQT3 es debido a mutaciones en el gen codificante para la
subunidad alfa-5 del canal de sodio cardiaco localizado en el cromosoma 3 (3p21-24)
[Wang Q y col, 1995]. Los estudios funcionales de mutaciones encontradas en este gen
mostraron un defecto en la inactivacion del canal lo que conduce a una despolarizacion

mantenida y una prolongacion del potencial de accion miocardico que explicaria el
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riesgo de arritmias [ Wang DW y col, 1996)].

El sindrome de Brugada se caracteriza por la presencia en el electrocardiograma
de un segmento ST elevado en precordiales derechas (V1-V3) asociado a bloqueo de
rama derecha y a arritmias ventriculares malignas [Brugada P y col, 1992]. La
prevalencia estimada se sittia en torno a 5/10.000 habitantes. EI modo de herencia es
autosdmico dominante. El gen mds importante hasta el momento relacionado con este
sindrome es el gen codificante de la subunidad alfa-5 del canal de sodio cardiaco o
SCN5A [Chen Q y col, 1998]. Los estudios funcionales de las mutaciones detectadas en
este gen muestran de forma general una reduccion de la corriente de sodio por diferentes
mecanismos. El desequilibrio entre las corrientes positivas de entrada y salida en la fase
1 del potencial de acciéon miocardico (predominio de la corriente de salida de k+) da
lugar a un fenomeno de repolarizacion que da explicacion a la morfologia del
electrocardiograma y a las arritmias ventriculares caracteristicas de este sindrome.

Mutaciones en este mismo gen (SCN5A4) se han asociado a otros defectos de la
conduccion cardiaca como la enfermedad progresiva del sistema de conduccion familiar
o la enfermedad del seno.

Dos datos interesantes son la mayor prevalencia en varones y el aumento de las
arritmias durante el suefio, lo que explica las muertes subitas ocurridas durante la noche
[Benito B y col, 2009]. Es importante recordar a este respecto que en la familia que
estudiamos tres de los cuatro pacientes fallecidos eran varones y que en dos de ellos la
muerte subita sobrevino durante el suefio.

Con respecto a la aparicion durante el suefio se sabe que el reposo y el sueio
nocturno son situaciones en las que hay un aumento de la inervacion vagal. El aumento
de la acetilcolina (principal neurotransmisor mediador) disminuye la corriente de calcio
lo que podria desequilibrar ain mas las corrientes positivas de entrada a la célula y de
esta forma favorecer la arritmogénesis.

Con respecto a la mayor expresividad del sindrome en varones se han propuesto
dos explicaciones: la primera de ellas es que existen diferencias constitucionales en las
corrientes i0nicas entre ambos sexos; la segunda es que las hormonas sexuales pueden
influir o modificar estas corrientes i6nicas [Benito B y col, 2009].

Ademéds, otro dato interesante, es la observacion de que la fiebre actua como
factor desencadenante de arritmias en nifios con sindrome de Brugada [Probst V' y col,
2007]. Este hecho es debido a que la temperatura influye en las propiedades

electrofisiologicas del canal pudiendo desencadenar las arritmias [Dumaine R y col,
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1999].

Recientemente el grupo de Thomas EA ha estudiado la influencia de la
temperatura en las propiedades electrofisiologicas del canal de sodio neuronal en células
transfectadas de mamifero. Estos autores demostraron como el aumento de temperatura
indujo una disminucion del potencial umbral y un aumento de la tasa de apertura del
canal. En este mismo trabajo estos autores utilizaron un programa de simulaciéon por
ordenador de un modelo de excitabilidad de células de hipocampo para predecir el
efecto de los cambios producidos por el aumento de temperatura en la propagacion del
potencial de accion encontrando que los cambios apreciados en el estudio
electrofisiologico conducen a un incremento de la excitabilidad neuronal que sea
probablemente la explicacion fisiopatoldgica de las crisis febriles [Thomas EA y col,
2009].

JPor qué mutaciones en el canal de sodio neuronal podrian explicar la muerte subita?

La coincidencia de muerte subita y epilepsia en esta familia hizo sospechar desde
un principio una transmision conjunta asi como la posibilidad de que la mutacién
encontrada en SCN1A pudiera ser la causante de ambos trastornos. Hasta el momento no
se ha confirmado la asociacion de muerte subita con mutaciones en SCN/A4 ni se han
descrito arritmias potencialmente malignas asociadas a mutaciones en este gen. Sin
embargo, como hemos expuesto anteriormente, mutaciones en el gen homdlogo
expresado en miocardio (SCN5A4) se han vinculado con sindromes arritmogénicos
causantes de muerte subita tales como el sindrome de Brugada y el sindrome de QT
largo.

Recientemente el grupo de Maier y colaboradores han demostrado que la
subunidad alfa-1 del canal de sodio neuronal se expresa tambien en el tejido cardiaco de
ratones adultos. Esta subunidad se localiza en los tubulos transversos y segin sugieren
estos autores podria estar implicada en la transmision de la sefial eléctrica a los miocitos
(en el acoplamiento entre el sistema de conduccion y de contraccion del musculo
cardiaco). Ademas, esta misma subunidad del canal de sodio neuronal se encuentra en el
nodo sinoauricular pudiendo estar implicada en el control del ritmo cardiaco [Maier SK,
2002] [Maier SK,2003].

Ambos hechos; la asociaciéon de un gen homologo (SCN5A4) con sindromes
arritmogénicos malignos y la demostracion de que la subunidad alfa-1 del canal de
sodio neuronal se expresa tambien en tejido cardiaco fortalecen la idea de que

mutaciones en SCNI/A pudieran ser causantes de arritmias cardiacas malignas tipo
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Brugada o QT largo en esta familia. En base a esta hipotesis se realizd un estudio
cardiolégico en 4 individuos afectos y 3 individuos sanos que sirvieron como controles.
La evaluacion cardiologica no mostré anomalias significativas en ninguno de los
individuos estudiados. Sin embargo, a pesar de no disponer de una evidencia clinica y
en ausencia de otros mecanismos etiopatogénicos, continuamos cuestionandonos la
posibilidad de que la mutacién en SCNI/A genere arritmias ocultas que no han podido
ser desenmascaradas por el estudio cardioldgico y que explicarian los casos de muerte
subita en esta familia.

JPor qué en concreto esta mutacion y no otras mutaciones en SCNI1A podria explicar
un aumento del riesgo de muerte subita en esta familia?

Una cuestion que surge irremediablemente es por qué la mutacion concreta
encontrada en esta familia podria implicar un riesgo aumentado de muerte subita con
respecto a otras mutaciones encontradas en familias con GEFS + sin muerte subita. La
repercusion funcional de la mutaciéon N1735K es similar a la observada en otras
mutaciones por lo que no es esta mutaciéon en concreto ni el defecto funcional que
ocasiona lo que explicaria el aumento de la muerte stbita.

Las explicaciones a esta cuestion podrian ser:

* Por un lado que los casos de muerte subita en familias con epilepsia generalizada
con crisis febriles plus y mutaciones en SCNI/A4 hayan pasado desapercibidos o no
hayan sido correctamente diagnosticados. En este sentido es importante la deteccion
de nuevos casos y estudiar bien la causa del fallecimiento de pacientes con GEFS +
en otras familias.
* Por otro lado el trasfondo genético y la presencia de genes que actuen como
modificadores de la enfermedad podrian explicar el riesgo aumentado de muerte
subita en esta familia. En este sentido seria interesante el estudio de los genes
SCN5A4 y SCN34 que codifican para el canal de sodio expresado en miocardio en
busca de mutaciones o de alelos especificos que diferencien a esta familia del resto
de la poblacion y que podrian por lo tanto estar condicionando un mayor riesgo de
muerte subita.

Aspectos genéticos:

El analisis del pedigree mostré un modo de herencia autosémico dominante.

El analisis directo del gen SCNI1A detectd la mutacion C5205G en heterocigosis
en 24 individuos de la familia de los cuales 21 expresaron la enfermedad mientras que 3

fueron asintomaticos (individuos II1-19, 1II-20 y I1I-21). Esto demuestra la penetrancia
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incompleta de este sindrome epiléptico, siendo en el caso de la familia que hemos
estudiado del 87,5%. Es interesante destacar que los tres portadores asintomaticos
pertenecen a un mismo nucleo familiar lo que podria deberse a la existencia de genes
y/o alelos protectores en estos individuos.

Todos los pacientes fueron portadores de la mutacion a excepcion del individuo
III-3. Este individuo, considerado como una fenocopia, presentd un retraso mental
grave secundario a un hipotiroidismo congénito junto con crisis generalizadas tonico-
clonicas afebriles y ausencias atipicas. Las fenocopias no son infrecuentes en familias
con GEFS +. La distincion clinica de estas fenocopias es complicada, debido a la gran
heterogeneidad y variabilidad en la expresion clinica de este sindrome epiléptico.

La variacion C5205G encontrada en esta familia constituye una nueva
mutacion en el gen codificante de la subunidad alfa-1 del canal de sodio neuronal
(SCNI1A4). Esta mutacion induce un cambio de aminoacido en la posicion 1735 de la
proteina. Este residuo es altamente conservado y se localiza a nivel del bucle
extracelular entre el segmento S5 y S6 del IV dominio de la proteina. Esta region esta
implicada en la interaccion de la subunidad alfa con las subunidades beta [Makita N,
1996] [Qu Y, 1999]. La mutacion N1735K da lugar al cambio de un aminoacido sin
carga (arginina) por un aminoacido cargado positivamente (lisina). El exceso de cargas
positivas podria alterar la interaccion entre la subunidad alfa-1 y las subunidades beta-1
lo que a su vez podria modificar la cinética del canal.

Los estudios funcionales realizados en familias con GEFS + y mutaciones en
SCNIA han mostrado una amplia gama de efectos en la expresion y funcién del canal,
dando lugar tanto condiciones de hiperexcitabilidad como de hipoexcitabilidad de la
membrana neuronal. Incluso se ha demostrado que una misma mutacién puede dar lugar
simultdneamente a cambios de hipo e hiperfuncion en la cinética del canal y por lo tanto
a condiciones de hiper e hipoexcitabilidad. El estudio funcional de la mutacion
encontrada en esta familia fue desarrollado en el laboratorio del profesor H. Lerche. La
mutacion N1735K indujo una disminucion en la densidad de corriente de sodio asi
como un retraso en la recuperacion de la fase de inactivacion del canal lo que da
lugar a una pérdida de funcion del canal. Es dificil comprender como la hipofuncion del
canal de sodio da lugar a un estado de hiperexcitabilidad. Diversos autores argumentan
que es la hipofuncidon de los sistemas inhibitorios la que induce secundariamente la
hiperexcitabilidad neuronal subyacente a la epileptogénesis de la misma forma que

podria inducir la hiperexcitabilidad miocardica y ser el origen de arritmias
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potencialmente malignas.

5.3 FAMILIA ED-HP

Aspectos clinicos
Fenotipo

El aspecto clinico mas relevante en esta familia fue la coincidencia de dos
trastornos que hasta el momento se conocian de forma independiente: la
heterotopia nodular periventricular y el sindrome de Ehler-Danlos y la
segregacion de ambos fenotipos con una nueva mutacion en el gen de la filamina-
A. Hasta el momento, la asociacion de ambos sindromes habia sido tan solo observada
en dos casos esporadicos y no existian casos familiares descritos. En 1981 el grupo de
Cupo y col describio una mujer de 30 afios afecta de un sindrome de Ehler-Danlos con
hiperelasticidad cutdnea y articular, enfermedad pulmonar progresiva secundaria a
enfisema panacinar, aneurismas de los senos de Valsalva y crisis epilépticas. La
paciente falleci6 a causa de una arritmia ventricular maligna y el estudio de autopsia
reveld la presencia de una heterotopia nodular periventricular [Cupo et al, 1981]. Estos
autores concluyeron que esta paciente presentaba una forma de Ehler-Danlos diferente a
las diez variantes conocidas hasta entonces. Afios mas tarde, en 1996, el grupo de
Thomas y colaboradores publicé el caso de una mujer de 24 afios afecta de un sindrome
de Ehlers-Danlos asociado a crisis focales sensitivo-motoras derechas. El sindrome de
ED en esta paciente se caracterizaba por una piel hiperextensible, una hipermovilidad de
las pequenas articulaciones, dilatacion de los senos de Valsalva y de la raiz aortica. La
imagen de RM cerebral mostré una HNP asociada a una megacisterna magna y a una
agenesia parcial de la parte posterior del cuerpo calloso [Thomas et al, 1996]. Esta
paciente tuvo dos embarazos de sexo masculino que resultaron en abortos. Los autores
concluyeron que se trataba de un nuevo subtipo de ED asociado a una heterotopia
nodular periventricular y una herencia dominante ligada al cromosoma X.

El sindrome de Ehler-Danlos se ha relacionado con otros tipos de
malformaciones del desarrollo cortical. Una mujer de 22 afios con un sindrome de ED
tipo I y una epilepsia secundaria a una heterotopia focal asociada a una malformacion
vascular en la region silviana izquierda fue descrita por el grupo de Pretorius en 1983
[Pretorius ME et al, 1983]. Tambien se han descrito dos pacientes con un sindrome de
ED y una polimicrogiria bilateral [Echaniz-Laguna et al, 2000]. Ambas malformaciones

constituyen en origen un trastorno de la migracion neuronal.
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Recientemente, coincidiendo con la realizacién de este trabajo, Sheen y col
publicaron una serie de nueve casos esporddicos (incluyendo las dos pacientes
previamente descritas por Cupo y Thomas) y dos familias con ED y HNP. Solo se
encontraron mutaciones del gen FLNA en tres de los nueve casos esporadicos (ninguno
de los descritos inicialmente por Cupo y Thomas). Estos son los primeros casos
esporadicos con ambos fenotipos en los que se han demostrado mutaciones en el gen de
la filamina. Estas mujeres presentaron hiperelasticidad cutanea, hiperlaxitud articular y
malformaciones vasculares tales como aneurisma aodrtico o cambios mixomatosos a
nivel de las valvulas cardiacas. Una de las pacientes presentd ademas escoliosis, pectum
excavatum, paladar ojival e hipoplasia mandibular, rasgos clinicos que recuerdan a la
descripcion de las mujeres afectas de nuestra familia. De las dos familias estudiadas por
estos autores solo se encontré mutacion en el gen FLNA en una de ellas [Sheen et al,
2005].

Esta es la segunda familia descrita afecta de ED y HNP con una herencia

dominante ligada al cromosoma X y una mutacion en el gen de la Filamina A.

Un nuevo subtipo de Ehler-Danlos

El sindrome de Ehlers-Danlos constituye un grupo de desoérdenes del tejido
conectivo que comparten rasgos comunes: hiperelasticidad cutanea, hipermovilidad
articular y fragilidad tisular. Se han descrito 6 subtipos principales [Beighton et al,
1998].

Analizando en detalle las caracteristicas clinicas de los diferentes subtipos de
Ehlers-Danlos, observamos que el fenotipo de esta familia es distinto a las variantes
clinicas descritas hasta el momento. La presencia de una piel hiperextensible y fragil
junto con la formacion de cicatrices atroficas/hipertréficas son caracteristicas de las
formas clésicas (ED tipo I y II). La hipermovilidad articular con tendencia a luxaciones
de repeticion (que constituye el rasgo clinico mas representativo en la familia estudiada)
es caracteristica del sindrome de ED tipo III que es el que inicialmente se sugirio. Sin
embargo, en este subtipo de ED no son tipicas las anomalias viscerales (como la hernia
inguinal bilateral, estenosis de piloro y hernia de hiato presentes en los individuos IV-1
y II-2 respectivamente) ni cardiovasculares (como el prolapso mitral y la hemorragia
subaracnoidea observadas en el individuo II-2, mas propias de la forma de ED tipo IV o
vascular), ni gingivales (presentes en el individuo IV-1 y caracteristicas de la variante

periodontal o ED tipo VIII). Las anomalias esqueléticas observadas (escoliosis,
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hiperlordosis lumbar, pectum excavatum) exceden tambien el cuadro clinico
caracteristico del sindrome de ED tipo III.

Tampoco la herencia dominante ligada al cromosoma X como se observa en esta
familia es caracteristica de ninguno de los subtipos del sindrome de ED descritos.

Por todo ello pensamos que se trata de un nuevo subtipo de ED.

Rasgos comunes con otros sindromes malformativos

Ademds del sindrome de Ehlers-Danlos en esta familia se observaron
malformaciones craneofaciales de la linea media severas (labio leporino y paladar
hendido en el individuo III-3, recién nacido que falleci6 a las pocas horas de vida) y
leves (paladar ojival observado en los individuos IV 1 y III-2). Estas anomalias no estan
descritas en pacientes con sindrome de ED y se asemejan mas al tipo de malformaciones
descritas en otros sindromes malformativos congénitos tales como la displasia
frontometafisaria y los sindromes otopalatodigitales (OPD). Estos sindromes
constituyen displasias esqueléticas asociadas a un conjunto variable de malformaciones
a nivel craneofacial y de otros o6rganos. Se han relacionado recientemente con
mutaciones en el gen FLNA [Robertson et al, 2003], lo que convierte a estos sindromes
y a la HNP en condiciones alélicas de un mismo trastorno genético. La familia que
presentamos en esta tesis presenta rasgos clinicos comunes y superponibles a

ambas entidades.

La heterotopia nodular periventricular no es un trastorno aislado de la migracion
neuronal

Por otro lado, la heterotopia nodular periventricular no constituye un trastorno
aislado de la migracion neuronal. Los pacientes afectos de HNP pueden asociar
malformaciones menores a nivel del sistema nervioso central (disminucion del tamafo
del cuerpo calloso, megacisterna magna vs hipoplasia cerebelosa), trastornos
cardiovasculares  (ductus arterioso persistente, valvulopatia), hematoldgicos
(coagulopatia) o anomalias esqueléticas craneofaciales de la linea media y de las
extremidades (acortamiento digital, clinodactilia, sindactilia) [Fox et al, 1998]
[Musumeci et al, 1997] [Slaney et al, 1999] [Zannolli et al, 2002] [Dobyns et al,1997]
[Guerrini et al,1998]. Estas observaciones clinicas resultan por el momento escasas

pero indicativas de que en muchos pacientes la HNP constituye un rasgo dentro de un
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sindrome polimalformativo congénito afectando a multiples tejidos y no solamente un
trastorno aislado de la migracion neuronal.
Por lo tanto, esta familia presenta un fenotipo solapado entre la HNP, el

sindrome de Ehlers-Danlos y el espectro de sindromes otopalatodigitales.

Aspectos genéticos

El modo de herencia en esta familia fue compatible con una herencia dominante
ligada al cromosoma X tal y como se observa en las familias afectas de HNP y
mutaciones en el gen FLNA. El analisis mutacional de este gen permitio identificar una
nueva mutacion (p.Alal28Val) segregando con ambos fenotipos (HNP, ED). La
mutacion afecta a un residuo de alanina altamente conservado, situado en el primer
dominio homologo de la calponina (CHD 1) del dominio de unién a la actina o ABD, en
el extremo amino-terminal de la proteina. Se han descrito en este dominio tres
potenciales sitios de union a la actina (ABS). Uno de ellos (ABS-2) es esencial para la
union a la actina [Van del Flier et al, 2001]. La mutacion p.Alal28Val afecta a la
secuencia estandar de reconocimiento del sitio ABS-2 lo que es esperable que altere la
union filamina-actina.

La interaccion entre ambas proteinas es fundamental para el mantenimiento de la
estructura y dindmica del citoesqueleto de actina [Stossel et al, 2001] [Vadlamudi et
al,2002] [Robertson et al, 2003]. Esto es a su vez esencial en los procesos de
crecimiento, adhesion y migracién celular implicados en la organogénesis. Esto
explicaria como mutaciones en el gen de la filamina podrian asociarse a sindromes
polimalformativos a nivel de miultiples organos y tejidos incluyendo anomalias
esqueléticas, viscerales, cardiovasculares y trastornos de la migracion neuronal como la
heterotopia nodular periventricular observada en esta familia.

Por otro lado el defecto en la interaccion filamina-actina podria dar lugar a la
formacion de redes de actina anormalmente laxas. Asi mismo la filamina mutada podria
alterar la funcion de las integrinas en la adhesion de las células a la matriz extracelular
confiriendo una elasticidad y fragilidad tisular excesivas lo que podria traducirse a nivel
clinico en la hiperelasticidad cutanea e hipermovilidad articular observadas en los
individuos afectos de esta familia y que condujeron al diagndstico de un sindrome de

Ehlers-Danlos.
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Por todo ello pensamos que la mutacion encontrada en la filamina es la
responsable de la expresion simultdnea del sindrome de Ehlers-Danlos y la HNP en esta
familia.

Se desconoce cuales son los mecanismos moleculares que conllevan a la
expresion clinica de ambos fenotipos en esta familia asi como el mecanismo por el cual
mutaciones en el gen de la filamina dan lugar a diferencias de fenotipo tan marcadas
como las que existen entre la HNP y los sindromes OPD.

Una primera hipotesis es que la expresion de un determinado fenotipo
dependa del tipo y localizacion de la mutacion. Un ejemplo de ello es que la mayoria
de mutaciones asociadas a HNP se localizan en el extremo amino-terminal de la
proteina y producen una rotura de la proteina mientras que las mutaciones asociadas a
los sindromes OPD presentan una distribucion difusa a lo largo de la proteina y
ocasionan mutaciones puntuales que pueden alterar parcialmente la funcion de la
filamina sin producir una pérdida completa de su funcién. Es decir que diferentes
mutaciones pueden ocasionar alteraciones funcionales distintas en la proteina y como
consecuencia de ello, variaciones en el fenotipo. Por otro lado la filamina interacciona
con multiples proteinas de una gran diversidad funcional. La interaccion con cada una
de estas proteinas se establece en puntos concretos de la molécula, principalmente a
nivel de su extremo carboxilo-terminal. De esta forma, mutaciones puntuales pueden
interferir la unién de la filamina con determinadas proteinas y alterar de este modo
funciones muy especificas dando lugar a signos/sintomas concretos. Por ejemplo,
mutaciones que alterasen la interaccion de la filamina con la glicoproteina Ib plaquetaria
implicada en la adhesion de plaquetas al endotelio vascular dafiado y en la activacion de
la cascada de coagulacion podrian estar implicadas en trastornos de la coagulacion en
estos pacientes.

Una segunda hipotesis para explicar la combinacion de fenotipos es que la
mutacion encontrada en FLNA genere dos transcritos de ARNm diferentes y su
traduccion en dos proteinas anomalas distintas; una de ellas responsable de la
HNP y otra responsable del fenotipo ED-sindromes OPD. Es bien conocido que los
genes de la filamina presentan procesamientos alternativos como resultado de la
existencia de diversos promotores y regiones de poliadenilacion y que estos
procesamientos alternativos del ARN mensajero dan lugar a variantes de la proteina con
cambios en sus propiedades funcionales. Como ejemplo, recientemente el grupo de

Zenker publico el caso de una mujer con una HNP asociada a una displasia
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frontometafisaria en la que se identificé una mutacion de novo en el gen de la filamina
A. Esta mutacion (L2439M) crea un sitio de splicing alternativo en el exon 45 del gen,
dando lugar a la transcripcion de dos proteinas funcionales aberrantes: una de longitud
normal portadora del cambio de aminoacido y otra de longitud mas corta debido a la
pérdida de 21 pares de bases como resultado del splicing alternativo. Estos autores
sugieren que la existencia de estas dos proteinas andmalas a partir de una sola mutacion
es la causa de combinacion de ambos fenotipos [Zenker M et al, 2004], de forma similar
a como podria suceder en nuestra familia. Tambien recientemente se describid un varon
afecto de heterotopia nodular periventricular asociada a rasgos dismorficos
craneofaciales y estrefiimiento severo en el que se identificd una mutacion en un sitio de
splicing en el exdn 13 del gen de la filamina A. Esta mutacion generaba dos transcritos
de ARNm; uno de longitud completa y otro mas corto con pérdida de la region 3’ del
exon 13. Los autores de esta publicacion proponen que la existencia de estos dos
transcritos es la responsable del nuevo fenotipo [Hehr et al, 2006 ].

Este hecho podria explicar la combinacion de fenotipos observada en nuestra
familia aunque en principio la mutacién ¢.383C>T no afecta a ningun sitio conocido de
splicing. De todas formas esta teoria resulta muy interesante, ya que aiin no se conocen
bien cuales son los procesamientos alternativos que sufre la Filamina A ni cuales son las
consecuencias funcionales y clinicas de éstas variantes.

Por ultimo, la inactivacion aleatoria del cromosoma X podria constituir un
mecanismo epigenético modificador del fenotipo. Las mujeres portadoras
heterocigotas de mutaciones en el gen FLNIA presentan dos lineas neuronales: unas que
expresan la mutacion, no migran correctamente y se quedan en la region periventricular
constituyendo los nodulos heterotopicos y otras expresando el alelo normal que migran
hasta la corteza cerebral. Esto explica como se produce la HNP. La inactivacion
aleatoria del cromosoma X puede desequilibrarse bien a favor del alelo normal, bien a
favor del alelo mutado, lo que puede modificar la expresion del fenotipo tanto en la
severidad como en la expresion clinica en los diferentes organos o tejidos.Como
ejemplo de esto, recientemente se publico el caso de una madre y una hija afectas de
HNP. El fenotipo en la hija fue mas grave como resultado de una inactivacion
preferencial (>80%) del cromosoma X normal [Tsuneda SS et al, 2008].

Una tultima cuestion que nos planteamos es como la HNP asociada a mutaciones
del gen FLNI1A puede generar epilepsia. En el momento actual no esté claro cuales son

los mecanismos que conducen a la epileptogénesis en la HNP.
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Los estudios mas recientes sugieren que el origen de las crisis estd en una

excitabilidad anormal tanto de las neuronas heterotdopicas como de las neuronas

corticales con las que establecen conexiones [Valton L et al, 2008] [Archer JS et al,

2010]

Se sabe ademds a través de estudios inmunocitoquimicos que la filamina se

coexpresa con el canal de potasio dependiente de voltaje Kv4.2 a nivel de las espinas

dendriticas, que modula su expresion en la membrana y la generacidon de corrientes a

través del canal. La funcion principal de estos canales es regular la excitabilidad de la

membrana celular y la transmision postsindptica. De esta forma, el defecto en la

interaccion de la filamina con este canal podria dar lugar a alteraciones en la

excitabilidad neuronal y conducir a una mayor susceptibilidad a la epilepsia.

En resumen:

Se describe una nueva mutacion (c.383C>T) en el gen de la Filamina A en una
familia afecta de HNP y ED. La mutacion segrega con ambos fenotipos, lo que
sugiere que es la responsable de ambos trastornos.

Esta asociacion constituye una nueva entidad clinica caracterizada por un
trastorno de la migracion neuronal (HNP) y un sindrome polimalformativo con
rasgos solapados entre el sindrome de ED y el espectro de sindromes
otopalatodigitales.

La mutacion afecta al sitio de unién de la actina interfiriendo posiblemente en la
interaccion filamina-actina. Esta interaccion es fundamental en el mantenimiento
de la estructura y dindmica del citoesqueleto que es a su vez fundamental en los
procesos de adhesion, motilidad celular y desarrollo embrionario de multiples
tejidos. El resultado de la pérdida y/o mal funcionamiento de la interaccion entre
ambas proteinas podria explicar de esta forma malformaciones a nivel de
multiples tejidos incluyendo el tejido conectivo (dando lugar a una elasticidad
anormal de piel y articulaciones), tejido esquelético (anomalias del paladar, de la
columna vertebral, esternon), anomalias cardiovasculares (valvulopatia),
viscerales (hernias inguinales, estenosis de piloro) asi como el trastorno de
migracion neuronal (HNP) que caracterizan el fenotipo particular de esta

familia.
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Conclusiones

1. Se describe una nueva forma de epilepsia mioclénica familiar (familia
AAE) asociada a wuna variacion del ADN mitocondrial. Las
caracteristicas de este sindrome epiléptico son:

* Una edad de inicio variable, preferentemente en la adolescencia e
inicio de la edad adulta

* Heterogeneidad clinica intrafamiliar

* Presencia de crisis versivas frontales, crisis generalizadas ténico-
clonicas y mioclonias

* Frecuente evolucion a estados epilepticos parciales, convulsivos y
mioclonicos

* Marcada fotosensibilidad

* Refractariedad al tratamiento

* Electroencefalograma con anomalias epileptiformes focales (de
predominio en 4areas temporales y rolandicas) y generalizadas
heterogéneas (ondas agudas, puntas, punta-onda y polipunta-onda)

* Presencia de sintomas asociados como trastornos psiquiatricos,
retraso psicomotor, temblor postural, migrafias, alteraciones
oculomotoras y sordera neurosensorial

* Prondstico variable

Las caracteristicas clinicas particulares en esta familia permiten sugerir que tanto
la tendencia a presentar estados epilepticos refractarios como la asociacion de crisis
parciales, mioclonias y fotosensibilidad son rasgos clinicos que pueden orientar en

epilepsia a la busqueda de una enfermedad mitocondrial.

2. Se ha identificado una nueva mutacion en el gen codificante de la
subunidad alfa-1 del canal de sodio neuronal (SCN1A) en una extensa familia afecta de
una epilepsia generalizada con crisis febriles plus o GEFS+ (familia E1G-24).

La asociacion clinica de muerte suabita y epilepsia en esta familia hizo
sospechar que la mutacion encontrada en SCN/A4 pudiera ser la causante de ambos
trastornos. Dado que la muerte subita en epilepsia ha sido relacionada mayoritariamente
con arritmias cardiacas y que mutaciones en el gen homoélogo de SCNI/A4 a nivel del

miocardio (SCN5A) se han relacionado con sindromes arritmogénicos malignos, se
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realizd un estudio cardioldgico completo en esta familia. Sin embargo el estudio
cardiologico no detectd alteraciones. Sugerimos que mutaciones en SCNIA podrian
estar implicadas en la muerte subita en el sindrome de GEFS + y deberian por lo

tanto ser consideradas como un factor de riesgo de muerte subita en epilepsia.

3. Se describe la segregacion conjunta de dos entidades -clinicas
consideradas independientes hasta el momento actual: la heterotopia nodular
periventricular y el sindrome de Ehlers-Danlos (familia ED-HNP). El estudio del
fenotipo expresado en esta familia permiti6 identificar rasgos comunes entre la HNP, el
sindrome de Elhlers-Danlos y el espectro de sindromes otopalatodigitales. Se trata por
lo tanto de un sindrome polimalformativo intermedio entre estas entidades.

El estudio molecular permiti6 identificar una nueva mutacion en el gen de la filamina
A (FLNA). La asociacion del fenotipo tan particular encontrado en esta familia con este
gen permite conocer mejor el espectro funcional de la filamina. Como proteina de uniéon
a la actina, estd implicada en la reorganizacion del citoesqueleto y secundariamente en
los procesos de adhesion, cambio de morfologia y migracion celular jugando un papel
esencial en la organogénesis. La familia ED-HNP constituye un ejemplo clinico que
permite atribuir a la alteraciéon de la filamina el origen no solo del trastorno de la
migracion neuronal (heterotopia nodular periventricular) sino tambien de anomalias del
tejido conjuntivo (Ehlers-Danlos) y de un amplio espectro de sindromes
polimalformativos. Consideramos importante realizar en el futuro més estudios de
correlacion fenotipo-genotipo en mutaciones del gen FLNA asi como estudios
funcionales que permitan una mejor caracterizacion de las funciones de la filamina y de

las repercusiones clinicas de sus mutaciones.

Este trabajo es un ejemplo de que la genética clinica y el estudio del fenotipo
tienen una gran importancia en la investigacion médica relacionada tanto con el
descubrimiento de nuevas entidades clinicas como con la identificacion de nuevos genes

y con el reconocimiento de nuevas funciones en genes y proteinas ya conocidos.
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8. ABREVIATURAS






Abreviaturas

ADTLE Epilepsia lateral temporal autosomico dominante
ADN Acido desoxirribonucleico

ARNt Acido ribonucleico de transferencia

ATP Adenosin trifosfato

CIFB Convulsiones infantiles familiares benignas
CGTC Crisis generalizada tonico-clonica

CNFB Convulsiones neonatales familiares benignas
COX Citocromo Oxidasa

EAI Epilepsia ausencia de la infancia

EAJ Epilepsia ausencia de la juventud

ED Ehlers-Danlos

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EEG Electroencefalograma

EIG Epilepsia idiopatica generalizada

ELI Estimulacion luminosa intermitente

EMIJ Epilepsia mioclonica juvenil

ENFAD Epilepsia nocturna frontal autossomico dominante

FLNA/FLNA Filamina A/Gen codificante para la filamina A
FMTLE Epilepsia familiar temporal mesial

GABA Acido gamma amino butirico

GABRG2  Subunidad gamma-2 del receptor GABA A

GEFS + Epilepsia Generalizada con crisis febriles plus

HA Esclerosis hipocampo

HNP Heterotopia nodular periventricular

ILAE International League Against Epilepsy

Kb Kilobase o 10° bases

LOD Puntuacion LOD

Mb Megabase o 10° bases

MELAS Encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica 'y accidentes
cerebrovasculares

MERRF Epilepsia mioclonica con fibras musculares rojo rasgadas

pl Microlitro

pb Pares de bases

OPD Sindromes otopalatodigitales
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Abreviaturas

PCR
RFLPs
RM
SMEI
SSCA
TE

Reaccion en cadena de la polimerasa

Polimorfismos basados en la longitud de los fragmentos de restriccion
Resonancia Magnética cerebral

Epilepsia Mioclonica Severa de la Infancia

Analisis de la conformacion de ADN de cadena sencilla

Tris-HCL/EDTA
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