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RESUMEN

INTRODUCCION: las epilepsias genéticas generalizadas (EGG) siguen patrones de herencia compleja. Este
fenotipo es producto de la interaccién de diferentes genes con factores ambientales. Los genes/loci mas
consistentemente asociados con este grupo de epilepsias son ECA7, ECA2-GABRG2, ECA3-CLLCN2 (tam-
bién conocido como JMEG-CL.CN2), JMET-EFHCT y JME5-GABRAT. En Colombia poco se sabe sobre
la contribucion de las variantes genéticas en estos genes a la susceptibilidad para ser afectado por cualquiera
de las formas de EGG. Nuestro propésito fue evaluar el papel de los cinco genes/loci més consistentemente
asociados en otros estudios en un grupo de familias colombianas con EGG.

METODOS: se evaluaron dos marcadores pata cada locus/gen. Los genotipos se obtuvieron mediante las
técnicas de PCR-RFLP y ARMS-Tetraprimer. Los andlisis estadisticos incluyeron pruebas de asociacion alélica
y haplotipica, ademads de pruebas de interaccion gen-gen.

RESULTADOS: se incluyeron 98 familias, de las cuales 51 fueron epilepsia de ausencias, mientras que 47 fueron
epilepsia mioclonica juvenil. Se identific6 una interaccién significativa entre el alelo G del marcador rs4428455
(valor P=0,0008; gen GABRAT) y el alelo G de marcador 57719395 (valor P=0,002; gen EFHCT).

CONCLUSION: estos dos marcadores parecen incrementar el riesgo de EGG en poblacién colombiana. Otros
genes no analizados aqui podrian estudiarse con una muestra de mayor tamafio.

PALABRAS CLAVES: epilepsia; epilepsia generalizada; estudios de asociacion genética; genes (DeCS).

SUMMARY

INTRODUCTION: Generalized genetic epilepsies (GGE) follow complex inheritance patterns. This phenotype
is due to interaction of several genes with environmental factors. The genes/loci most consistently associated
with this group of epilepsies are ECAT, ECA2-GABRG2, ECA3-CLLCNZ (also known as [MEG6-CL.CN2),
JMET7-EFHCT and JME5-GABRAT. In Colombia, little is known about the contribution of gene variants to
susceptibility to GGE forms. Our purpose was to evaluate the role of the five most consistently associated
genes /loci in other studies, in Colombian families set with GGE.

METHODS: Genotypes were obtained by means of PCR-RFLP and ARMS-Tetraprimer. Statistical analyses
included both allelic and haplotypic association tests, in addition to gene-gene interaction tests. Two genetic
markers were tested for each gene/locus.

RESULTS: Ninety-cight families were included, from which 51 had absence epilepsy, and 47 had juvenile
myoclonic epilepsy. A significant interaction was identified between allele G at marker 774428455 (P-value =
0.0008; gene GABRAT) and allele G at marker 15719395 (P-value = 0.002; gene EFHCT1).

CONCLUSION: Our results suggest that these two markers are associated with GGE in the Colombian
population. Other genes not analyzed could be tested using a larger sample size.

KEY WORDS: epilepsy; epilepsy, generalized; genes; genetic association studies (MeSH).

Grupo Mapeo Genético, Departamento de Pediatria, Facultad de Medicina. Universidad de Antioquia. Medellin-Colombia.
Pediaciencias, Departamento de Pediatria, Facultad de Medicina. Universidad de Antioquia. Medellin-Colombia.
Liga Central Contra la Epilepsia, LICCE. Bogota-Colombia.

Departamento de Pediatria. Universidad Nacional de Colombia. Bogota-Colombia.

EANEE

Genética Molecular. Insitituto de Biologfa, Universidad de Antioquia. Medellin-Colombia.

Recibido 21/02/17. Aceptado: 18/07/18.
Correspondencia: Nicolas Pineda Trujillo, nicolas.pineda@udea.cdu.co _—

175



Tejada Moreno J., et al.

INTRODUCCION

Los aportes mas representativos que se han realizado en
el estudio de la genética en las epilepsias idiopaticas genera-
lizadas, hoy denominadas epilepsias genéticas generalizadas
(EGG) (1,2), provienen de estudios de agregacion familiar
y estudios con gemelos monocigéticos y dicigbticos —revi-
sado en (3)—. Dichos estudios sugieren que las EGG pre-
sentan un componente hereditario fuerte y determinante (4).
Entre los principales sindromes epilépticos de este grupo se
encuentran las epilepsias de ausencias infantiles —chz/dhood
absence epilepsy (CAE)—, juveniles —juvenile absence epilepsy
JAE)
epilepsy JME)—. Una pequefia proporcion de estos sindro-

y la epilepsia mioclonica juvenil —juvenile myoclonic

mes puede corresponder a la categoria de monogénicos y
seguir modos de herencia mendeliana simple (5). En estos,
una sola mutacién en un gen determinado es suficiente para
causat el fenotipo —revisado en (6)—. La gran mayoria de
estos sindromes obedece a un patrén poligénico y presenta
herencia compleja, en la cual el fenotipo esta determinado
por una combinaciéon de alelos de susceptibilidad distri-
buidos en uno o mds genes y que interactian con factores
ambientales —revisado en (6)—.

El estudio de las EGG comunes (las de herencia
compleja) se dificulta debido a que en estas familias no se
observa una relacion clara entre el defecto genético y el
fenotipo. Adicionalmente, factores como la heterogeneidad
genética, la penetrancia incompleta y la expresividad varia-
ble contribuyen a la complejidad de las EGG comunes y
complican su estudio (7).

A pesar de los anteriores factores, se ha logrado identi-
ficar varios genes relacionados con formas particulares de
epilepsia. Asi, mediante analisis de ligamiento y estudios
de asociacién se han identificado seis /loci (ECAT-ECAO)
relacionados con CAE. El primer focus ECAT se superpone
con el primer /ocus para IGE (IGET) y ocupa el mismo lugar
genético, 8q24. En esta regién no se ha aislado aun el gen
responsable de la variedad de fenotipos ligados a dicho /focus
(8,9). En el caso de ECA2, se estableci6 que el gen que codi-
fica para la subunidad y-2 del receptor GABA (GABRG2)
presenta mutaciones asociadas con CAE (10,11). De igual
forma, en el Jocus ECA3 (3q23) que codifica para el canal de
calcio Clc-2 se han identificado seis mutaciones asociadas
con diferentes subtipos de EGG (12). Asimismo, los estu-
dios funcionales de estas mutaciones han evidenciado una
alteracion en la cinética de dichos canales (13-15).

Aunque se ha hecho mucho progreso en la identificacion
de los genes relacionados con JME, solo en tres de ellos se
han identificado variantes que segregan en familias con la
enfermedad. Entre ellos se encuentran el gen GABRAT,
que se localiza en la region cromosémica 5q34 (JMES) y
codifica para la subunidad o1 del receptor GABAA (16);

el gen CLLCN2, ubicado en la region 3q26 (JME6/ ECA3),
que codifica para el canal de calcio Clc-2, mencionado
anteriormente (13); y el gen EFHCT en la regién 6pl2
(JME1), el cual codifica para una proteina denominada
mioclonina que contiene un dominio de unién a calcio (17).
Es de resaltar que las familias con frecuencia maxima de
mutaciones en el gen EFHCT son de origen hispano (17,18).
Los genes restantes presentan polimorfismos asociados con
la susceptibilidad a JME (19,20). Adicionalmente, se han
descrito al menos otros 10 /oci asociados con el sindrome,
en los cuales ain no se ha identificado un gen asociado con

la enfermedad (3).

Ninguno de los estudios anteriores incluye familias
colombianas con epilepsia de ausencias o epilepsia mio-
clénica juvenil en las formas comunes. No obstante, en el
caso de la epilepsia generalizada con gran mal del despertar
(EGMA) se ha reportado una extensa familia de origen
antioqueno (21,22) con resultados negativos. Nuestro grupo
ha publicado otros estudios genéticos que incluyen familas
colombianas y sindromes de EGG (23,24). Nuestro pro-
pdsito fue analizar los cinco genes/ loci mas frecuentemente
asociados con CAE, JAE o JME en un grupo de familias
con estos tres sindromes de presentacion comun.

METODOS

En este estudio participaron pacientes con diagnos-
tico de CAE, JAE o JME, provenientes del Programa de
Epilepsia de la Universidad de Antioquia-Medellin, la Liga
Central contra la Epilepsia (LICCE-Bogota), o de la con-
sulta privada de neurdlogos coinvestigadores del proyecto.
Todos los pacientes debfan tener un examen neurolégico
y desarrollo normal, asi como disponibilidad de sus padres
para participar en el estudio. Ademas, cada paciente debia
contar con al menos seis de sus bisabuelos con ascendencia
paisa (regidn antioquefia). La procedencia paisa se determiné
con base en una encuesta de ancestralidad que tiene en
cuenta la procedencia de los padres, abuelos y bisabuelos
del paciente. En la misma encuesta también se pregunté por
otros familiares con epilepsia. Dicha encuesta se aplicé en
una visita domiciliaria que pretendia extender la genealogfa,
asi como indagar por otros afectados en la familia.

Se calcul6 el poder de la muestra usando el programa
GPC (25). Este céalculo se basé en las caracteristicas del
sindrome y los marcadores evaluados en la bibliografia
reportada.

Los marcadores polimérficos SNP (polimorfismos de
un solo nucleétido) se eligieron con base en los criterios
de “fagging SNP” de la poblacion CEPH derivada del norte
y occidente de Europa y residente en el estado americano
de Utah, disponible en el proyecto HapMap (26). La selec-
cién de los oligos o primers para la amplificacion de los
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marcadores genéticos, asi como la seleccion de las enzimas
para la genotipificacion, se llevo a cabo mediante el uso de
programas y herramientas bioinformaticas disponibles en
la web, como Primer3 (27) o NEBcutter V 2.0 (28). Los
marcadores seleccionados fueron los siguientes: 759820367 y
152228291 para el gen CLCINZ; 156894357 y 154428455 para el
gen GABRAT; 511135176 y 15211037 para el gen GABRG2;
rs719395 y rs614570 para el gen EFHCT; 1535353620 y
r$35706211 para la region ECAT.

Durante la visita a las familias de origen antioquefio, se
tomo una muestra de sangre periférica (10 ml) de los padres
y del hijo afectado, previo consentimiento informado. Las
muestras se conservaron con anticoagulante (EDTA) a -20°
C hasta el momento de la extraccién del ADN. Las muestras
procedentes de Bogota-LICCE se enviaron al laboratotio y
fueron almacenadas en similares condiciones. La extraccién
del ADN se realizé mediante el método fenol-cloroformo.

Los marcadores genéticos tipo SNP se genotipificaron
mediante una PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
acoplada a una reacciéon de digestiéon con enzima de res-
triccién (PCR-RFLP). Para algunos SNP se usé la metodo-
logia Tetra-primer ARMS-PCR (sistema de amplificacién
refractario de mutaciones) o una PCR alelo especifica. Las
PCR se realizaron en un termociclador BioRad Dyad. Pos-
teriormente, los productos de amplificacion y digestion se
visualizaron en geles de agarosa tefiidos con bromuro de
etidio, sometidos a una fuente de luz ultravioleta con ayuda
de un transiluminador UVP.

Las inconsistencias mendelianas se evaluaron usando el
programa Pedcheck v 1.1. Los SNP donde se encontraron
las inconsistencias se genotipificaron nuevamente. Si des-
pués de la genotipificacion las inconsistencias persistian, se
eliminé el genotipo del padre que presenté la incompatibi-
lidad con el hijo. En los casos en los cuales los dos padres
presentaron incongruencias con su hijo, se eliminé el dato
del trio completo para el marcador en particular. También
se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas; ademas,
se evaluo el supuesto de equilibrio Hardy-Weinberg para
cada uno de los marcadores. Estos analisis se realizaron con
la librerfa dgcGenetics, del paquete estadistico R (29). Las
medidas de desequilibrio de ligamiento se graficaron con
el programa Haploview v 4.2 (30). Todos los valores P se
consideraron significativos si P < 0,005 (0,05/10 marcadores
analizados).

Para determinar si existian diferencias genéticas entre los
dos grupos de familias con JME (provenientes de Antioquia
y de Bogota) se realizaron diferentes analisis de diferencia-
cién poblacional, como pruebas de homogeneidad alélica y
genotipica, e indices de fijacion, tanto en los padres como en
los hijos. Estos analisis se llevaron a cabo en los programas

GENEPOP 4.0.10 (31) y Arlequin 3.5.1.2 (32).

Se realiz6 un analisis de asociacién alélica no paramétrica,
especificamente la prueba TDT (prueba de desequilibrio en
la transmisién) usando el programa Unphased 3.1.4 (33).
Adicionalmente, se llevo a cabo un anilisis estratificado
que consisti6 en realizar la TDT subdividiendo la muestra
de acuerdo con las caracteristicas clinicas del grupo de
pacientes (por ejemplo sexo, edad de inicio, frecuencia de
las ctisis), tanto para las familias con CAE/JAE como para
aquellas con JME.

Finalmente, se llevo a cabo un anilisis de interaccion
gen-gen entre los genes evaluados.

RESULTADOS

La muestra estuvo conformada por 41 trios familiares
(caso indice y sus dos padres) y 10 dios (caso indice y uno
de sus padres) con CAE/JAE de origen antioquefio. En
cuanto a JME, se incluyeron 26 trios y 5 duos familiares de
origen antioquefio, mds 16 trios familiares procedentes de
Bogota (LICCE).

Los resultados los hemos dividido en tres secciones.
Estas hacen referencia a los analisis para epilepsia de
ausencias (CAE/JAE), epilepsia mioclénica juvenil (JME)
y la combinacién de estos tres sindromes, que en nuestro
estudio integran EGG.

Pacientes con epilepsia de ausencias (CAE/JAE)

En nuestro estudio se incluyeron 24 nifios y 27 nifias
(raz6n de 0,9 nifios/nifia) con epilepsia de ausencias (24
CAE, 6 JAE). Segun las crisis, los pacientes picnolépticos
(>10 crisis/dia) fueron 29; los 17 restantes fueron no pic-
nolépticos.

El porcentaje de genotipificacién estuvo por encima de
90% en la muestra total, con un intervalo entre 91,5% y
94,1 %. Nueve de los marcadores evaluados se encuentran
en equilibrio Hardy-Weinberg, El marcador 152228291 se
desvié del equilibrio en la muestra conformada por los
padres (P =0,0003). Este marcador no fue incluido en las
posteriores pruebas de asociacion.

Los valores de LD (desequilibtio de ligamiento) solo
fueron altos para los marcadores del /ocus ECA2, involu-
crando los SNP 1511135176 y 15211037 (D’ =0,816, figura
1).

Enla tabla 1 se presentan los resultados obtenidos en la
prueba de desequilibrio en la transmisién (TDT), teniendo
en cuenta las familias con epilepsia de ausencias, CAE/
JAE. En este analisis se encontr6 una fuerte asociacién del
fenotipo (epilepsia de ausencias) con la variante rs4428455
(P=0,0008). Se observa que el alelo G representa riesgo.
OR=7,5,1C95% (1,71-32,80).
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Tabla 1. Resultados positivos del analisis de asociacion de epilepsia genética generalizada con marcadores en los genes
GABRA1 y EFHC1.

Tipo Epilepsia Marcador  Alelo  Trans No-trans
CAJE/JAE
rs4428455 A 4(0.0488) 17 (0.2073)
G 78 (0.9512) 65 (0.7927)
JME rs719395 A 64 (0.8000) 52(0.6500)
G 16 (0.2000) 28 (0.3500)
GGE rs4428455 A 14 (0.09091) 34 (0.2208)
G 140 (0.9091) 12 (00.7792)
rs719395 A 125 (0.8013) 101 (0.6474)
G 31 (0.1987) 55(0.3526)

Chi2 Valor-p Odds-R  IC 95% inf IC 95% sup
11.2518 0.0008 1 1 1

7,5 1,715 32,8
4,6119 0,0318 1 1 1

0,4545 0,2152 0,9599
11,0758 0,0008 1 1 1

3,222 1,525 6,807
9,5375 0,002 1 1 1

0,4419 0,2575 0,7582

Trans: Transmisiones; No-trans: No transmisiones; IC: intervalo de confianza; inf: inferior; sup: superior
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Figura 1. Patron de desequilibrio de ligamiento en los
pacientes con epilepsia de ausencias.

Adicionalmente, se encontraron otros valores que sugie-
ren asociacién en los marcadores 1s9820367 (P=0,03) y
s719395 (P =0,03) con valores de OR = 0,45, 1C95 % (0,22-
0,96) y OR=10,43,1C95 % (0,20-0,94), respectivamente. En
estos dos casos, el alelo G en ambos SNP actuaria como
un alelo de proteccion.

En el andlisis teniendo en cuenta las familias con epi-
lepsia de ausencias, en las cuales el paciente es de sexo mas-
culino, se encontrd asociacion con el alelo G del marcador
rs719395, conun valor de P= 0,005 y un OR=0.21, 1C95%
(0,06-0,75) (tabla 2). También se observé asociaciéon con
el SNP 74428455 (P=0,00004); sin embargo, el pequefio
tamafio de la muestra y el bajo nimero de transmisiones del
alelo A no permite el calculo del valor de OR yla asociacion
a uno de los alelos de este /ocus.

Al analizar los datos segin la edad de inicio se identifico
asociacion del fenotipo denominado CAE (inicio < 10 afios)
y el marcador 74428455, con un valor de P=0,007 y un
OR=9,1C95% (1,1-71) para el alelo G (tabla 2).

En los resultados del analisis de asociaciéon en los
pacientes denominados picnolépticos (pacientes con mds
de diez ctrisis por dfa) se encontré un valor de P significa-
tivo (P =0,0004), que sugiere asociacion al evaluar el SNP
rs4428455, sin embargo, el pequefio tamafio de la muestra
y el bajo nimero de transmisiones del alelo A impiden el
calculo del valor de OR y la asociacién a uno de los alelos
de este marcador (tabla 2).

Pacientes con epilepsia mioclénica juvenil (JME)

La edad promedio de diagnéstico fue 13,8 afios (des-
viacion estandar = 5,0). Los hijos afectados tuvieron una
proporciéon 1:1 hombre:mujer.

Se encontrd equilibrio de Hardy-Weinberg para todos
los marcadores analizados, en ambos grupos de familias
(tanto las que provienen de Antioquia como aquellas que
provienen de Bogotd). El mayor LD se encontré en los
SNP 56894357 v rs4428455, con un valor de D’=0,621
(datos no mostrados).

En la prueba de homogeneidad individual (por mar-
cador), se observé que existen diferencias significativas
en la distribucién de las frecuencias alélicas en los padres
(P=0,001) y en los hijos (P=0,0006), y en las frecuen-
cias genotipicas en los padres (P=0,0000) y en los hijos
(P=0,0007) del marcador 75777135776 en las poblaciones
evaluadas (Antioquia-Bogotd). No se observaron otras
diferencias significativas (datos no mostrados).

En el analisis de homogeneidad global (teniendo en
cuenta todos los marcadores) en los hijos no se observan
diferencias significativas en la distribucién de las frecuencias
alélicas (P =0,2164); tampoco en la distribucion de las fre-
cuencias genotipicas (P =0,12606) entre las dos poblaciones
evaluadas (datos no mostrados).
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Tabla 2. Resultados positivos del analisis de asociacion estratificado de EGG con marcadores en los genes GABRA1 y EFHC1

Tipo epilepsia Criterio de Marcador Alelo Trans
estratificacion
CAE/JAE genero masculino  rs4428455 G 38
A
CAE (inicio <10)  rs4428455 A 3
G 61
Picnolépticos rs4428455 G 49
A
GGE genero masculino  rs4428455 A 6
G 54
rs719395 A 51
G 9

No-trans  Chi2 Valor-p Odds-R  IC 95% inf IC 95% sup
26 9 9.5x10-4 1 11

14 0,14 0,08 0,65

11 7,361 0,0066 1 11

53 9 1,14 71,04
40 12,477 0,0004 1 11

10 0 00

20 10,8175 0,001 1 11

40 5,667 1,661 19,34
36 10,6311  0,0011 1 11

24 0,2105 0,07162 0,6188

Trans: Transmisiones; No-trans: No transmisiones; IC: intervalo de confianza; inf: inferior; sup: superior

No se encontraron valores de P significativos al evaluar
los indices de fijaciéon FIS (subdivisién intrapoblacional)
y FIT (endogamia total), en ninguno de los marcadores
evaluados individualmente, considerando la muestra de
los padres y de los hijos. Al evaluar el indice de fijacién
ST (subdivision interpoblacional), se encontraron valores
de P significativos en el SNP 75777335776 en los padres
(P=0,0000) y en los hijos (P=0,001). Esto indica que hay
diferenciacién entre las dos poblaciones evaluadas solo en
este Jocus. En la prueba global de diferenciacién poblacional
en los padres se observé un valor de FST =0,0198 en los
padres y de FST'=0,0205 en los hijos. Segun estos resulta-
dos, la diferenciacién entre las dos poblaciones es apenas
de 2% (34).

Con base en los resultados del anilisis de diferenciacion
poblacional, se determiné que no existen diferencias entre
las poblaciones evaluadas (Antioquia y Bogotd) en nueve de
los marcadores analizados, por lo cual estas pueden consi-
derarse como una sola poblacién. Debido a las diferencias
halladas entre las dos poblaciones en el /locus 151711335176,
este 10 se tuvo en cuenta en los posteriores analisis de aso-
ciacién que consideraron el grupo de las familias de origen
antioquefio y el bogotano como una sola poblacion.

La tabla 1 muestra los resultados de los anilisis de
asociacién en el conjunto de familias con JME. Se observé
asociacion del alelo G del SNP 15719395 (OR =0,45,1C95 %
0,22-0,96, P=0,03).

No se encontré asociaciéon genética entre el sexo del
individuo afectado con JME, ni considerando su edad de
inicio, ni su frecuencia de las crisis.

Pacientes con epilepsia genética generalizada
(EGG=CAE/JAE + JME).

Esta muestra se encuentra conformada por el total de
las familias evaluadas en la investigacién. A este grupo
se le denominé familias con EGG (epilepsia genética
generalizada). Se trata de los 98 pacientes y sus familiares
reunidos para el estudio, grupo cuyo numero asciende a
294 individuos (entre afectados y otros familiares). Segun
los criterios asumidos para maltiples comparaciones, dos
SNP no estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg. Uno
de estos fue el 12228291 y el segundo fue el 1s719395. Este
ultimo se encontraba en desequilibrio solo en los casos.

El andlisis de TDT en la muestra global mostré una
fuerte asociacion de EGG con los marcadores 1s4428455
P =0,0008) y 5719395 (P =0.002, tabla 1). En ambos casos,
G es el alelo asociado, con un OR=3,2, IC95% (1,5-6,8)
y OR=0,44, 1C95% (0,26-0,706), respectivamente. En el
primer caso, este alelo se comportaria como de riesgo,
mientras que en el segundo caso actuaria como alelo de
proteccién en el desarrollo del fenotipo EGG.

En el analisis de interaccién se encontré que el marcador
rs4428455 interactia con el 1779395 (P=0,005). Estos
resultados sugieren que los individuos que portan el alelo
A en r4428455, y adicionalmente el alelo G en 5779395,
presentan un riesgo superior para el desarrollo de EGG,
con relacién a aquellos individuos que no portan dichos
alelos en estos marcadores, OR =295, 1C95% (1,3-6,6)
(datos no mostrados).

En el analisis de TDT estratificado teniendo en cuenta
las familias en las cuales el paciente es de sexo masculino,
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se encontrd asociacion para los marcadores 4428455
(P=0,001, OR=5,7, IC95% 1,7-19,3) y el marcador
rs719395 (P=0,001, OR=0,2, IC95% 0,07-0,62) (tabla 1).

En cuanto ala edad de inicio, no se encontré asociacion
para inicio temprano o tardio, considerando la muestra
combinada para integrar EGG. Con respecto a la frecuencia
de las crisis, este analisis no se realizé dado que la variable
“numero de crisis fue diferente en cada uno de los grupos
y su medida no es equivalente.

DISCUSION

El objetivo inicial de la investigacién fue analizar 100
trios familiares con EGG, distribuidos en 50 trios familiares
con epilepsia de ausencias (CAE/JAE) y 50 trios familiares
con epilepsia mioclénica juvenil (JME), todos con origen
paisa. Debido a los estrictos criterios de inclusion (diagnos-
tico apropiado de CAE/JAE, examen neuroldgico y desa-
rrollo normal, disponibilidad de ambos padres del paciente y
procedencia paisa), solo fue posible completar 41 trios y 10
dudos para las epilepsias de ausencias. En cuanto a las mues-
tras de las familias con JME, el objetivo también consistid
en la colecciéon de 50 trios completos; sin embargo, por los
motivos antes mencionados, relacionados con los criterios
de inclusién, solo fue posible colectar una muestra de 42
trios y 5 ddos (16 de estos proceden de Bogota-LICCE).
En estas familias se evaluaron 10 SNP, dos por gen/locus
candidato.

Familias con epilepsia de ausencias (CAE/JAE)

Segun los andlisis de calidad de los datos, solo hubo un
marcador con dudosa calidad de sus genotipos. Este fue
rs2228291 y por esto no se reportan mas analisis para este.

En el analisis de asociacion alélica, teniendo en cuenta
todas las familias con CAE/JAE, se encontr6 una fuerte
asociacion del fenotipo (epilepsia de ausencias) con el mar-
cador rs4428455 (P = 0,0008). El valor de OR=7,5,1C95%
(1,7-32,8) indica que los individuos que portan el alelo G
tienen 7,5 veces mas riesgo de desarrollar CAE/JAE con
respecto a los individuos que no portan este alelo.

Este marcador se encuentra ubicado en la regién cromo-
soémica 5q34, en un lcus denominado ECA4 o JMES, donde
se localiza el gen GABRAT, el cual codifica para la subu-
nidad a1 del receptor GABAA. Este /ocus fue identificado
mediante andlisis de ligamiento en una familia canadiense
con epilepsia mioclonica juvenil autosémica dominante
(ADJME) (16), y también ha sido asociado con epilepsia de
ausencias infantil (CAE) en casos esporadicos (35). Estu-
dios funcionales indican que mutaciones en esta subunidad
alteran la actividad del canal, por diversos mecanismos que
van desde una disminucién en la amplitud de la corriente

del receptor hasta la pérdida total de la funcién del canal
(16,35). Estos mecanismos incluyen expresion disminuida
en la superficie celular de los canales que involucran alguna
subunidad mutada (306), lo que ha llevado a la nocién de
que algunas mutaciones en estas subunidades (del receptor
GABAA) podtian causar los sintomas por medio de haploin-
suficiencia o dominancia negativa —tevisado en (37)—

Los intervalos de confianza son bastante amplios, lo cual
puede deberse al pequefio tamafio de la muestra. Este com-
portamiento se observa también en los posteriores analisis
de estratificacién por sexo, edad de inicio y frecuencia de
las crisis, siendo el nimero de individuos atin mas reducido.
Esto podria ajustarse aumentando el tamafio de la muestra.
Para tal fin, podria incluirse pacientes de otras regiones del
pais, pues los criterios de inclusién agotaron los pacientes
que podriamos tomar actualmente en Medellin.

Si se considera la estratificacién por edad de inicio de
las crisis, en los pacientes clasificados con CAE se mantuvo
la asociacion con el marcador rs4428455. Esto puede rela-
cionarse quizas con un factor de severidad (edad de inicio
mas temprano) o con el sesgo referido a que la mayoria
de la muestra CAE/JAE se compone principalmente de
nifios CAE.

Familias con epilepsia miocldénica juvenil (JME)

Los resultados obtenidos a partir de la estimacién de
los indices de fijacion indican que las diferencias a nivel
interpoblacional se observan principalmente en el mar-
cador rs11135176. La prueba global en la muestra total
mostrd un valor de FST=0,0261. Valores similates se
encontraron al evaluar la muestra conformada por solo los
padres (FST'=0,0198) y solo los hijos (FST =0,0205). El
indice de fijacién Wright (FST) cuantifica la disminucién
en la heterocigocidad que se manifiesta en una poblacién
subdividida. Este indice tiene un rango de 0 a 1, donde 0
indica ausencia de estructura y 1 sugiere un alto grado de
diferenciacion entre subgrupos. Valores entre 0 y 0,05 indi-
can poca diferenciacion (34,38). Segun los resultados obte-
nidos, la diferenciacion entre las dos poblaciones, de origen
antioquefio y de origen bogotano, es pequefia (0-0,05), por
lo cual pueden considerarse una sola poblacion.

La estratificacién poblacional y la mezcla pueden generar
resultados espurios en estudios de asociacion genética, espe-
cificamente en estudios de casos y controles, por lo cual es
importante que este fenémeno sea controlado o corregido
de alguna manera. Una aproximacion aceptable de contro-
lar 1a subdivisién poblacional y la mezcla es a través de un
disefio apropiado basado en familias. La prueba TDT (test
de desequilibrio en la transmisién) controla la estratificacion,
ya que evalia simultineamente ligamiento y asociacion (39).

El analisis de TDT en la muestra conformada por todos
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los pacientes con JME (Antioquia y Bogotd) encontrd un
valor P que sugiere asociacion (P =0,03) del fenotipo (epi-
lepsia mioclénica juvenil) con el marcador 75779395, Sin
embargo, en este caso el valor P no supera el umbral de
la correccién por multiples comparaciones (p <0,005). El
valor de OR = 0,45, 1C95 % (0,22-0,96) indica que el alelo G

otorgatia proteccion contra el desarrollo del fenotipo JME.

Diversas hipétesis se han planteado respecto al papel que
desempefia este gen en la susceptibilidad para desarrollar
epilepsia. Entre ellas, la mas plausible podtia ser aquella que
involucra un efecto proapoptético mediante la interaccién
con canales de calcio dependientes de voltaje. Diversos ana-
lisis funcionales plantean que las mutaciones identificadas
en este gen podrian prevenir la eliminacién de neuronas con
una precaria homeostasis de calcio durante el desarrollo del
sistema nervioso central, generando circuitos hiperexcitables
susceptibles al desarrollo de crisis epilépticas (17).

Este gen es de gran importancia debido a que un nimero
considerable de mutaciones que se han encontrado asociadas
a JME fueron identificadas en familias de origen hispano
(México, Honduras, Belice y Los Angeles). En este gen se
han identificado todo tipo de mutaciones en casi todos los
exones que lo conforman, con respuestas funcionales alta-
mente variables (17,18,40). Las mutaciones mas frecuentes
en la poblacién hispana son F229L, D210N, D253Y, P77T
y A221H.

Sin embargo, la bisqueda de variantes polimorficas
implicadas en la susceptibilidad a JME en EFHCT no
siempre ha sido exitosa. Recientemente, después de analizar
una gran cohorte de familias de origen hispano en la que se
hizo una busqueda activa de variantes genéticas, este gen no
resulté asociado (41). Similares resultados se encontraron al
evaluar una cohorte de origen holandés (42). Se hace nece-
saria la busqueda de nuevas mutaciones tanto en la regién
codificante del gen, asi como en las regiones no codificantes,
implicadas en el proceso de empalme de EFHC1 (splicing).

Los marcadotes 756894367 y 154428455 se encuentran
localizados en el gen G.ABRAT, el cual ha sido implicado
en la susceptibilidad para desarrollar JME y CAE (16,35).
El marcador 756894357 se localiza a una distancia de 22
Kb de 752279020, el cual ha sido asociado con resistencia a
multiples medicamentos antiepilépticos (43). Y 4428455
se ha relacionado con epilepsia de ausencias infantil en el
presente trabajo.

El analisis estratificado se realiz6 teniendo en cuenta la
muestra completa, conformada por las familias de origen
antioquefio y las de origen bogotano. En estos andlisis no
se encontrd la asociacién previamente identificada en la
muestra completa. Es posible que la estratificacion en este
grupo de familias no haya sido exitosa en la busqueda de
asociacién debido al pequefio tamafio de la muestra, asf

como se observé en el subgrupo de los pacientes con epi-
lepsia de ausencias.

Familias con epilepsia genética generalizada
(EGG= CAE/JAE + JME)
Se unificé la muestra de las familias con EGG. Asi, se

analiz6 un total de 98 trios conformados por 51 familias

con CAE/JAE y 47 familias con JME.

Hubo dos excepciones al supuesto de equilibrio Hardy-
Weinberg, La primera fue para el marcador 752225291
(P=0,004) en los padres. Por esta razén, no pudo consi-
derarse posteriormente este marcador para los analisis de
asociacion. La segunda excepcion fue para el locus marcador
rs719395 (P=0,004) en los nifios afectados. Esta observa-
cién no invalida la posterior inclusién de este marcador en
las pruebas de asociacién, pues la desviacion del EH-W en
los casos puede ser un indicativo de la asociacién misma.
Ademis, este marcador si estaba en equilibrio en los padres,
quienes se asimilan a poblacién general.

Los analisis de asociacion mostraron una fuerte partici-
pacién de los marcadores 154428455 [P =0,0008, OR = 3,2,
1C95% (1,5-6,8)] y 757719395 [P = 0,002, OR = 0,44, 1C95 %
(0,26-0,76)]. En ambos casos, ¢l alelo G fue el asociado. En
el primer caso este alelo se comportaria como de riesgo y
en el segundo caso actuarfa como alelo de proteccion en el
desarrollo del fenotipo EGG.

El marcador 754428455 ya habia sido identificado como
asociado, en la muestra de los pacientes con CAE/JAE
analizados en este estudio para el alelo G. Este marcador
se localiza en el gen GABRAT, el cual ha sido asociado
con epilepsia mioclénica juvenil autosémica dominante
(ADJME) (16) y con epilepsia de ausencias infantil (CAE) en
casos esporadicos (35). Estos dos reportes previos pueden
sustentar nuestra observacion consistente de la asociacion
de este SNP en GABRAT, pero ala vez respaldan la teoria
del continuum o de la heterogeneidad clinica de una misma
variante genética.

El otro marcador asociado en este estudio, 75779395,
se encuentra ubicado en el gen EFHCT, el cual codifica la
proteina “mioclonina”. Variantes en este gen se han relacio-
nado con epilepsia mioclénica juvenil en familias de origen
caucasico ¢ hispanas (17). Este marcador (alelo G) también
resulté asociado en el presente estudio en las familias con
solo epilepsia mioclénica juvenil [(P=0,03, OR=0,45,
1C95% (0,22-0,96), datos no mostrados].

Debe aclararse que las variantes genéticas analizadas en
este estudio corresponden ala categoria de polimorfismos y
no a mutaciones. Sin embargo, estas variantes se localizan en
genes previamente implicados con alguno de los sindromes
de EGG. Su asociacion estadistica puede corresponder a
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uno de dos fenémenos. El primero es que corresponda a la
variante funcional misma en tal gen. El segundo fenémeno
posible es que la variante estudiada se encuentre fisicamente
cercana a otra que responde por el papel funcional. Asi, la
asociacion identificada se debe al desequilibrio de ligamiento
(LD) entre estas dos posiciones en el mismo gen.

En el analisis estratificado teniendo en cuenta el sexo, se
identificé un papel causal de los dos marcadores asociados
en los analisis previos (154428455 y rs719395), en las fami-
lias con pacientes de sexo masculino. Esta observacion es
llamativa, pues la relacion de casos segtin el sexo es bastante
cercana al 1:1. Es decir, este resultado no es un reflejo del
muestreo preferencial por casos de un sexo en particular.

Estos marcadores se encuentran ubicad os en los
loci ECA4/JME5 y JMET, donde se localizan los genes
GABRAT y EFHCT, respectivamente (16,44). En estos
genes se ha reportado un gran numero de mutaciones
asociadas tanto a epilepsia de ausencias como a epilepsia
mioclénica juvenil, principalmente en familias multigenera-
cionales (16-18,35,40,45,46). Sin embargo, la influencia de
SNP funcionales en formas esporadicas de estos sindromes
no ha sido claramente establecida (47-50).

En conclusion, nuestros hallazgos implican la participa-
cién de al menos dos de cinco genes//oc/ analizados. En la
actualidad, estamos analizando con mayor detalle, en una
muestra de familias extendidas, si las variantes analizadas
aca responden directamente por el riesgo o si estan en des-
equilibrio con otras que si contribuyen al papel funcional
para desarrollar EGG. Asi, podremos determinar con mayor
precision las variantes que deberfan evaluarse directamente
con el propésito de establecer si el espectro clinico de las
EGG realmente comparte alelos de susceptibilidad y en
qué grado.
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