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RESUMEN
ANTECEDENTES: La epilepsia continua siendo un importante campo de

investigaciéon, pues los elementos que la originan aun no estan claramente
determinados. La evaluacion de mecanismos genéticos ha sido de gran relevancia
en los ultimos tiempos, ya que se ha sugerido que pueden explicar la fisiopatologia
de la epilepsia en algunos grupos de pacientes, asi como el fenotipo y la respuesta
al tratamiento. Las mutaciones en el gen SCN1A se han involucrado con epilepsias
especificas. Estudios recientes han revelado interesantes polimorfimos a nivel de
dicho gen y en algunos blancos terapéuticos, que proponen su asociacion con

farmacorresistencia.

OBJETIVOS: Determinar la expresividad de polimorfismos para el gen SCN1A en
pacientes pediatricos con epilepsia segun su etiologia. Determinar la expresividad
de polimorfismos para el gen SCN1A en pacientes pediatricos con epilepsia segun

su respuesta terapéutica.

MATERIAL Y METODOS: Estudio transversal analitico elaborado a partir de la
determinacion del estudio genético de secuenciacion masiva del gen SCN1A en
muestras de pacientes de ambos sexos con diagndstico de epilepsia y edad entre 1
a 16 afios, quienes acuden a la consulta externa de Neurologia Pediatrica del

Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI.

RESULTADOS: Se estudiaron 70 pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion 48% con epilepsia farmacorresistente y 52% con epilepsia controlada, la
distribucion por género y etiologia fue muy homogénea. Se analizo la presencia de
16 polimorfismos del gen SCN1A observando un porcentaje significativamente
mayor para el grupo de los pacientes farmacorresistentes de etiologia desconocida
comparados con los de epilepsia controlada, con un valor estadisticamente
significativo (p.05-0.0005) con valores de OR >2 para 15 de los polimorfismos.
(1C95%)

CONCLUSIONES: En la poblacion pediatrica con epilepsia existen polimorfismos
del gen SCN1A que son significativamente mas frecuentes en pacientes con
farmacorresistencia que en los pacientes con epilepsia controlada,

particularmente en aquellos con epilepsia de causa desconocida.



ANTECEDENTES

EPILEPSIA

La epilepsia es el trastorno neurolégico crénico mas comun, afecta
aproximadamente a 50 millones de personas en el mundo, con 2.4 millones de
casos nuevos diagnosticados a nivel global cada afio’. En América Latina y el
Caribe tiene gran relevancia sanitaria y social, con una prevalencia promedio de
17.8 por 1000 habitantes. En México su prevalencia oscila de entre 1.8 y 2 % de

la poblaciéon en general, lo que representa mas de un millén de pacientes? 34,

La epilepsia tiene una distribucion bimodal, siendo mayor en las dos
primeras décadas de la vida, luego disminuye y vuelve a aumentar a partir de la
sexta década de vida® 4. Se considera que en mas del 70 % de los casos la
afeccion comienza en la infancia®. Aproximadamente uno de cada 150 nifios es
diagnosticado de epilepsia durante los primeros 10 afios de vida, por lo que la

tasa de incidencia mas alta se observa en edad pediatrica®.

La clasificaciéon actual de la International League Against Epilepsy (ILAE)

define que un individuo tiene epilepsia cuando existe’-:

- Al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) que se producen con mas de 24

horas de separacion.

- Una crisis no provocada (o refleja) y una probabilidad de padecer nueva crisis
durante los 10 afos siguientes similar al riesgo general de recurrencia (al menos

60%) tras la aparicion de dos episodios no provocados.

-Diagndstico de un sindrome epiléptico



Practicamente cualquier lesion en el sistema nervioso central puede
causar una crisis epiléptica. A través del tiempo, se ha reconocido una serie de
grupos etioldgicos, con énfasis en aquellos que tienen implicaciones para el
tratamiento. La clasificacion de la ILAE ha cambiado varias veces en los ultimos
anos. La ultima revisién propone seis distintas etiologias en el estudio del
paciente epiléptico: estructural, genética, infecciosa, metabdlica, inmune y de
origen desconocido. Las causas de la epilepsia no son excluyentes, por lo que

un mismo paciente coexistir con mas de una etiologia®.

Existen asociaciones bien reconocidas dentro de las epilepsias con
etiologia estructural. En éstas, los estudios de neuroimagen junto con la
evaluacion electroclinica, permiten realizar una inferencia razonable sobre la
anomalia en la imagen, como causa de epilepsia en un paciente. Por otra parte
existe un importante cuerpo de conocimiento generado desde la genética, que
promete acrecentarse en los préoximos afos, alimentando el area de las
epilepsias pediatricas a través de hallazgos relevantes para la comprension del

comportamiento clinico y terapéutico de los pacientes®-10.

Se sabe que, la mayoria de los nifios con epilepsia van a lograr un buen
control de crisis con farmacos antiepilépticos (FAE), pero algunos son
refractarios a pesar de numerosos medicamentos. Las estimaciones de la
incidencia de epilepsia refractaria varian entre el 6 y el 23%12.13. Ningun factor
de riesgo aislado ha demostrado por si solo ser necesario para ocasionar

resistencia a farmacos: 12.

A nivel celular son varias las causas de epilepsia refractaria. De acuerdo
a Kwan y Brodie se puede asociar con una organizacién anormal de los circuitos

neuronales, alteracion en los receptores de diversos neurotransmisores,
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patologias en los canales ibnicos, autoinmunidad reactiva y penetracion alterada
de los farmacos antiepilépticos en el foco epiléptico por posibles afecciones a

nivel de la barrera hematoencefalica's.

El estudio de las variaciones determinadas genéticamente y su asociacién
con la respuesta farmacologica se define como farmacogenética. Vogel, en
1959, fue el primero en proponer el término, aunque ya desde 1909 Garrod'
habia propuesto que las variaciones en el metabolismo de los farmacos, eran

caracteristicas heredables.

Variaciones polimorficas en pacientes epilépticos

Los polimorfismos genéticos, son variaciones en el genoma que inicialmente
aparecen como mutaciones en algunas personas, pero son compatibles con la
vida, son transmitidos a la descendencia y se observa una frecuencia de
poblacion de 1 en 1000" Polimorfismos relevantes pueden potencialmente

alterar la absorcion del farmaco, su disposicion y sitios de accion.

Hasta el momento, los datos mas interesantes se han acumulado para los
canales sodio dependiente de voltaje, que son el objetivo principal de una serie
de farmacos como la carbamazepina, fenitoina o lamotrigina'? Los canales
idnicos son proteinas de membrana que forman poros. Sus funciones incluyen
establecer potenciales de accidén y mantener la homeostasis controlando el flujo
idnico, atravesando la membrana celular, gestionando el flujo iénico a través de
las células y la regulacién del volumen celular. Dichas funciones son esenciales
para la excitabilidad de la neurona, por lo que, los iones juegan un papel

importante en la epileptogénesis.



La asociaciéon entre los genes del canal idnico y epilepsia puede
proporcionar una vision de los mecanismos subyacentes a la epilepsia. Las
variaciones genéticas en los canales de sodio, han recibido mas atencion debido
a que se considera que pueden exhibir diferentes propiedades electrofisioldgicas
en pacientes con epilepsia farmacorresistente en comparacién con los pacientes

sensibles a tratamiento4.

Remy y colaboradores contribuyeron a este campo de estudio en 2003 en
un trabajo que evalué la respuesta a carbamazepina en neuronas hipocampales.
Observaron que la farmacorresistencia en los pacientes con esclerosis mesial
temporal, esta vinculada con alteraciones en la estructura de los canales de

sodio que origina pérdida de la sensibilidad a los farmacos'6.

El hecho de que las propiedades funcionales de los canales iénicos
pueden ser regulados dinamicamente a través de mecanismos genéticos esta
realmente bien establecida. El ejemplo mas conocido es probablemente el
empalme alternativo evolutivamente bien conservado de los exones que
codifican los sensores de voltaje de los canales idnicos 7. Las regiones del
sensor de voltaje determinan las propiedades de poro de los canales de sodio.
Se piensa que influyen en la interaccion con los antiepilépticos clasicos que

actian a nivel de canales de sodio, entre ellos carbamazepina y fenitoina'é.

En el 2000, Escayg y colaboradores'®, analizaron la secuencia de
codificacion del gen SCN1A en el ser humano determinando la presencia de 26
exones, siendo este ultimo el que codifica principalmente el segmento 5 y 6 del
dominio IV y el extremo carboxiterminal de la subunidad alfa del canal de sodio.

La subunidad alfa 1 se encuentra codificada en el gen SCN1A en el locus 2924



El estudio del gen SCN1A ha reportado datos de interés, ya que es uno
de los blancos terapéuticos mas importantes en la epilepsia, se han encontrado
multiples mutaciones asociadas con una actividad anormal del canal iénico en la
epilepsia mioclénica severa de la infancia y en las crisis febriles secundariamente
generalizadas; las mutaciones localizadas en las secuencias que codifican el
sensor de voltaje y el poro idnico, se han correlacionado con un fenotipo severo

y de dificil control2°,

En 2005, Tate y colaboradores?! asociaron retrospectivamente las dosis
maximas de carbamazepina y fenitoina, con variaciones del gen SCN1A en 425
pacientes epilépticos procedentes de Reino Unido. Se observé que la presencia
de alelos A mutantes, en interrupcidon del empalme se correlaciond con dosis

mas altas de farmacos.

También existen dos estudios no aleatorizados y no controlados en los
cuales no se han correlacionado los genotipos con la necesidad de dosis mas
altas de los farmacos o farmacorresistencia 2223, Recientemente Zhou y
colaboradores estudiaron en 391 pacientes epilépticos que presentaban
polimorfismos en los genes ABCB1, ABCC2 y SCN1A, sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas en las secuencias alélicas o fenotipicas entre los

pacientes farmacorresistentes y farmacosensibles?.

En nuestro pais en 2013 se realizd un estudio por Jimenez vy
colaboradores?®, analizaron el gen de la subunidad alfa de canal de sodio
dependiente de voltaje en 5 pacientes pediatricos con epilepsia refractaria
tratados en Centro Médico Nacional 20 de noviembre e identificaron una

mutacion heterocigota no conservadora en el codon 1826, que origina una



alteracion en la estructura tridimensional de la subunidad alfa de la proteina y

puede vincularse con la resistencia farmacoldégica.

Por otra parte, en la Unidad de Investigacion Médica de Enfermedades
Neurolégicas, del Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI,
un grupo multidisciplinario enfocado al estudio de la epilepsia farmacorresistente,
ha iniciado la genotipificacion a gran escala de polimorfismos y el
secuenciamiento paralelo en masa. Se han realizado estudios en los que se han
encontrado polimorfismos como nuevas variaciones genéticas en: ABCB1,
ABCC2, CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4 y SCN1A, en una poblacion de pacientes

con epilepsia farmacorresistente que fueron rigurosamente seleccionados26-2.

De tal modo, que la fisiopatologia y mecanismos de la epilepsia de causa
desconocida y su respuesta al tratamiento sigue siendo un campo amplio de
estudio, pues los estudios realizados hasta el momento, si bien han ampliado el
panorama respecto a la participacion genética en la etiologia y respuesta al
manejo, son insuficientes para establecer asociaciones precisas. Por otra parte,
en nuestro pais no existe hasta el momento informacion suficiente para aplicarse

en pacientes pediatricos con epilepsia.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se estima que a nivel mundial 10.5 millones de nifios menores de 15 afios cursan
con epilepsia, lo que representa casi 25% de la poblacién global con epilepsia.
En México se ha calculado que afecta a 1.8 millones de personas, siendo de
éstas mas de 70% nifios. En cada crisis en el cerebro de un paciente con
epilepsia se puede producir dafio y muerte neuronal, que a largo plazo se
manifiesta en un déficit cognitivo, alteraciones en la memoria, discapacidad en

el aprendizaje y retraso mental. Su etiologia sigue siendo tema de estudio.

La mayoria de la consulta externa de neurologia pediatrica se centra en
la atencion de nifios con epilepsia, el 30% de ellos con epilepsia
farmacorresistente, un porcentaje similar con epilepsia de origen desconocido
cuya etiologia se presume ser de tipo genético. El involucro de mutaciones
principalmente en el gen SCN1A se ha relacionado con algunos tipos de
epilepsia y polimorfismos del mismo gen se han asociado con

farmacorresistencia y eje de tratamiento antiepiléptico.

De lo anterior se deriva la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual es la expresion de polimorfismos para el gen SCN1A en pacientes

pediatricos con epilepsia segun su etiologia y respuesta terapéutica?



JUSTIFICACION

Actualmente la epilepsia de origen desconocido continua siendo un reto en el
campo de investigacion, pues su etiologia aun no esta claramente determinados.
El acceso a recursos que permiten evaluar la participacion de mecanismos
genéticos ha sido de gran relevancia en los ultimos tiempos, pues existen
multiples propuestas respecto a componentes que pueden explicar la
fisiopatologia de la epilepsia en algunos grupos de pacientes, asi como el
fenotipo y la respuesta al tratamiento. Particularmente, las mutaciones en el gen
SCN1A se han involucrado con epilepsias especificas. Estudios recientes han
revelado interesantes polimorfimos a nivel de dicho gen y en algunos blancos

terapéuticos, que proponen su asociacion con farmacorresistencia.

En México no se dispone de informacion respecto a pacientes epilépticos con
polimorfismos en el gen SCN1A, por lo que determinar la expresion de
polimorfismos en el gen SCN1A podria ser el punto de partida establecer las
causas de epilepsia y la respuesta a tratamiento antiepiléptico en pacientes

pediatricos.
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OBJETIVOS GENERALES

Determinar la expresividad de polimorfismos para el gen SCN1A en
pacientes pediatricos con epilepsia segun su etiologia
Determinar la expresividad de polimorfismos para el gen SCN1A en

pacientes pediatricos con epilepsia segun su respuesta terapéutica.

OBJETIVOS PARTICULARES

Describir los tipos de epilepsia en pacientes pediatricos atendidos en la
consulta externa de neurologia pediatrica

Describir la etiologia de la epilepsia en pacientes pediatricos atendidos en
la consulta externa de neurologia pediatrica.

Describir la respuesta terapéutica en pacientes pediatricos con epilepsia
atendidos en la consulta externa de neurologia pediatrica.

Determinar los polimorfismos del gen SCN1A en los pacientes pediatricos
con epilepsia atendidos en la consulta externa de neurologia pediatrica.
Analizar la distribucion de los polimorfismos segun el tipo de epilepsia y la
respuesta al tratamiento

Determinar la relacién entre la expresion de polimorfismos del gen SCN1A
de pacientes pediatricos con epilepsia y su etiologia

Determinar la relacién entre la expresion de polimorfismos del gen SCN1A

de pacientes pediatricos con epilepsia y la respuesta terapéutica.
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HIPOTESIS
e La expresividad de los polimorfismos en el gen SCN1A se asocia con
mayor frecuencia a pacientes pediatricos con epilepsia de origen
desconocido.
e La expresividad de los polimorfismos en el gen SCN1A se asocia con
mayor frecuencia a  pacientes pediatricos con  epilepsia

farmacorresistente.

MATERIAL Y METODOS

Diseio de estudio: Transversal analitico

a) Por el control de la maniobra es analitico

b) Por la recoleccién de datos es prolectivo

c) Por la medicién del fendmeno es retrospectivo y transversal

Lugar de estudio

Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI, servicio de neurologia

pediatrica. Reclutados de octubre de 2015 a marzo del 2017

Universo de trabajo

Pacientes pediatricos mexicanos con diagnéstico de epilepsia atendidos en el
servicio de neurologia del Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo

XXI, a quienes se les realiz6 estudio molecular de secuenciacion masiva.

Tipo de muestreo

No probabilistico por conveniencia, de casos consecutivos.
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CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion

e Sexo: Masculino y femenino
e Edad: 6 meses a 16 afios 11 meses

e Pacientes cuyos tutores hayan aceptado el analisis de su muestra
previamente tomada.

e Con diagnéstico establecido de epilepsia

Criterios de exclusion

o Expediente incompleto.

e Muestra inadecuada.
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VARIABLES

e Edad.
Tipo: Cuantitativa continua

Definicion operacional. Periodo de tiempo desde el nacimiento hasta el momento
de la toma de muestra.

Escala de medicion: Anos

e Género.
Definicion operacional: Fenotipo sexual al que corresponde un individuo
Tipo: Cualitativa nominal

Escala de medicion: Masculino/Femenino

e Numero de crisis

Definicion operacional: Frecuencia con que se presentan las crisis epilépticas en
un individuo.

Tipo: Cuantitativa discreta

Escala de medicion: Numero de crisis por dia.

e NuUmero de farmacos

Definicion operacional: Cantidad de farmacos antiepilépticos usados para el
tratamiento de las crisis convulsivas

Tipo: Cuantitativa discreta

Escala de medicion: 1, 2, 3,4...

e Tipo de crisis

Definicion operacional: Caracteristicas clinicas de la manifestacién ictal descritas
segun la nomenclatura internacional por su forma de inicio e involucro o ausencia
de actividad motora.

Tipo: Cualitativa nominal

Escala: De acuerdo a la ILAE ANEXO (1)
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e Sindrome electroclinico

Tipo: Cualitativa nominal

Definicion operacional: Grupo de entidades clinicas que se identifican de forma
fiable por un conjunto de caracteristicas electroclinicas

Escala: Presente/ Ausente

e Epilepsia farmacorresistente
Tipo: Cualitativa dicotémica

Definicion operacional: Falla a dos esquemas de antiepilépticos tolerados y
elegidos en forma correcta para alcanzar la libertad de crisis en mono o
politerapia

Escala: SI/NO

o Epilepsia controlada
Tipo: Cualitativa dicotémica

Definicion operacional: Aquella que con tratamiento farmacolégico logra periodos
indistintos libres de crisis.

Escala: SI/NO

¢ Polimorfismo del gen SCN1A
Tipo: Cualitativa nominal

Definicion operacional: Variacién en la secuencia de un lugar determinado del
ADN entre individuos de una poblacién >1%, localizado en el gen SCAN1.

Escala: Presente/Ausente.

Se revisaron los expedientes electrénicos y los datos estudios genéticos de
secuenciacion masiva en 70 pacientes pediatricos con epilepsia, atendidos en el

servicio de Neurologia Pediatrica.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Los pacientes incluidos en el estudio participaron en dos estudios previos:
“Estudio de las alteraciones genéticas en genes relacionados con la epilepsia
farmacorresistente” y “Comparacion de los niveles sérico de interleucinas (IL
1beta, IL 6 y TNF-alfa) entre subgrupos de pacientes pediatricos mexicanos con
epilepsia farmacorresistente y controlada”, éste ultimo realizado en el afio 2015.
Las muestras séricas tomadas a los pacientes, se utilizaron para ser analizadas
en busqueda de polimorfismos del gen SCN1A por medio de secuenciacién
masiva. Se elabor6 también una hoja de recoleccidon de datos (Anexo 2), en la
que se concentraron los datos clinicos de los pacientes. Para posteriormente

crear una base de datos.

La base de datos fue elaborada en el programa Excel versién 2013
capturando la informacion clinica y terapéutica de los pacientes epilépticos con
estudio molecular. Se incluy6 la edad, género, etiologia de la epilepsia, tipo de
crisis, la respuesta terapéutica, el tratamiento previo y actual, asi como el nimero
de farmacos, tiempo de evolucién, hallazgos electrofisioldgicos, de neuroimagen,

y los resultados de la secuenciacion masiva.

Finalmente fue codificada y procesada en el programa SPSS version 22.

16



ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé estadistica descriptiva para las variables cualitativas presentadas con
frecuencias simples y porcentajes. Para establecer asociaciones entre variables
categdricas se calcul6 prueba exacta de Fisher, otorgando un valor significativo
con p<0.05. También se determind el OR para la cuantificacién del grado de

riesgo (IC 95%).

ASPECTOS ETICOS

Este estudio se realizé dentro de las normas establecidas en la Ley General de
Salud de los Estados Unidos Mexicanos consignados en el Titulo VI en materia
de investigacién para la Salud, en el Articulo 17 del Titulo 2, donde se establece
que fue una investigacion de riesgo minimo ya que unicamente empleo métodos
de investigacién documental. Toda la informacién fue colectada y resguardada
de forma confidencial. El presente protocolo es un brazo del protocolo de
investigacién con titulo: “Estudio de las alteraciones genéticas en genes
relacionados con la epilepsia farmacorresistente”. Fue sometido por medio de
enmienda a evaluacion por parte del Comité Nacional de Investigacion Cientifica

con numero de registro: R2015-785-088.
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RECURSOS

Para la realizacién del estudio participd una residente de segundo afio de la

especialidad de neurologia pediatrica.

Se obtuvo la colaboracién de la Unidad de Investigacion Médica en
enfermedades Neuroldgicas, Hospital de Especialidades, CMN SXXI, para la

obtencion de los resultados de los estudios moleculares.

Se conté con acceso a la plataforma del expediente electrénico bajo la
supervision y autorizacion del Jefe de Neurologia Pediatrica de la UMAE

pediatria, Dr. Dario Rayo Mares.

Se dispuso de un equipo de cémputo personal para la realizacion de la base de

datos y procesamiento de textos, graficos y tablas.

No se requirié financiamiento para la elaboracién del presente estudio.

Para la secuenciacion masiva se contod con el apoyo del donativo de CONACYT

numero 0248513
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 70 pacientes pediatricos epilépticos, de los cuales el

48% (34/70) fueron farmacorresistentes. Este grupo no fue diferente con

respecto a la distribucion de género y edad de los epilépticos controlados,

Cuadro I. Es de remarcar que en los pacientes con epilepsia farmacorresistente

la mediana de edad fue hacia el grupo escolar y en los controlados hacia los

adolescentes. Tampoco encontramos diferencias en la distribucion de los casos

de causa desconocida contra sintomatica entre los grupos, aunque hubo menos

casos de causa desconocida entre los resistentes.

Cuadro I. Caracteristicas de los pacientes pediatricos con epilepsia
resistentes y no a tratamiento (n=70).

Epilepsia resistente  Epilepsia controlada Valor de p*
Dato N=34 N=36
N % N %
Género
Masculino 20 55.6 14 41.2 0.24
Femenino 16 44.4 20 58.8
Edad en afios
Mediana (min-max) 11.5 (1a16) 14 (3 a 16) 0.14
Etiologia
Causa desconocida 17 47.2 18 52.9 0.81
Sintomatica 19 52.8 16 47.1

*Prueba Exacta de Fisher 2 colas o prueba de U de Mann-Whitney.
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Es de comentar que el tipo de crisis mostradas por los pacientes fueron
predominantemente focales y algunas focales con generalizacion secundaria
(90%); en proporcion menor se encontraron las generalizadas (Figura 1).
Solamente en el 11.4% tenia diagndstico de un sindrome electroclinico de los
siguientes: de West, de Lennox Gastaut, epilepsia Rolandica y epilepsia de

ausencia.

Figura 1.Distribucion de la poblacion segun el
tipo de crisis de los pacientes
(N=70)

B Focal m Generalizada Focal secundariamente generalizada
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Con relacion a la frecuencia de presentacion de las crisis epilépticas, un
44%(15) de los pacientes las padecieron diariamente, con frecuencias de una
hasta 70. En los pacientes bajo control farmacoldgico, el tiempo libre de crisis

estuvo entre los 8 meses a 10 anos.

En cuanto al numero de farmacos antiepilépticos en administracién, se
confirmé el mayor requerimiento para los pacientes con farmacorresistencia. En
ellos el 85% requirieron tres o0 mas. Esto contrasta con solo un farmaco en el

66.6% de los pacientes epilépticos controlados.

Referente a lo encontrado en los estudios de electroencefalograma,
55.7% de los pacientes aun manifestaban evidencia de actividad paroxistica
epiléptica focal; otro 20% actividad tanto paroxistica focal como generalizada, y
en un 17% el ultimo estudio electroencefalograma se encontraba normal para la

edad, bajo tratamiento antiepiléptico.

En cuanto a los hallazgos de neuroimagen, como se esperaba en el 83%
de los pacientes con epilepsia sintomatica encontramos una alteraciéon
estructural. De éstas, la atrofia cortico subcortical fue la mas frecuentemente
hasta en el 50% de los pacientes, seguida en un 20% de lesiones isquémicas
(evidencia de infartos antiguos, areas de encefalomalacia y gliosis); un 14% con
areas de displasia y otro 8% con alteraciones de la migracion neuronal. Es de
resaltar un 8% de pacientes con diagndstico de epilepsia de I6bulo temporal con

areas de esclerosis mesial temporal (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de la poblacion estudiada segun
los hallazgos de neuroimagen

m Atrofia ~lIsquemia mAlteracion migracion mDisplasias EMT
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Polimorfismos y condicion de repuesta terapéutica

De los 16 polimorfismos estudiados del gen SCN1A encontramos
asociacioén con la farmacorresistencia en 15 (Cuadro Il), esto sin considerar si la
epilepsia era sintomatica o sin causa conocida. Los polimorfismos con mayor
asociacion fueron rs566839 y rs1461193 (OR>20), seguidos de rs4667859,
rs2298771, rs6432860, rs7580482 y rs994399 (OR entre 10 y 20); después,
rs1813502, rs2126152, rs6763132, rs6753355 (OR entre 5 a 9.9) y finalmente
rs8191989, rs150570058, rs199507113 y rs10497275 (OR entre 2 y 4.9). El
unico polimorfismo no asociado fue el rs10198801. Con excepcién de este
ultimo, la frecuencia de presentacion fue por arriba del 30% para los asociados
a farmacorresistencia. Por otro lado, ninguno de los polimorfismos estudiados

tuvo una frecuencia superior al 45% en los pacientes con epilepsia controlada.

Al analizar el comportamiento de la presentacion de los 16 polimorfismos
del gen SCN1A con respecto a la etiologia de la epilepsia (Cuadro Ill), se

encontré que ninguno se asocid con un origen desconocido.
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Cuadro ll. Comparacién de polimorfismos del gen SCN1A en pacientes
con epilepsia segun su respuesta terapéutica.

Pacientes Pacientes

Farmaco- Farmaco- Valor

Polimorfismo resistentes controlados OR (IC95%) de b*

N=36 N=34 P

N % N %

rs10497275 19 52.8 10 29.4 2.6 (1.01-7.2) 0.04

rs150570058 13 36.1 4 11.8 4.2 (1.2-14.7) 0.01
rs8191989 16 44.4 5 14.7 4.6 (1.4-14.7) 0.006
rs199507113 12 33.3 5 14.7 2.9 (0.9-9.4) 0.06
rs10198801 6 16.7 4 11.8 1.2 (0.6-2.7) 0.40
rs6763132 15 41.7 3 8.8 7.4 (1.9-28.7) 0.002
rs1813502 31 86.1 15 44.1 7.8 (2.5-25.1) <0.001
rs4667859 33 91.7 13 38.2 17.8 (4.5-69.9) <0.001
rs2298771 33 91.7 15 44.1 13.9 (3.6-54.4) <0.001
rs2126152 31 86.1 15 44.1 7.8 (2.5-25.1) <0.001
rs6432860 33 91.7 16 47.1 12.4 (3.2-48.2) <0.001
rs6753355 30 83.3 15 44.1 6.3 (2.1-19.2) 0.001
rs7580482 32 88.9 15 44.1 10.1 (2.9-35) <0.001
rs1461193 34 94.4 15 44.1 21.5 (4.4-104) <0.001
rs994399 32 88.9 15 44.1 10.1 (2.9-35) <0.001
rs566839 34 94.4 15 44.1 21.5 (4.4-104) <0.001

*Prueba exacta de Fisher 1 cola.
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Cuadro lll. Comparacién de polimorfismos del gen SCN1A en
pacientes con epilepsia segun su etiologia.

Pacientes Pacientes
Con causa sintomaticos
Polimorfismo desconocida N=35 Valor de p*
N=35
N % N %
rs10497275 11 31.4 18 51.4 0.07
rs150570058 9 257 8 229 0.50
rs8191989 8 22.9 13 37.1 0.14
rs199507113 8 229 9 257 0.50
rs10198801 4 114 6 17.1 0.36
rs6763132 10 28.6 8 229 0.39
rs1813502 22 62.9 24 68.6 0.40
rs4667859 23 65.7 23 65.7 0.59
rs2298771 22 629 26 74.3 0.22
rs2126152 23 65.7 23 65.7 0.59
rs6432860 24 68.6 25 714 0.50
rs6753355 21 60 24 68.6 0.30
rs7580482 22 62.9 25 714 0.30
rs1461193 23 65.7 26 74.3 0.30
rs994399 22 62.9 25 714 0.30
rs566839 23 65.7 26 74.3 0.30

*Prueba exacta de Fisher 1 cola.
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Figura 1. Distribucion de los diferentes polimorfismos entre los pacientes con epilepsia resistente y no al tratamiento segtin la etiologia de los mismos.
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En el analisis de subgrupos los pacientes con epilepsia desconocida se
mostraron diferencias estadisticamente significativas, ya que en el grupo de
farmacorresistentes se encontré una mayor frecuencia de polimorfismos que en los
farmacocontrolados. Lo anterior sugiere una asociacion entre la presencia de
polimorfismos y la farmacorresistencia; para el grupo de pacientes con epilepsia de
causa desconocida. En el subgrupo de pacientes sintomaticos, no se encontraron
diferencias significativas en relacion a la presencia de polimorfismos, sin importar si

fueron farmacorresistentes o farmacocontrolados (Figura 1).
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DISCUSION

La epilepsia es el trastorno neurolégico cronico mas comun, las causas que la
originan no son excluyentes, por lo que un mismo paciente coexistir con mas de una
etiologia®. La mayoria de los nifios con epilepsia van a lograr un buen control de
crisis con farmacos antiepilépticos (FAE), pero algunos son refractarios a pesar de
numerosos medicamentos. 1213, Ningun factor de riesgo aislado ha demostrado por
si solo ser necesario para ocasionar resistencia a farmacos'" 2, sin embargo de
acuerdo a Kwan y Brodie la farmacorresistencia se puede asociar con una
organizacion anormal de los circuitos neuronales, alteracion en los receptores de
diversos neurotransmisores, patologias en los canales ionicos, autoinmunidad
reactiva y penetracion alterada de los farmacos antiepilépticos en el foco epiléptico
por posibles afecciones a nivel de la barrera hematoencefalica’. Los factores
genéticos que se han estudiado ultimamente, son aquellas mutaciones en genes

que codifican canales idnicos, principalmente para el gen SCN1A.

El presente estudio da a conocer, mediante una medicién transversal en
grupos homogéneos, los diferentes polimorfismos para el gen SCN1A, presentes
en una poblacion de pacientes pediatricos con epilepsia atendidos en el servicio de

neurologia pediatrica del Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Se encontré evidencia a favor de nuestra hipétesis, por la existencia de un
mayor porcentaje de polimorfismos en los pacientes farmacorresistentes
comparados con los pacientes epilépticos controlados, particularmente en aquellos

en los que la causa de la epilepsia era desconocida.
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El gen SCN1A se expresa en alto nivel en sistema nervioso central, mientras
que el canal de sodio NaV1.1, se encuentra predominantemente en el soma y las
dendritas de las neuronas?8. SCN1A es uno de los genes causantes de la epilepsia
mas importantes. Hasta la fecha se han reportado 1.257 mutaciones relacionadas
con la epilepsia2®. Principalmente en pacientes con antecedentes de convulsiones
febriles (FS) y epilepsia mioclénica severa, en las que se encuentra el fenotipo mas
grave y se asocia frecuentemente con mutaciones destructivas o missense

localizadas en la regidn del poro, que origina pérdida de la funcidn del canal NaV1.1.

Por otra parte, la epilepsia generalizada con convulsiones febriles (GEFS)
tiene la frecuencia mas alta de mutaciones missense que son
generalmente situadas fuera de la region de los poros, con cambios funcionales.
Mientras que la epilepsia parcial con convulsiones febriles (PEFS), es un fenotipo
intermedio en términos de severidad clinica. Los datos anteriores , sugieren que la
pérdida de la funcién de NaV1.1 es la base primaria para las epilepsias con crisis
febriles. Experimentos en ratones knock-out han demostrado que la pérdida de la
funcién NaV1.1 perjudica las funciones inhibitorias en el cerebro y conduce a

hiperexcitabilidad y epilepsia30.

De tal manera, que existen abundantes y profundas investigaciones que han
correlacionado la presencia de mutaciones en los canales de sodio con fenotipos
caracteristicos en pacientes epilépticos. Mas recientemente estudios
farmacogenéticos han revelado que los polimorfismos genéticos en SCN1A y

SCN2A influyen en la respuesta clinica a los farmacos3°.
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En los ultimos afos, se han buscado asociaciones entre la presencia de
polimorfismos en el gen SCN1A y la respuesta terapéutica de los pacientes. Asi en
2006 Tate?? informé que un polimorfismo intrénico funcional de SCN1A (IVS5-91
rs3812718 G> A) se asociaba con dosis maximas de carbamazepina y fenitoina. Y
para el 2008 un estudio japonés demostré una asociacion significativa entre el

genotipo SCN1A IVS5-91 AA y la epilepsia resistente a carbamazepina32.

Del mismo modo Angelopoulou3? y colaboradores, mostré sélo asociacion del
polimorfismo SCN1A 1VS5-91 rs3812718 G>A con la respuesta terapéutica en
respondedores sin evidencia de un efecto sobre la epilepsia resistente a los

farmacos.

Los europeos y chinos, tienen la mayor cantidad de estudios en poblaciones
humanas para polimorfismos del gen SCN1A, los mas estudiados hasta el momento
son: rs3812718% y rs23041624. En el presente estudio se reportan varios
polimorfismos, pero son distintos a los que se han estudiado en dichas poblaciones.
Dentro de los analizados, unicamente los polimorfismos rs1813502 y rs6432860,
se habian sugerido previamente como candidatos para explicar la
farmacorresistencia en pacientes griegos con epilepsia, lo cual coincide con los

hallazgos de esta investigacion.3'.

Cabe senalar que en los proyectos realizados hasta el momento, predomina
la poblacion adulta. Ademas, se han efectuado con farmacos que en los pacientes
del presente estudio, se administran con poca frecuencia en nuestros dias. Sin
embargo, resulta interesante comentar que en los pacientes con epilepsia
farmacorresistentes de esta investigacion; el 50% tenia antecedente de haber
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recibido tratamiento con fenitoina previamente, durante alguin momento de su
evolucion. Y 44% actualmente tiene tratamiento con oxcarbazepina, que también

tiene su sitio de accién a nivel de los canales de sodio.

Respecto a investigaciones realizadas en poblaciéon pediatrica, en 2016
Abo34 y colaboradores hicieron un estudio en pacientes con epilepsia en Egipto; en
el cual asociaron al polimorfismo rs2298771 con el desarrollo de
farmacorresistencia. Lo anterior, estd de acuerdo con lo evidenciado en nuestro
estudio, pues identificamos dicho polimorfismo en un 91.7% de los pacientes
farmacorresistentes, comparado con un 44.1% de los pacientes epilépticos
controlados, con una diferencia estadisticamente significativa p<0.001 y un OR de

13.9 (IC 95%).

Si bien nuestro propésito no fue un polimorfismo en particular. Los hallazgos
encontrados demuestran que efectivamente los pacientes farmacorresistentes
tienen una frecuencia mayor de polimorfimos comparados con los pacientes con
epilepsia controlada. Lo cual coincide con Ma y colaboradores?®, que en 2012
hicieron una investigacién en poblacion epiléptica China, en la que sugirieron que
los polimorfismos para el gen SCN1A podrian estar asociados con la

farmacorresistencia, con un valor de p <0.002.

Los polimorfismos que se presentaron en este estudio, sugieren una fuerte
asociacion con la farmacorresistencia, con valores de p <0.05. Por lo que,
consideramos que estos resultados proporcionan evidencia a favor de que,
el gen SCN1A puede desempefiar un papel en la respuesta modificada del farmaco
en la epilepsia.
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Lo antes comentado, permite inferir el beneficio de las pruebas
farmacogenéticas en la practica clinica, para la individualizacion del tratamiento con
farmacos que posteriormente podran servir como predictores de la respuesta

terapéutica.

Si bien nuestro estudio es predominantemente descriptivo. Consideramos
relevantes los resultados porque hasta el momento no se habia hecho un estudio
de las mismas caracteristicas en la poblacion mexicana. El valor de las pruebas de
asociacioén tiene significancia estadistica. Los resultados coinciden con estudios

realizados en Europa, China y Egipto.

Pensamos que nuestra investigacion puede ser un parteaguas, para
profundizar con respecto al estudio de la farmacorresistencia en pacientes
epilépticos pediatricos mexicanos. La informacion con la que contamos en este
momento nos permitira realizar en breve la genotipificacion de los polimorfismos y

buscar su correlato con su expresion clinica.

Dentro de las fortalezas de nuestro estudio podemos mencionar que los
estudios genéticos se realizaron a través de secuenciacion masiva, tecnologia que
permite detectar todos los tipos de variacidn gendmica en un unico experimento. A
diferencia de otras técnicas que sélo revelan informacion con respecto a un
polimorfismo o una mutacion. Estos avances en la genética molecular de la
epilepsia, han cambiado la forma en que pensamos acerca sus causas y esta
destinado a tener un impacto en el diagnostico y la gestion de las personas con

epilepsia.
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La secuenciacion de todo el exoma esta demostrando ser un método
altamente eficaz en la identificacion de un gen causante en el ambito clinico 3'. En
los tiempos actuales, todos los involucrados en el manejo de los pacientes de
epilepsia, especialmente el clinico deben tener alguna informacion de base sobre la

genética de la epilepsia.

Como limitaciones del estudio se deben considerar en primer lugar que el
componente heredado de la respuesta a los medicamentes es poligenético, por lo
que los factores ambientales no pueden ser ignorados. El tamafio de muestra de la
poblacion de pacientes con epilepsia fue pequefio. En la epilepsia
farmacorresistente, ademas de factores genéticos, podrian tenerse en cuenta:
historia de tratamiento previo, etiologia, duracién de las crisis y numero de crisis
antes del inicio del tratamiento. De tal manera, que continuando con los estudios
farmacogenéticos sera posible establecer el papel de los polimorfismos, como

biomarcadores de farmacorresistencia.
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CONCLUSIONES

En la poblacion pediatrica con epilepsia existen polimorfismos del gen
SCN1A que son significativamente mas frecuentes en pacientes con
farmacorresistencia que en los pacientes con epilepsia controlada,
particularmente en aquellos con epilepsia de causa desconocida.

Existe una asociacién estadisticamente significativa entre la presencia de
polimorfimos y la respuesta terapéutica de los pacientes, mostrando que los
farmacorresistentes tienen mayor presencia de polimorfimos.

La presencia de polimorfismos del gen SCN1A no tuvo asociacion
estadisticamente significativa cuando se compararon los pacientes segun su
etiologia.

Los pacientes pediatricos con epilepsia farmacorresistente tienen un OR>2
(IC 95%) de presentar los polimorfismos para el gen SCN1A, respecto a los
pacientes con epilepsia controlada.

Los polimorfismos del gen SCN1A pueden ser utilizados en nuestra

poblacion como un biomarcador genético a la respuesta terapéutica.
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ANEXO 1

CLASIFICACION DE LA EPILEPSIA SEGUN LA ILAE 2017, VERSION EXTENDIDA®?,

Inicio Focal

Inicio generalizado

Inicio desconocido

Pérdida

Consciente de conciencia

Inicio motor
Automatismos
Atonica

Cldnica
Espasmos epilépticos
Hiperquinética
Miocldnica
Toénica

No motor
Autondmico
Detencidén del
comportamiento
Cognitiva
Emocional
Sensorial

Inicio motor

Ténico clonica
Cldnica

Tonica

Miocldnica
Miocldnica-ténico-cldnica
Mioclénica-atdnica
Espasmos epilépticos
No motor (ausencias)
Tipicas

Atipicas

Miocldnica
Mioclonica palpebral

Inicio motor
Tdnico clonica
Espasmos
epilépticos

No motor
Detencidn del
comportamiento

Sin clasificar
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ANEXO 2

Hoja de captura de datos

DATOS DEMOGRAFICOS Y DE IDENTIFICACION

Numero de registro

Nombre

Edad (afios cumplidos)

Género Femenino ( )

Masculino ( )

Fecha de nacimiento

Direccion
Teléfono
Caracteristicas clinicas de la epilepsia
Tipo de crisis: Tiempo de evolucion: Aios
Numero de crisis por: Meses
Dia: Farmacorresistente: SI( ) NO()
Mes: Controlada: SI ( ) NO()

Ano:

Tratamiento farmacolégico:
Previo:
Actual:

Dosis del tratamiento:

Estudios de gabinete (Hallazgos)
EEG:

Neuroimagen:

Polimorfismo en canales de sodio
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ANEXO 3

METODOLOGIA PARA LA SECUENCIACION MASIVA

La secuenciacion masiva supone un avance importante en el ambito clinico ya que
permite una aproximacioén global, que facilita la labor del investigador en el estudio
de aquellas patologias en las que se han implicado un alto numero de genes. Asi,
con una sola prueba, se estudian de forma simultanea exones, intrones y regiones
reguladoras, de todos los genes, sin necesidad de dirigir el estudio a mutaciones
especificas. La secuenciacidn masiva es una herramienta muy poderosa para
descubrir las mutaciones que originan un sindrome epiléptico, la asociacion con la

farmacorresistencia y el metabolismo de los farmacos.

Del DNA gendmico extraido y purificado de la fraccion leucocitaria del
paciente, se obtendran fragmentos entre 200 y 300 pb, posteriormente los
fragmentos seran ligados por los extremos a adaptadores especificos para las
plataformas de lllumina y se amplifican por PCR utilizando el kit de preparacion de
bibliotecas HaloPlex Target Enrichment para lllumina de Agilent Technologies. Las
bibliotecas amplificadas por PCR seran enriquecidas unicamente para las regiones
de interés (Gen A, B y C) por captura con sondas complementarias a las regiones

seleccionadas.

Las muestras seran mezcladas equimolarmente para una concentracion final
de 20 pM que sera cargada a un cartucho de secuenciacién del kit MiSeq Reagent
Kit v2 de illumina para su secuenciacion en el instrumento MiSeq de lllumina. La

configuracion de la secuenciaciéon sera de 2x150 pareada. Las secuencias
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obtenidas en formato .fastq seran analizadas con el software SureCall de Agilent
Technologies para la deteccion de variantes utilizando el genoma humano Hg19
como referencia. Esta tecnologia nos permitira en un solo microarreglo secuenciar
5000 pares de bases, por paciente lo que permitira identificar en cada paciente
polimorfismos de los 10 genes candidatos que se han reportado con mayor
asociacion con la farmacorresistencia. Los polimorfismos relevantes, seran

corroborados por secuenciacion tipo Sanger.
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ANEXO 4

INSTITUTO MEXICANOC DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
@ ¥ POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVES TIGACION EN SALUD
IM$ CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO

ey (NINOS ¥ PERSONAS CON DISCAPACIDAD)

Nombre del estudio: Estudio de las alteraciones genéticas en genes relacionados con la epilepsia farmacorresistente
Lugar y Fecha: numero de registro.

Justificacion y objetivo del estudio. Se te esta pidiendo que participes en un estudio de investigacion con la finalidad de conocer porque te dio tu
padecimiento conocido como epilepsia y porque los medicamentos que te estan dando ya no controlan tus crisis, se le denomina epilepsia
farmacorresistente. Creemos que este estudio nos ayudara a conocer eso.

Procedimientos

Si decido participar ¢ Qué me va a suceder? Si aceptas participar en este estudio, personal especializado te tomara 5 ml de sangre (como una cucharada
sopera) una vez al inicio del estudio, si estas muy nervioso y no podemos obtener sangre, se te hara un raspadito con un cepillit y 5 ml de saliva cada 6
meses durante 2 afios para ver si la cantidad pastillas que te dan para controlar las convulsiones son eficientes. ¢Qué molestias tendré, dolera? La toma
de sangre puede doler pero solo un segundo cuando entra la aguja en la superficie de tu piel, la toma en el carrillo bucal no produce molestia.

He preguntado al nifio/a y entiende las molestias (inicial).

La participacion es voluntaria: ¢ Tengo que hacer esto? No tienes porque participar en esta investigacion si no lo deseas. Es tu decision si decides
participar o no en la Investigacion, esta bien y no cambiara nada. Este es todavia tu hospital, todo sigue igual que antes. Incluso si dices que "si” ahora,
puedes cambiar de idea mas tarde y estara bien todavia. He preguntado al nifio/a y entiende que la participacién es voluntaria (inilcial).

Informacién sobre resultados y alternativas de tratamiento: La informacién de los resultados se le dara a tus padres y a tu medico tratante, si hay algo en
los resultados que ayude a mejorar tu tratamiento sera informado a tu medico tratante.

He preguntado al nifio/a y entiende los beneficios (inicial).

Confidencialidad: ¢ Van a saber todos acerca de esto? No diremos a otras personas que estas en esta Investigacion y no compartiremos informacion
sobre ti a nadie que no trabaje en el estudio de investigacion. Cuando la investigacion finalice, se te dira a ti y a tus padres los resultados. La informacion
sobre ti por la investigacion sera retirada y nadie si no los investigadores podran verla. Cualquier informacién sobre ti tendra un nimero en vez de su
nombre. Solo los investigadores sabran cual es tu nimero y se guardara la informacion con llave. No sera compartida ni dada a nadie excepto a tus
padres si lo solicitan. He preguntado al nifio/a y entiende la confidencialidad (inicial).

Beneficios. { Obtengo algo por participar en la investigacion? No hay beneficios econémicos pero esta investigacion ayudara a otros nifios que tienen
esta misma enfermedad.

En caso de coleccion de material biolégico (si aplica):

No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.
Si autorizo que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros.
Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):
Personal de referencia. En caso de que tenga dudas sobre el estudio favor de contactar a Dra. Sandra Orozco Suarez y Dra. Iris Feria Romero,
responsables del proyecto en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Neurolégicas, en Hospital de Especialidades, CMN Siglo XXI, Tel.
55780240, de 8.00 a 17 Hrs. Dr. Dario Rayo Mares, Servicio de Neurologia 56276900 ext 21504, Hospital de Pediatria, CMN, Siglo XXI, de 8.00 a las 14.30 hrs.
Sé que puedo elegir participar en la investigacion o no hacerlo. Sé que puedo retirarme cuando quiera. He leido esta informacion (o se me ha leido la
informacién) y la entiendo. Me han respondido las preguntas y sé que puedo hacer preguntas mas tarde si las tengo. Entiendo que cualquier cambio se

discutira conmigo.

Acepto participar en la investigacion

O Yo no deseo participar en la investigacion y no he firmado el consentimiento que sigue. (iniciales del nifio/menor). Solo si el nifio/a asiente:

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS:
Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension
21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma de ambos padres o tutores o representante legal Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2
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