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Resumen

La epilepsia del 16bulo temporal mesial (ELTM) es el tipo de epilepsia focal més fre-
cuente, representando entre el 40-60 % de todos los tipos de epilepsia!). En este sentido,
durante la década de los 90’s por Berkovic y cols, confirmaron la participacion de factores
genéticos heredables en la etiologia de la ELTM. Estudios posteriores realizados en familias
con ELTM, indican que es un sindrome con heterogeneidad genética y fenotipica®>®). Como
consecuencia de procesos de evolucion, adaptacion y diversidad étnica, el genoma humano
puede presentar variabilidad en su secuencia. Los CNVs son variaciones estructurales del
genoma caracterizadas por pérdidas o ganancias de material genético mayor a una kilobase.
Algunas veces los CNVs incluyen genes o varias copias de genes, que si estan involucrados
en funciones que son sensibles a la dosis, pueden tener consecuencias en términos de riesgo
de enfermedades. Existen estudios en pacientes con distintos tipos de epilepsia, que han re-
portado CNVs que contienen genes involucrados en el proceso de epileptogénesis, sugiriendo
asi su participacion en la etiologia de esta enfermedad entre el 1 al 10 % 45,

La ELTMF es una enfermedad poco estudiada en México, lo cual provoca que se caiga
en errores al llevar a cabo su diagnéstico y esto resulta en comorbilidades que disminuyen
la calidad de vida de los pacientes y sus familias. Es importante resaltar que si el diagnos-
tico se basa unicamente en el cuadro clinico, los pacientes con ELTMF o no familiar son
indistinguibles entre si; por ello la importancia de una historia clinica precisa que permita el
diagnostico correcto. En este sentido, el conocimiento, el desarrollo y la aplicacion de nuevas
tecnologias de biologia molecular son fundamentales. Esto ayudara a tener un mejor conoci-
miento de la etiologia genética y hereditaria de la ELTMF, lo cual beneficiara al diagnéstico
y tratamiento oportuno de dicha enfermedad.

El presente trabajo se enfoca en explorar el cuadro clinico, los patrones de herencia y alte-
raciones genéticas estructurales (tipo CNVs) en familias 25 familias con ELTMF en México.
Para explorar los detalles clinicos se realizé una historia clinica detallada y enfocada en epi-
lepsia.El patron de herencia fue determinado mediante la realizacién de arboles genealdgicos
segtin los lineamientos internacionales® . El estudio de CNVs se realizé mediante microarre-
glos cromosomicos de ADN y analizados con el software “Chromosome Analysis Suite 4.0”

(ChAS 4.0) de ThermoFisher®, para después ser clasificadas dentro de las 5 categorfas de



significancia clinica (patogénicas, inciertas, probablemente patogénicas, probablemente be-
nignas o benignas) acorde a los lineamientos de la American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) vigentes”). Finalmente realizamos un anélisis descriptivo de los
datos clinicos y demogréficos (media, mediana, desviacién estdndar, rango) para variables
cuantitativas y comparaciones de frecuencias y porcentajes para las cualitativas. Las prue-
bas estadisticas fueron chi-cuadrada o prueba exacta de Fisher para frecuencias, prueba ¢ o
prueba de Mann-Whitney para variables continuas, y regresion logistica binaria para célcu-
los de odds ratio para andlisis de asociacién. Establecimos la significancia estadistica con
valor p < 0.05 para todas las pruebas. Utilizamos el software SPSS v.23.0 para el andlisis
estadistico de datos.

Los resultados de este trabajo demuestran que la ELTM familiar es un sindrome que
tiene un fenotipo distinto (como la edad de inicio de las crisis, tipo de crisis mas frecuentes
o la presentacion de comorbilidades especificas, etc.) segun el patrén de herencia ya sea
autosémico docimante (AD) o recesivo (AR), por el cual se segrega la enfermedad. Conocer
estas diferencias podria ser util a nivel clinico pues se harian diagnésticos tempranos que
conlleven a un tratamiento oportuno de la enfermedad, previniéndose las comorbilidades
asociadas

En cuanto a las variantes tipo CNV, encontramos una clara diferencia entre las CNVs tipo
ganancia mosaico, que son mas frecuentes en los afectados con ELTM, en comparacién con
los no afectados. Sin embargo, ninguna tuvo un efecto clinico de patogenicidad ni de probable
patogenicidad. En otras palabras, las CNVs exploradas en las 25 familias con ELTM estan
clasificadas como de significancia benigna, probablemente benigna o incierta. Lo anterior
sugiere que los posibles factores genéticos heredables en la ELTM familiar, no son alteraciones
estructurales grandes, o que no se deben a una ganancia o pérdida de material genético.
Esta informacion es de suma importancia, ya que puede servir como base para disenar
estudios de biologia molecular, en busca de alteraciones estructurales como repeticiones de
trinucledtidos, alteraciones intrénicas; alteraciones mucho méas pequenas, como son: indels,
mutaciones puntuales, o alteraciones tipo SNV; asi como alteraciones no estructurales a nivel
de regulacion, epigenética, etc.

A pesar de los hallazgos del presente trabajo, serd necesario complementarlo con estudios
moleculares como de expresién génica, de secuenciacion, estudios funcionales etc., para enten-
der mejor la etiologia de la ELTMF'; y asi encontrar biomarcadores que permitan el oportuno

diagnostico, un asesoramiento genético y posiblemente en un futuro poder intervenir en el



tratamiento de este padecimiento.



Abreviaturas

ELT: Epilepsia del Lobulo Temporal

EEG: Electroencefalograma

ELTF: Epilepsia del Lobulo Temoral Familiar

ELTM: Epilepsia del Lobulo Temporal Mesial

ELTL: Epilepsia del Lébulo Temporal Lateral /Neocortical
ELTMEF: Epilepsia del Lébulo Temporal Mesial Familiar
ILAE: Liga Internacional Contra la Epilepsia

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

CTCG: Crisis tonico clonico Generalizadas

CNVs: Variacién en el nimero de copias (siglas en inglés)
SNP: Polimorfismo de un sélo nucledtido (siglas en inglés)
SNV: Variacién de un sélo nucleétido (siglas en inglés)
ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido Ribonucleico

INDEL: Inserciones y deleciones pequenas

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

IRM: Imagen por Resonancia Magnética

AD: Autosémico Dominante

AR: Autosémico Recesivo

CF: Crisis febriles

EH: Esclerosis Hipocampal

HH: Hipotrofia Hipocampal

FLAIR: Recuperacién de inversién atenuada de fluido (siglas en inglés)
FAE: Farmacos antiepilépticos

TDA: Trastorno por déficit de atencién

ARNm: Acido ribonucleico mensajero
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0.1. Glosario de conceptos generales en genética

A continuacién se presentan algunos de los principales conceptos utilizados en el estudio

de la genética.
Alelo: son las variantes alternativas de un gen®.

Expresividad: es la gravedad de la expresién del fenotipo en individuos que presentan el
mismo genotipo causante de la enfermedad. Cuando la gravedad de la enfermedad
difiere en los individuos que poseen el mismo genotipo, se dice que el fenotipo muestra

una expresividad variable®.

Fenotipo: es la expresion observable de un genotipo con sus caracteristicas morfologicas,
clinicas, celulares y bioquimicas. Se considera que indica la presencia o la ausencia de
una enfermedad, pero en realidad el fenotipo se puede referir a cualquier manifestacion,
incluyendo las caracteristicas que sélo se pueden detectar mediante el andlisis de la

sangre o el estudio de los tejidos®).

Genotipo: es el conjunto de alelos que da lugar a la constitucion genética de los individuos,
tanto de manera conjunta en todos los loci como en un unico locus, que es lo mas
habitual. El término también puede referirse a la informacién codificada en el ADN de

los genes que utiliza para fabricar protefnas y moléculas de ARN®).

Haplotipo: es el conjunto dado de alelos localizados en un locus, o un conjunto de loci en

un cromosoia.

Homocigoto: se refiere a la composiciéon genética de una caracteristica especifica en un
organismo diploide. Cada alelo de un gen en particular se hereda de cada progenitor, y

se denomina homocigoto cuando ambos alelos para ese gen en particular son iguales(®).

Loci: es el plural de locus®.

Locus: es un segmento de ADN que ocupa una posiciéon o localizacién concreta en un
cromosoma. Si este segmento contiene un gen, dicho segmento de ADN es el locus para

ese gen®),

Penetrancia: es la probabilidad de que un gen presente cualquier nivel de expresion feno-

tipica. Cuando la frecuencia de expresién de un fenotipo es inferior al 100 % (es decir,



cuando algunos de los individuos con el genotipo apropiado no muestran en absoluto
el fenotipo correspondiente), entonces el gen muestra una penetrancia reducida. Dicho
de otro modo, es el porcentaje de personas con un genotipo de predisposicion que sufre

realmente la enfermedad, al menos en un cierto grado®.



Capitulo 1

Introduccion

1.1. Problema

La ELTM es una de las patologias mas prevalentes en la Clinica de Epilepsia del Hospital
General de México; a pesar de que en algunos casos se identifica una etiologia estructural,
también existe un gran porcentaje de casos que cuentan con familiares que presentan un
cuadro similar y en los que nunca se logra determinar con exactitud la causa desencadenante
de las CE. Actualmente no hay evidencia sobre la epidemiologia, clinica, evolucion, pronéstico
ni estudios sobre las alteraciones genéticas y/o gendmicas relacionadas con la etiologia de la

ELTMF en México.

1.2. Justificacion

La ELTMF es un sindrome crénico degenerativo, que afecta a alrededor del 18.2 % de los
familiares de primer grado, en la mayoria de los casos es autolimitada o farmacosensible®.
Sin embargo, la ELTMF es poco estudiada, poco diagnosticada o no es diagnosticada en
México, lo que retrasa el tratamiento oportuno y favorece el desarrollo de comorbilidades
tanto emocionales como cognitivas, que afectan negativamente la calidad de vida de los
pacientes. Por esta razoén, es necesaria la investigacion clinica, genética y gendmica, que
permitan correlaciones clinico-genéticas y/o clinico-genémicas, utiles para el diagndstico,

pronostico y tratamiento de la ELTMEF.



1.3. Hipobtesis

En familias mexicanas con epilepsia del 16bulo temporal mesial, existen variaciones en
el nimero de copias (CNVs) patologicas relacionadas con la enfermedad. Asi como existen
caracteristicas clinicas diferentes de acuerdo con el patrén de herencia, las cuales pueden

estar relacionadas con alteraciones estructurales tipo CNVs en el genoma.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Encontrar una asociacién entre las caracteristicas clinicas y las alteraciones tipo CNVs

patogénicas con el patrén de herencia AD o AR en familias con ELTM en México.

1.4.2. Objetivos especificos

Identificar el patron de herencia mas comun por el cual se segrega la ELTMF en México.

Encontrar una asociacién entre el patron de herencia y las caracteristicas clinicas de
los afectados con ELTM.

Descubrir alteraciones tipo CNVs en familias mexicanas con ELTM relacionados con

la enfermedad.

Identificar genes involucrados con las alteraciones tipo CNVs en familias con ELTM.



Capitulo 2

Marco teodrico

2.1. Epilepsia

La epilepsia es un trastorno cerebral que se caracteriza por una predisposicion continua
a la aparicion de crisis epilépticas y por las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas, psico-
logicas y sociales de esta enfermedad. Una crisis epiléptica es una aparicién transitoria de
signos y/o sintomas provocados por una actividad neuronal anormal excesiva o simultdnea en
el cerebro. En el mundo se calcula que més de 50 millones de personas padecen epilepsia.
En México se ha estimado una prevalencia de entre 10 a 20 por cada 1,000 habitantes ),

En términos practicos, la epilepsia se considera una enfermedad cerebral que se define

por cualquiera de las siguientes circunstancias?:
1. Al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) con >24 h de separacién

2. Una crisis no provocada (o refleja) y una probabilidad de presentar nuevas crisis durante
los 10 afios siguientes similar al riesgo general de recurrencia (al menos el 60 %) tras la

aparicion de dos crisis no provocadas

3. Diagnéstico de un sindrome de epilepsia

2.1.1. Tipos de crisis

La clasificacion de las crisis comienza con la determinacién de si las manifestaciones
iniciales son focales o generalizadas. El inicio puede ser indetectable o no estar claro, en cuyo

caso la crisis se denomina de inicio desconocido®?),



Crisis focales: Son crisis que inician en una regién limitada del cerebro. Estas crisis pueden
repercutir en el estado de conciencia (conciencia preservada o alterada). Ademas el
resultado de la actividad epiléptica focal puede ser motora (automatismos, mioclénicos,
hiperquinéticos) o no motora (autonémica, cognitiva, emocional, sensorial, detencién

del comportamiento), y en ocasiones con una propagacién bilateral ténico-clénico '),

Crisis Generalizadas: Crisis en las que la actividad epiléptica se distribuye simultanea-
mente en ambos hemisferios cerebrales. Pueden ser motoras (ténica-clénica, ténica, clé-
nica, miocldénica, mioclénica-tonico-clonica, mioclénica-ténica, espasmos epilépticos) o

no motoras (crisis de ausencia tipica y atipica).

Crisis de origen desconocido: Pueden tener manifestaciones motoras (ténica-clénica o
cualquier otro motor) o no motor (detenciéon del comportamiento). Pero debido a in-
formacion inadecuada o imposibilidad de ubicar en las otras categorias de tipos de

crisis, se clasifican como desconocidas(?).

2.1.2. Etiologia de la epilepsia

Desde el momento en que el paciente presenta una primera crisis epiléptica se debe inten-
tar determinar la etiologia de la epilepsia. La ILAE en 2014 reconocié 5 grupos etioldgicos,
es importante tratar de identificar la etiologia de la peilepsia ya que tendra implicaciones
para el tratamiento (Figura 1)®). La epilepsia de un paciente puede clasificarse en més de
una categoria etioldgica. Las etiologias no son jerarquicas, y la importancia dada al grupo

etiologico del paciente puede depender de las circunstancias:

Etiologia estructural: Se refiere a anomalias visibles en los estudios de neuroimagen. Los
resultados de los estudios de diagnéstico por imagenes conducen a una presuncion razo-
nable de que la anomalia en las imagenes es la causa probable de las crisis. La etiologia
estructural puede ser adquirida (por ejemplo, accidentes cerebrovasculares, trauma-
tismos e infecciones) o genéticas (como muchas malformaciones relacionadas con el
desarrollo cortical). Si bien existe una base genética relacionada con dichas malforma-
ciones, la correlacion estructural sustenta el diagnéstico de epilepsia. La identificacién
de una lesion estructural sutil requiere estudios de IRM apropiados que sigan protocolos

especificos para la epilepsia ('),



Etiologia genética: Se refiere a la consecuencia directa de una mutacién genética conocida
o presunta en la que las crisis son uno de los principales sintomas del trastorno. Las
epilepsias relacionadas con una etiologia genética son muy diversas y, en la mayoria de

los casos, atin se desconocen los genes subyacentes ).

Etiologia infecciosa: La etiologia més comin en todo el mundo, es el caso en que se
produce la epilepsia como resultado de una infeccion. El concepto de etiologia infecciosa
remite al resultado directo de una infeccién conocida en la que las crisis son uno de los
principales sintomas del trastorno. La etiologia infecciosa hace referencia a un paciente
que tiene epilepsia en lugar de un paciente que tiene crisis que se producen en el

contexto de una infeccién aguda como meningitis o encefalitis %),

Etiologia metabdlica: Este concepto se utiliza para designar el resultado directo de un
trastorno metabdlico conocido o presunto en el que las crisis son uno de los principales
sintomas del trastorno. Las causas metabdlicas hacen referencia a un defecto metabdlico
bien definido con manifestaciones o cambios bioquimicos en todo el organismo como

porfiria, uremia, aminoacidopatias o crisis dependientes de piridoxina, etc ().

Etiologia inmunitaria: El concepto de epilepsia autoinmune refiere al resultado directo
de un trastorno inmunitario en el que las crisis son uno de los principales sintomas del
trastorno. Recientemente se ha reconocido una gama de epilepsias autoinmunes con
presentaciones caracteristicas tanto en adultos como en ninos. Puede conceptualizarse
una etiologia inmunitaria en los casos en que hay evidencia de inflamacién del sistema

nervioso central mediada por anticuerpos?.

Etiologia desconocida: Significa que todavia no se conoce la causa de la epilepsia. En

esta categoria no es posible establecer un diagnostico especifico aparte de la semiologia

electroclinica e imagenoldgica bésica ).



Etiologia
Focal Generalizada j§ Desconocida
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Tipos de epilepsia |nfecc|osa
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Focal Generalizada| generalizada | D€sconocida Metabohca
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Sindromes epilépticos /

Co-morbilidades

Figura 1: Clasificacién de la epilepsia (Traducido de Scheffer et al., 2017)

2.1.3. Epilepsia del 16bulo temporal

La epilepsia del 16bulo temporal (ELT) representa entre 30-40 % de todas las epilep-

14,15)

sias y puede presentarse en forma esporadica o familiar.

Epilepsia del 16bulo temporal familiar

La epilepsia del 16bulo temporal familiar se define como la recurrencia familiar de epilepsia
del I6bulo temporal, en al menos dos miembros afectados, en ausencia de cualquier sugerencia

(16) v se han descrito diferentes tipos.

de ser parte de sindromes de epilepsia generalizada

La epilepsia focal familiar con focos variables es un sindrome hereditario poco comin
con herencia autosémica dominante y penetrancia de alrededor del 60 %. Las caracteristicas
clinicas de las crisis y de los focos electroencefalograficos interictales difieren entre los miem-
bros de la familia'®. Este tipo de epilepsia incuye crisis frontales, temporales, occipitales
y centroparietales. Se describié por primera vez en una familia australiana y, aunque una
bisqueda en todo el genoma no logré demostrar un vinculo definitivo con su etiologia, se
encontré una asociaciéon con el cromosoma 2q 7).

En cuanto a la epilepsia del 16bulo temporal familiar se conocen dos tipos principales: el

primero es la epilepsia del 16bulo temporal mesial familiar (ELTMF) y el segundo es epilepsia

del 16bulo temporal lateral/ neocortical familiar (ELTLF) (16:18:19),



La ELTLF es un sindrome de epilepsia hereditario caracterizado por crisis focales que se
originan en la region lateral del l6bulo temporal; sus sintomas méas comunes son alucinaciones
auditivas (zumbidos, pitidos y murmullos) y/o afasia ictal, por lo que también es conocida
como epilepsia focal con sintomas auditivos, o epilepsia focal autosémica dominante con
caracteristicas auditivas. Con menos frecuencia, pueden aparecer otros sintomas ictales como
los sensoriales (visuales, olfativos y vertiginosos), motores y psiquicos. Todos estos sintomas
suelen ir seguidos de propagacion generalizada secundaria. Por lo general, la edad de inicio
de ELTLF es durante la adolescencia o la edad adulta temprana, su curso clinico es benigno

(16) La IRM es generalmente

y responde bien a la terapia con medicamentos antiepilépticos
normal y no se asocia a crisis febriles (CF). Sin embargo, se han identificado mutaciones
puntuales en el gen rico en leucina glioma inactivado 1 (LGI1) hasta en el 50% de los
afectados con ELTLF (16:19-21)

La ELTMF se caracteriza por crisis originadas en la parte mesial del 16bulo temporal,

(16) Fue descrita por primera vez por Berkovic en estudios

es decir, amigdala e hipocampo
realizados en parejas de gemelos monocigotos y dicigbtos. Describié a la ELTMFE como un
sindrome caracterizado por tener un inicio en adolescencia o adultez joven, con la presencia
de crisis focales sin alteracion de la conciencia: principalmente psiquicas (déja vu, jamais vu),
emocionales (miedo, ansiedad inexplicable) y menos frecuente sensoriales (visual, olfatorio,
auditivo), autonémicas (sensacion epigéastrica ascendente). Seguidas o no, de crisis focales con
alteracion de la conciencia como arresto conductual con o sin automatismos (oroalimentarios,
manuales, de la marcha, etc) y que puede evolucionar a generalizacién ténico clénico bilateral.
Sin antecedentes de patoldgicos que expliquen el origen de las crisis, con capacidad intelectual
normal y sin evidencia de lesiones en la IRM. Con evolucién generalmente benigna y como
un sindrome hereditario de caracteristicas mendelianas AD con penetrancia incompleta (>3).

Posteriormente estudios sobre ELTMF reportaron variantes a lo descrito por Berkovic,
por ejemplo: asociaciéon con esclerosis hipocampal, con crisis febriles o resistencia farmacolo-
gica. Asi como, distinto predominio de crisis focales sin alteracion de la consciencia. Algunos
estudios realizados en familias con ELTM, en los cuales evaluaron el cuadro clinico y estu-
dios de gabinete complementarios como EEG e IRM. Encontraron atrofia hipocampal con
aumento en la sefial T2 en IRM en 48 (57 %) de los afectados. Por otra parte, reportaron a la
sensacion epigastrica ascendente como la crisis focal mas frecuente (hasta 60 % de los casos),
mientras que s6lo 7 % manifestaron déja vu. 84 % de los afectados refirieron evolucién ténico

clonica bilateral ocasional y el 6 % tuvo historia de crisis febriles en la infancia. La mayoria



de los afectados tuvieron un buen control farmacolégico y sélo el 4 % mostraron resistencia
farmacolégica (18:22)

En Francia en una familia con 9 afectados con ELTM, que refirieron antecedente de CF antes
de los 5 anos de edad. También reportaron una edad de inicio media de las crisis de 9 anos. La
mayoria de los casos tuvo una evolucién benigna de las crisis y s6lo en un afectado se reporté
farmacorresistencia. En los resultados de la IRM incluyendo al paciente farmacorresistente
no encontraron alteraciones en el volumen, la arquitectura o la intensidad de la senal en los
hipocampos (%3,

Por otra parte en Londres un estudio en una familia con 22 afectados con epilepsia del 16bu-
lo temporal, de los cuales 10 (45 %) fueron compatibles con el diagnéstico de ELTM. Once
afectados refirieron antecedente de CF en la ninez. Las crisis focales mas frecuentes en esta
familia fueron viserosensoriales y psiquicas, pero ningin afectado refirié déja vu, a diferencia
de lo reportado por Berkovic. Ocho afectados tuvieron IRM de craneo normal, cinco con mal
rotacién hipocampal y dos con displasia cortical. Ningin paciente tuvo datos compatibles
con esclerosis hipocampal 9.

Perucca y cols., estudiaron a 121 pacientes con ELTMF basandose en la presencia de déja
vu como sintoma cardinal para el diagndstico. Encontraron una prevalencia de déja vu de
18.2% en los familiares de primer y segundo grado®. A la ELTMF se le atribuye un patrén
de herencia AD con penetrancia incompleta en mas del 80 % de las familias afectadas con
este padecimiento®*28) y al resto se le atribuye un patrén de herencia autosémico recesivo
(AR) o en menor proporcion herencia ligada al sexo. Ademés a cada variante de ELTMF se
le han asociado diferentes alteraciones genéticas como candidatos causales ).

Existe evidencia de que la ELTMF tiene una presentacién clinica heterogénea entre fami-
lias y entre los miembros afectados de la misma familia, lo que dificulta realizar un diagnéstico
temprano y tratamiento oportuno®. Esto contribuye al desarrollo de comorbilidades que
afectan negativamente la calidad de vida de los afectados con ELTM en diferentes niveles:

30-32) En estudios sobre calidad de vida de los pacientes con

social, emocional y/o cognitivo
epilepsia, se compararon los procesos de aprendizaje y memoria relacionados con la edad
de inicio de las crisis en 1156 pacientes con ELT crénica. Se observd que los pacientes no
lograron construir un aprendizaje ni un rendimiento adecuado de la memoria durante la
infancia y en particular durante la adolescencia; asimismo se determiné que el declive en el
aprendizaje se encuentra a una edad menor en los pacientes (a la edad de 16 a 17 anos) que

en los controles (aproximadamente a la edad de 23 a 24 afos). Finalmente se menciona que la

10



epilepsia desde su inicio interfiere con la maduracion cerebral y el desarrollo cognitivo (3334

La ELTMF es una enfermedad que puede ser controlable con medicamentos antiepilép-
ticos siempre y cuando sea diagnosticada y tratada, aunque muchas veces el diagnéstico no
se reliza o no oportunamente. Sabemos que el genoma humano cuenta con variabilidad en
su secuencia como resultado de procesos adaptativos o desadaptativos, y que estos ultimos
pueden influir en los procesos de salud-enfermedad ®). Por esto es necesario realizar investi-
gacion clinica y de biologia molecular que pueda apoyar en realizar un diagnéstico temprano

y otorgar un tratamiento oportuno, en beneficio de estos pacientes.

2.2. Patrones de herencia

Para establecer el patréon de transmision de una caracteristica determinada, un primer
paso es la obtencion de informacién sobre la historia familiar del paciente; el resumen de los
detalles de esta informacion queda plasmado en el arbol genealdgico, una representacion gra-
fica del drbol familiar en la que se utilizan simbolos estandar(®. Acorde a las caracteristicas

del arbol genealdgico se puede determinar alguno de los siguientes patrones de herencia.

Autosémico dominante: se caracteriza por una mutacién en un gen que se encuentra en
uno de los 22 cromosomas no sexuales y una simple copia del gen mutado es sufi-
ciente para que se exprese la enfermedad. Normalmente, se manifiesta en todas las
generaciones de una misma familia. La copia alterada del gen procede de uno de los

progenitores ®).

Autosémico recesivo: se caracteriza por una mutacion de un gen que se encuentra entre
los 22 cromosomas no sexuales. En este tipo de herencia es necesaria la alteracion
de las dos copias del gen para que se exprese la enfermedad, por lo tanto, deben de
estar presentes tanto en el padre como en la madre. Las enfermedades con este tipo
de herencia no suelen manifestarse en todas las generaciones y pueden saltarse una

generacién (®).

Ligada al “X” dominante: sucede cuando hay una mutacién en un gen que se encuentra
localizado en el cromosoma X. Por lo general son los varones los que se ven afectados
porque tienen una sola copia del cromosoma X y porta la mutaciéon. En las muje-
res, el efecto de la mutacion puede estar enmascarado por la segunda copia sana del

cromosoma X &),
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Herencia compleja: se piensa que resultan de complejas interacciones entre ciertos fac-
tores genéticos y ambientales. La agregacion familiar se explica porque los miembros
de una familia comparten, en mayor proporcion, la informacién genética y la exposi-
cién a determinados factores ambientales. Por lo tanto, los parientes de un individuo
afectado tienen una probabilidad mayor de sufrir las mismas interacciones gen-gen y
gen-ambiente que ocasiono la enfermedad, que los individuos sin parentesco. La pau-
ta de la herencia multifactorial se debe a una interaccion entre el efecto conjunto de
un genotipo y uno o miultiples loci que aumentan o disminuyen la susceptibilidad a
la enfermedad. Asimismo, existen exposiciones ambientales que pueden desencadenar,

acelerar o exacerbar la enfermedad, o proteger contra ella(®.

2.2.1. Variaciones en el genoma

Con la publicacién de la secuencia del genoma humano a principios de los anos 2000,
se establecié que los genomas de individuos sanos eran 99.9 % idénticos, difiriendo sélo en
el 0.1 %%, Esta diferencia se atribuye a diversos mecanismos evolutivos, de adaptacién y
diversidad étnica. Algunas variaciones estructurales que se conocen son polimorfismos de un
solo nucledtido, variaciones en el nimero de copias o variaciones de unas pocas pares de
bases (por sus siglas en inglés SNPs, CNV e INDELs respectivamente), asi como mutacio-
nes puntuales que pueden influir en el proceso de salud enfermedad del individuo®® ( ver

Figura 2).

Indels: Son las variaciones producidas por la inserciéon o la delecion de entre 2 y 100 nu-

cleétidos®).

Mutacién: son variantes que normalmente conducen a fenotipos perjudiciales. Su frecuencia

es baja en la poblacién (<1%)®).

Polimorfismo: es cualquier variacién en un individuo que sea diferente del genoma de refe-
rencia y que se considera una variante. Un polimorfismo se encuentra en una proporcién
de la poblaciéon > 1%, y por lo general no estd asociado con una enfermedad grave, o

con que pueda influir en la capacidad de reproduccién de una persona(®.

Polimorfismos de nucleétido tinico (SNP): son un tipo de polimorfismo que producen

una variacién en un solo par de bases. Los SNPs (pronunciado "snips") en el genoma
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humano se han llegado a correlacionar con respuesta a farmacos, o con otros fenotipos

dentro de una poblacién determinada®

Variacién de un solo nucleétido (SNV): variacién en un solo par de bases con respecto

a un genoma de referencia %),

Variacién en el nimero de copias (CNVs): Se definen como un segmento de ADN de
al menos 1 Kb (1000 pb) de tamatio que difiere en niimero de copia en comparacion
con un genoma de referencia representativo. El término “CNV” no implica significacién
clinica; por lo tanto, es necesario un calificador, como patégena o benigna para una
comunicacion clara de relevancia clinica. La pérdida del ntimero de copia (eliminacion)
o la ganancia del nimero de copia (duplicacién) deben especificarse para aclarar la

naturaleza de una CNV 67,

|11 | ...GATCTC —-nememe - TCAGGT...
_CTAG... -CTAGAGCTGGTCAGTCCA.. [I]][Eg'l:[ﬂ]]ﬂ

1bp 10bp  100bp kb 10kb  100kb  1Mb  10Mb 100 Mb

Figura 2: Esquema de las variaciones estructurales en el genoma segin su tamano (traducido de
Helbig 2016 ().

También sabemos que tenemos alrededor de 20 400 genes y que la expresion regulada de
los mismos implica una serie de complejas interrelaciones entre diferentes niveles de control,
incluida la dosis génica apropiada (controlada por mecanismos de replicaciéon cromosémica
y segregacion), la estructura de los genes y, finalmente, la transcripcién, la estabilidad del
ARNm, la traduccion, el procesamiento de protefnas y la degradaciéon proteica®). Con res-
pecto a algunos genes, las fluctuaciones en el nivel de producto génico funcional se deben a

variaciones estructurales del gen heredadas o a cambios inducidos por factores no genéticos,
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como la dieta o el ambiente. La naturaleza de la variacién estructural heredada y la funcién
de los cromosomas y los genes, asi como la influencia de esta variacion en la expresion de

rasgos especificos, es la verdadera esencia de la genética médica y molecular(®.

Para el estudio del ADN y del genoma humano e identificar sus variaciones, se han
utilizado diversas metodologias a través del tiempo. En la decada de los 30’s con los trabajos
electroforesis de Arne Tiselius, en los anos 50’s la utilizacion de cariotipo convencional para
determinar las caracteristicas de los cromosomas, en la decada de los 70’s las técnicas de
southern blot, northern blot y de secuenciacion tipo Sanger y Gilbert. Posteriormente en
los afios 80’s con el desarrollo y aplicacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
siglas en inglés). Entre los anos 80’s y 90’s la introduccién de los métodos de citogenética
molecular como la hibridacién in situ fluorescente (FISH siglas en inglés) y hibridacion
genémica comparativa (CGH siglas en inglés). A principios de los afios 2000 las plataformas
de microarreglos genémicos y posteriormente las plataformas se secuenciaciéon masiva han

permitido el estudio del genoma humano con una resolucién mucho mayor. 338

2.2.2. Microarreglos cromosémicos

También conocidos como microarreglos de ADN o microchips de ADN. Son dispositivos
con fragmentos de ADN complementario (ADNc) u oligonucledtidos, ubicados o sintetizados
en un patrén sobre una superficie sélida. Estos dispositivos estan disenados para hibridar

(39)

acidos nucleicos diana complementarios (ADN genémico o ADNc).®?). Las superficies em-

pleadas para fijar el ADN son muy variables y pueden ser de vidrio, plastico, silicon, gel,
membranas porosas y oro 4%,

Los microarreglos cromosémicos pueden ser basados en hibridacion genémica compara-
tiva (aCGH, siglas en inglés) o microarreglos de SNPs. Los aCGH detectan las sondas de
oligonucledtidos o cromosomas artificiales bacterianos (BAC, siglas en inglés). Las sondas de
cromosomas artificiales bacterianos tienen un tamafo de aproximadamente 150 kb, son me-
nos sensibles y proporcionan menos cobertura con respecto a las sondas de oligonucledtidos.
Las plataformas aCGH utilizan un sistema de dos colores en el que la prueba de ADN y la
referencia de ADN se marcan con diferentes fluoréforos (normalmente Cyanine 3 y Cyanine

5) y se hibridan con el mismo microarreglo. El estado del nimero de copias de la prueba de

ADN con respecto a la referencia de ADN se calcula midiendo la proporcién de fluorescencia
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de cada sonda (9,

Los microarreglos de SNP utilizan dos tipos de sondas de 25 pb de tamano: sondas no
polimérficas para la deteccion de CNV y sondas polimérficas para el genotipo del alelo. Los
oligonucleétidos cortos proporcionan una relacion de hibridacion senal y ruido méas baja.
En estos microarreglos se marca una sola muestra y se hibrida con la matriz y los cambios
en el nimero de copias se determinan in silico, comparando la intensidad de la senial de
la muestra con un conjunto de experimentos analdgicos realizados en cientos de ADN de
referencia®®) (Figura 3). Ademds los oligonucleétidos pequeiios son capaces de identificar
SNPs que podrian ser los responsables de variaciones genéticas dentro de una poblacion,
la fuente de susceptibilidad a distintas enfermedades genéticas e incluso a ciertos tipos de
cancer. Los chips de ADN de SNPs también se utilizan para la identificacion de mutaciones
somaticas en cancer, sobre todo la pérdida de heterocigosis, la amplificacién o la deleciéon de
regiones de ADN en el genoma individual de pacientes afectados, es decir, la deteccién de
aberraciones cromosémicas 4!

La matriz CytoScan HD fue lanzada por Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.
UU.), ahora parte de Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, Inc .; Waltham,
MA, EE. UU.) para el andlisis de la variacién en el nimero de copias. Esta tecnologia incluye
1.9 millones de marcadores del niimero de copias y 750.000 SNP con capacidad de genotipo. El
espaciado promedio de los marcadores en las regiones intragénicas es de 880 pb, que cubre el
100 % de los genes incluidos en el catdlogo en linea de genes humanos y trastornos genéticos
(OMIM, siglas en inglés), el 98% de los genes RefSeq®?). El microarreglo CytoScan HD
Suite fue disefiado para proporcionar una cobertura mas completa y un mayor rendimiento
para detectar aberraciones cromosémicas en una amplia gama de tipos de muestras para
aplicaciones constitucionales. Incluyen no solo mejores sondas para nimero de copias, sino
también mayor poder de los SNP de alta densidad, para la determinacion segura del punto
de corte, confirmacion alélica de cambios en el niimero de copias, pérdida de heterocigosidad
de alta resolucion (LOH), nivel de gen mapeo de homocigosidad, y deteccién mejorada de
mosaicos de bajo nivel (3239

Uno de los primeros mapas de variaciones en el nimero de copias del genoma humano fue
publicado en el 2006 % como el resultado de una investigacién en 270 individuos aparente-
mente sanos de ascendencia Europea, Africana y Asiatica*®. En mapas de CNVs con mayor
resolucién se han identificado pérdidas o ganancias de entre 300 y 3000pb en 4.8 % y 9.5%

del genoma humano“¥. Los efectos en el fenotipo de las CN'Vs son muy variados, van desde

15



b) iijii
SEBES
g
q e
> 4
\ /

d)

Figura 3: Microarreglo genémico de ADN. a) Se observa la apariencia comercial de un microarreglo
de ADN. b) Se observa la estructura interna del microarreglo, la disposicién ordenada de las sondas
de oligonucleétidos de alrededor de 25pb de tamano sobre una base sélida. ¢c)Momento de hibridacién
de la muestra en estudio marcada con un fluoréforo con la sonda ordenada del microarreglo. d) La
proporcién de fluorescencia de cada sonda después de la hibridacién con la muestra de ADN en

estudio determinara el nimero de copias.

rasgos adaptativos, condiciones patolégicas hasta letalidad embrionaria®?. Para determinar
la significancia clinica de las CNVs, el Colegio Americano de Medicina Genémica y Genética
(ACMG por sus siglas en inglés) y el “Clinical Genome Resource” (ClinGen), en otono de
2015, revisaron la version existente sobre las recomendaciones de interpretacion clinica de
CNVs 7). Discutieron sobre el uso practico de dichas recomendaciones por los laboratorios y
sobre si éstos habian incorporado nuevas tecnologias en su analisis de clasificaciéon de varian-
tes tipo CNVs. Destacaron la importancia del analisis del contenido genémico de las CNVs
(genes, predicciones, sensibilidad a dosis de los genes, efecto funcional predicho y patrones
de herencia). Todo esto con el objetivo de desarrollar un analisis mas cuantitativo para dis-
minuir las diferencias del andlisis entre los laboratorios que realizan estudios de CNVs, asi
como revisar y actualizar las recomendaciones anteriores de significancia clinica (™.

Asimismo, ACMG y ClinGen realizaron como propuesta una serie de criterios, intro-
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duciendo una métrica de puntuacion semicuantitativa; considerando las propiedades de una
pérdida o una ganancia, elaboraron una métrica diferente para cada una. Cada métrica cons-
ta de 5 secciones en las que se evalia (el contenido genémico, haploinsuficiencia establecida
o predicha con genes benignos establecidos, el nimero de genes, evaluaciéon detallada del
contenido genémico utilizando casos de literatura publicada, bases de datos piblicas y/o
datos de laboratorio internos y evaluacion del patrén de herencia, asi como, antecedentes
familiares para el paciente en estudio). Cada seccién otorga un puntaje de 0 a 1 y la suma
del puntaje obtenido por cada seccién orienta la clasificacion de la CNV en las 5 categorias

siguientes (7).

CNYV Patogénico (> 0.99 pts)

Esta categoria incluird a la mayoria de las alteraciones visibles citogenéticamente (ge-
neralmente > 5 Mb). En ausencia de loci claramente asociados con sindromes genéticos
definidos dentro del intervalo, las alteraciones citogenéticamente visibles deben evaluarse
con cautela, teniendo en cuenta el contenido genético.

Las CNV patogénicas pueden incluir: CNV notificadas en asociaciéon con fenotipos clinicos
consistentes en multiples publicaciones revisadas por pares, con penetrancia y expresividad
bien documentadas, incluso si son reducidas y/o variables; son CNV tinicas que se superponen
completamente con una region sensible a la dosis establecida; y son CNV multigénicas en
las que se sabe que al menos un gen es sensible a la dosis, incluso si los otros genes tienen

un significado incierto (™.

CNYV probablemente patégena (0.90-0.98 pts)

En general, estas variantes tienen pruebas sélidas que sugieren que causan enfermedades,
pero aun no lo suficiente como para afirmar definitivamente su patogenicidad. Varios tipos de
evidencia descritos dentro de las métricas de puntuacion podrian combinarse para alcanzar el
umbral de puntos. Sin embargo, algunas pruebas particularmente solidas pueden dar lugar a
que la CNV se clasifique como probablemente patogena sin necesidad de pruebas adicionales
(aunque se podria agregar informacién adicional para clasificacién a patdgena).

Ejemplos de este tipo de evidencia pueden incluir deleciones que involucran el extremo
5" (una secuencia de codificacion adicional) de genes haploinsuficientes (HI) establecidos (en

escenarios donde no hay sitios alternativos de inicio conocidos); deleciones que involucran
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multiples exones (a través del extremo 3 ’del gen) en un gen HI establecido; y pérdidas o
ganancias que involucran genes con miltiples informes de casos con fenotipos consistentes y

altamente especificos(".

CNYV de significancia incierta (-0.89 a 0.89 pts)

Representa una categoria amplia y puede incluir hallazgos que después se demuestren
con evidencia adicional como patdgenos o benignos. Sin embargo, en el momento de la no-
tificacion, si la evidencia disponible es insuficiente para una determinacién confiable de la
importancia clinica definitiva y la CNV cumple con los criterios de notificacion estableci-
dos por el laboratorio para ser estudiada, la CNV debe describirse como una variante de

significancia incierta. Algunos ejemplos de este tipo de CNV se presentan a continuacion (7)

= Una CNV que excede el umbral de tamafio de un laboratorio para ser notificada, pero

no tiene genes en el intervalo genémico afectado.

= Una CNV descrita en un pequeno numero de casos en la poblacién general, pero no

con una frecuencia lo suficientemente alta como para ser considerada un polimorfismo

(> 1%).

= Una CNV que contiene una pequena cantidad de genes, pero no se sabe si los genes en

el intervalo son sensibles a la dosis.

» Una CNV descrita en multiples publicaciones y/o bases de datos contradictorias, sin

conclusiones firmes sobre la importancia clinica.

» Una CNV dentro de un gen individual con un efecto poco claro en el marco de lectura

de la transcripcion.

CNYV probablemente benigna (-0.90 a -0.98 pts)

En general, estas variantes tienen pruebas sélidas que sugieren que probablemente no
estén involucradas en enfermedad mendeliana, pero ain no tienen pruebas suficientes para
afirmar esto definitivamente.

Incluyen variantes sin diferencias estadisticamente significativas entre las observaciones
en casos y controles, o variantes observadas con frecuencia en la poblacién general pero sin

llegar a ser un polimorfismo (7.
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CNYV Benignas (< - 0.90 pts)

Estas CNV se han informado tipicamente en multiples publicaciones revisadas por pares
o anotadas en bases de datos seleccionadas como variantes benignas, particularmente si la
naturaleza de la variacién del nimero de copias esté bien caracterizada y/o la CNV representa
un polimorfismo comin.

Para calificar como un polimorfismo benigno, la CNV debe documentarse en > 1% de la
poblacién. Es importante considerar cuidadosamente la dosis de la CNV documentada como
una variante benigna, como por ejemplo, que las duplicaciones de algunas regiones pueden
ser benignas, mientras que las deleciones del mismo intervalo pueden tener otra relevancia
clinica (™.

Existe evidencia de que que algunas CNVs pueden estar involucradas entre el 15 al 20 %
en la patogénesis de pacientes con retraso en el neurodesarrollo, discapacidad intelectual,
anomalias congénitas miultiples, trastorno del espectro autista, entre otros trastornos del
desarrollo®?. En epilepsia se han identificado CNVs patoldgicos en casos esporadicos como
familiares. Los principales CN'Vs que confieren un mayor riesgo para epilepsia son deleciones
en los cromosomas 15q13.3, 16p13.11 y 15q11.2, asociados a epilepsias generalizadas y los dos
tltimos también asociados a epilepsias focales y otros sindromes epilépticos (454546 También
se han identificado deleciones en los cromosomas 2q23.1, 14q12 y 5ql4.3 en pacientes con
un cuadro clinico parecido al sindrome de Rett, delecion en el cromosoma 2q24.4 asociado a
un cuadro parecido a Dravet, delecién en el cromosoma 7q11.23-q21.11 y duplicacién en el
cromosoma 1412 en pacientes con espasmos inflantiles ") y duplicacién en 6p12.1 y delecién
en el cromosoma 7q32.3 en pacientes con epilepsia mioclénica juvenil 4®).

En cuanto a la epilepsia del 16bulo temporal hay muy poca evidencia de la participacion de
los CN'Vs en la etiologia de la enfermedad. Un estudio en 21 familias con epliepsia del 16bulo
temporal neocortical identificé duplicaciones en los cromosomas 1q21.1, 19p12 y deleciones en
los cromosomas 2q37.1, 6q22.2, 16p13.3-p13.2, 20p12.1 y 20q13.12 como posibles regiones de
suceptibilidad para ELTLF. Sin embargo, hasta el momento no encontré evidencia publicada

de regiones tipo CNVs de riesgo para epilepsia del 16bulo temporal mesial familiar.
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Capitulo 3

Metodologia

Identificacion Invitacién Firma de Revisién y Revisién
de la familia a participar consentimiento complemento IRM
con ELTM en el proyecto informado HC de epilepsia EEG

Purificacion Muestra Analisis
de ADN de sangre de datos
(linfocitos) periférica clinicos

Arbol
genealogico

Preparacién de Protocolo Andlisis Clasificacion
ADN para Array para Array CytoScan HD clinica Conclusiones
CytoScan HD CytoScan HD en ChAS 4.0 de CNVs

Figura 4: Metodologia general

3.1. Tipo y Diseno del Estudio

Se trata de un estudio observacional, descriptivo, transversal.

3.1.1. Muestreo

Es un muestreo no probabilistico por conveniencia o intencional.
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3.1.2. Criterios de inclusion

= Todos los pacientes con antecedentes familiares de ELTM de la Clinica de Epilepsia
del Hospital General de México, Dr. Eduardo Liceaga, Unidad de Neurologia 403,
atendidos en la consulta externa durante el periodo comprendido entre el 1 de marzo
de 2015 al 20 de Diciembre de 2017.

= Familias con dos o mas integrantes con diagnoéstico de ELTM.

= Los padres y los abuelos de los pacientes, nacidos en México.

3.1.3. Criterios de Exclusion

= Pacientes que durante el proceso de verificacion diagnéstica tuvieran una epilepsia
diferente a ELTM.

= Pacientes con sindromes dismérficos.
= Pacientes con antedecedentes de neuroinfecciones, tumores cerebrales benignos o ma-

lignos, traumatismos craneoencefalicos severos.

3.1.4. Criterios de eliminacion

= Pacientes que no aceptaron participar o que durante alguna etapa del protocolo de

investigacion decidan retirar su consentimiento.

= Pacientes que durante alguna etapa del protocolo no acudieron a toma de muestra o
simplemente ya no respondan cuando se les solicite para asuntos relacionados con el

desarrollo del proyecto.

3.2. Materiales

3.2.1. Identificacion de familias con ELTM

» Formato de consentimiento informado, avalado por el comité de ética del Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga”

» Historia clinica completa, enfocada en epilepsia
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= EEG: Técnica convencional sistema 10:20
= IRM: De craneo simple, 1.5 Teslas, con cortes coronales y axiales dirigidos en un cruce

de linea perpendicular al clival. Secuencias T1, T2 ponderado y FLAIR.

3.2.2. Toma de muestra de sangre venosa periférica

= Ligadura o torniquete

» Dispositivo Holder amarillo convencional BD Vacutainer ©.

» Tubos BD Vacutainer ® con anticoagulante (EDTA-K2) para anélisis de sangre total
y/o plasma.

» Aguja hipodérmica BD Vacutainer ® para toma multiple, 22G x 38 mm.

= Guantes de latex estériles talla chica.

» Torundas de algodén sumergidas en alcohol etilico al 70 %.

= Contenedor de residuos punzocortantes

3.3. Procedimiento

3.3.1. Inclusion de Pacientes

1. Los pacientes fueron reclutados en la consulta de la clinica de epilepsia del servicio de

neurologia, unidad 403, del hospital general de México, "Dr. Eduardo Liceaga'.

2. Una vez que los pacientes fueron identificados como posibles candidatos se les cité a
una entrevista, donde se les explico e invit6 al protocolo de investigacion, se firmo el

consentimiento informado (revisado y autorizado por el comité de ética del HGM).

3. Los pacientes fueron interrogados y evaluados por dos neurélogas y epileptélogas. Las
cuales confirmaron por medio de historia clinica completa de epilepsia, EEG e IRM el
diagnostico de ELTM.

4. Los parientes de primer y segundo grado de los pacientes afectados con ELTM, fueron
interrogados en busca de sintomas compatibles con ELTM, en caso de sospecha, se les

realizo EEG y en caso de confirmar el diagnostico se les realizé IRM de craneo.
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3.3.2. Elaboracién de arboles genealégicos

. Posteriormente se realizé una historia clinica enfocada en la historia familiar de crisis
epilépticas. Esta informacion fue resumida con la elaboracién de arboles genealdgicos,

siguiendo la nomenclatura internacional para ello(®.

3.3.3. Extraccion de Sangre Venosa Periférica

. Se extrajo una muestra de sangre venosa periférica (8ml repartidos en 2 tubos vacu-
tainer con EDTA). Se identificé cada muestra al momento de su extracciéon con una
clave interna, caracterizada de la siguiente manera: EP=proyecto de epilepsia, seguida
de nimero de familia en nimero ardbigo (segiin vayan siendo incluidas), y finalmente
parentesco (H=hijo, M=mamd, P=papd, SB=sobrino, Tia o tio=tios, Abu=abuelos,

Pri=primos).

3.3.4. Separacion de Linfocitos

. Las muestras de sangre venosa periférica se centrifugaron 10 min a 2500 rpm para
separar linfocitos. Después se tomdé 1 ml de linfocitos y cada muestra se guardd a una

temperatura de -20 °C.

3.3.5. Extraccion de ADN

. Se extrajo el ADN de linfocitos con un kit de columnas (DNeasy Blood and tissue kit

de Qiagen) siguiendo las indicaciones del proveedor (Figura 5).
. La purificacién debe cumplir los siguientes controles de calidad.

» Concentracién = > 50ug/ul.
» Volumen = > 20ul
» Pureza = A260/280 (1.8-2.0) y A260/230 = >1
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EXTRACCION DE ADN POR COLUMNAS
METODO PARAMUESTRAS DE SANGRE

8,000 rpm
2min.

T -

Retirar la columnade la centrifuga
y adicionar nuevamente 100uL
de sol. AE en la columna y mismo tubo

i<— Sangre con EDTA

<+

2,500 RPM 5 min.
Separacion de linfocitos

1 min temp. Amb.

Colocarla columna en

Un tubo eppendorf limpio,
adicionar 100uL de sol.
AE en la columna

it

1 min temperatura ambiente.
13,200 rpm
8,000 rpm N
@ 200 ul de linfocitos i 2 min. 3 min.

500 ul de linfocitos Célulasrojas

Se refrigerany desecha

se almacenan

Colocar la columna en
DNA Un tubo colector limpio,
¥ Adicionar 500pL de sol.
gelal 1% cuantificacion AW2 en la columna
2004l Buffer AL 8,000 rpm
20“' H 2 min.
proteinasa K
(20mg/mL)
Mezclar y
vortex (15-20 seg.) 8,000 rpm
P Mezclar y zmin,
@ 200ul EtOH  vértex (15-20 seg.) —9—»
- > _—
70°C en termomixer 9 absoluto

10 - 15 min. a)Colocar 700uL

dela mezcla
en la columna

NOTA: a)indica que requiere punta c/filtroy se utilizara la micropipeta
para muestras.
En el resto de los pasosno se requieren puntasc/filtro y se utilizaran
las micropipetas para buffer.

Descartar sobrenadante
Colocar la columna en
Un tubo colector limpio,
Adicionar 500pL de sol.
AW1 en la columna

Kit utilizado: Dneasy Tissue de Quimica Valaner

Figura 5: Proceso resumido recomendado por Quiagen para la extraccion de ADN por columnas.

3.3.6.

Protocolo de elaboracion de Cytoscan HD

El protocolo para la realizacién de esta técnica consta de todo un sistema de equipos

y areas especificas de laboratorio. En la (Figura 6) se esquematiza parte de los equipos

especificos para este procedimiento, el chip, la estacion de fluidos donde se lava el chip, el

escaner donde se lee y finalmente una imagen del software para su anélisis.
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Escaner

Figura 6: Equipos requeridos para el protocolo Cytoscan HD

En general el protocolo de trabajo consiste en 3 a 4 dias con jornadas laborales de 8 a 10
horas en el laboratorio . Una vez teniendo el ADN con la caracteristicas antes mencionadas
para este procedimiento se realizé el protocolo Cytoscan HD de Affymetrix (Santa Clara,
CA), que consisten en una serie de reacciones para cortar el ADN en segmentos pequenos
de aproximadamente 25pb, amplificarlos para tener muchas copias, marcarlos con biotina-
estreptavidina como marcador fluorescente, después se inyecta al chip y se deja hibridando,
posteriormente se lava en la estacion de fluidos, se lava para quitar las sondas no hibridadas

y finalmente se lee a través de un escaner, todo siguiendo las recomendaciones del proveedor
(Figura 7).
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Etapa 4 - Purlﬁcauon de PCR 1.5 hr
Etapa 5 - Cuantlﬁcaclén 30 min

Dia 2 Etapa 6 - Fragmentacmn 1.5 hr

Etapa 7 - Ethuetado 5 hrs

ADN genomlco
Etapa 1 - Dlgestlon 3 hrs
Etapa 2 - Ligaclén 4 hrs
Dia 1
Etapa 3A - Preparacmn de PCR 1hr
Etapa BB PCR
mm@m e

Etapa 8 - Hlbrldaclén 16-18 hrs

Etapa 9A - Lavado y teiido 3 hrs

Dia 3 ¢

Etapa 9B - Escaneo 15 min

Figura 7: Flujo de trabajo para la realizacion del protocolo Cytoscan HD

3.3.7. Anailisis de las CIN'Vs obtenidas de microarreglos Cytoscan
HD

Se realizé el andlisis de los microarreglos con el software Chromosome Analysis Suite
(ChAS v4.0) Affymetrix (Santa Clara, CA). Es un software que permite analizar la senal de
hibridacion de todos los cromosomas en general o de alguno en especifico, resume la variacién
del nimero de copias y las muestra en una tabla, simplificando el proceso de interpretacién
de funcionalidad y generacion de informes de genotipos. Ademas permite crear, modificar y
cargar anotaciones de archivos de acceso directo a bases de datos externas tales como NC-
BI, UCSC Genome Browser, DGV, Ensemble y OMIM. El andlisis de las variantes fueron

cotejadas con la versién del genoma humano 19 (GRCh37)

Para el andlisis detallado de las variantes tipo CNVs se corroboré que los microarreglos

26



cumplieran con los siguientes controles de calidad (QC):

= MAPD > 0.25
» Waviness-SD > 0.12
= SNPQC < 15

En algunos casos, nos permitimos que se cumplieran dichos parametros en al menos 2
de los QC y uno podria estar ligeramente arriba o abajo de lo 6ptimo, sin embargo, podian
ser leidos por el software sin ningiin problema. Posteriormente realizamos una serie de filtros
para seleccionar las CNV que finalmente serian analizadas a detalle.

El primer filtro fue la seccién de las variantes de alta densidad para CNVs de pérdida y

ganancia completas, asi como mosaicos.

= Mayor o igual a 50 marcadores
= Mas de 100 Kb de tamano.

Las CNVs resultantes fueron analizadas una por una, siguiendo el algoritmo basado en
las recomendaciones de las normas técnicas para la interpretacion y presentacion de informes
de variantes constitucionales del nimero de copias publicada en Genetics in Medicine en el
ano 2019("; utilizando su herramienta en linea para realizar un seguimiento de los puntos
que ha asignado en funcion de la evidencia que se fue recolectando, y arroja un puntaje para
llegar a la clasificacion de la CNV en estudio.

La evidencia para asignar el puntaje se recolectd de la siguiente manera:

1. Se realizd una tabla con todas las variantes resultantes de los filtros antes mencionados

por sujeto de estudio, que incluyeron las siguientes categorias:

= Clave de identificacion del sujeto de estudio.

= Cromosoma en el que se encuentra la CNV

» Tipo de CNV (ganancia, pérdida, ganancia y pérdida mosaico)
= Coordenadas de la localizacién de la CNV en el cromosoma

= Citobanda de inicio

= (Citobanda de término

= Tamano en kilobases

» Numero de marcadores

27



Ntmero de copias (0 en adelante)

Numero de genes incluidos en la region incluyendo los RefSeq
= Genes involucrados en la regién incluyendo los RefSeq
Nimero de genes OMIM incluidos en la CNV,

Genes OMIM incluidos en la CNV.

2. Las coordenadas de localizacion de cada variante fueron buscadas en la base de datos
DECIPHER, se corrobor6 en la busqueda el tipo de CNV y que las coordenadas de
la CNV en estudio se traslaparaN total o casi totalmente con la CNVs reportada en
DECIPHER. Una vez cumplido con lo anterior se evaluaron los siguientes aspectos

registrados en la base de datos y la CNV de este estudio.

» (Clasificacién de patogenicidad de la variante
= Score de sensibilidad a la dosis general de la region
= Fenotipos asociados con la variante

= Genes involucrados en la regién, revisando las siguientes caracteristicas:

« Indice de haploinsuficiencia (HI %)

e Morbilidad del gen

e Si se encuentra en la base de datos de genotipos y fenotipos de trastornos del
desarrollo (DDG2P)

e Tolerancia a la pérdida de la funcion

e Si codifican proteinas

= Proporcién de la poblacién que presenta la CNV
= El patron de herencia al que se asocia la regiéon

= Asociacién con algin sindrome especifico

3. Se compararon los genes incluidos en la regiéon de la CNV en estudio, con los genes
asociados a epilepsia reportados por la comisién de genética de la ILAE en

http://epilepsygenetics.net/.

4. Para determinar el contenido genético y la sensibilidad a la dosis de cada gen de la
CNV en estudio, se consultd la base de datos de ClinGen. También se evalu6 en los
genes que son sensibles a la dosis, la evidencia que sustenta el efecto de la sensibilidad

a la dosis, registrado en la misma base de datos.
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5. Se evalu6 el patréon de herencia por el cual se segrega la CNV en estudio.

Finalmente con toda la evidencia anterior, se realizo la clasificacién de las variantes en
alguna de las 5 categorias de significancia clinica (patogénicas, probablemente pato-

génico, incierta, probablemente benigna y benigna), ver tablas suplementarias 5, 6, 7

y 8.

Caso de ejemplo

A continuaciéon se presenta un ejemplo para representar el proceso anterior con una
variante encontrada en dos afectados con ELTM de una misma familia (EP07 H1 y EP07 P).
Se trata de una ganancia de 3 copias de la regién chr1:148 555 450-149 660 970 de 1105.52

Kb de tamano.

1. Se buscaron las coordenadas en la base de datos DECIPHER y seleccionar el caso que

sobrelape con la variante que estamos analizando (ver Figuras 8, 10 y 9).

2. Se revisaron los fenotipos asociados con la variante, poniendo especial atencion en si

existe evidencia de asociacién con el fenotipo de estudio (ELTM), ver Figura 11.

3. Se evaluaron las caracteristicas de los genes involucrados en la region: el niimero de
genes (principalmente aquellos que codifican proteinas), el indice de haploinsuficiencia
(HI %), la morbilidad del gen, si encuentra en la base de datos de genotipos y fenotipos
de trastornos del desarrollo (DDG2P), y la tolerancia a la pérdida de la funcién, ver

Figura 12.

4. Para indagar atiin mas en la sensibilidad a la dosis de los genes involucrados en la region

de estudio, se buscé en la base de datos de GlinGen, ver Figuras 13 y 14.

5. Se explor6 sobre la existencia de una region dentro de la variante en estudio que
estuviera asociada con algtin fenotipo en especifico, y por lo tanto tuviera un score de

sensibilidad a la dosis, ver Figura 15.

6. Para valorar el patrén de herencia por el cual se segrega la variante en estudio, se

analizo el arbol genealdgico de los pacientes con la variante, ver Figura 16.

7. Considerando todos los factores anteriores, se utilizo la plataforma para calcular la

clasificacién clinica de la variante en estudio sugerida por el ACMG (7, ver Figura 17.
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8. Finalmente se obtiene un puntaje de -1.15 y la clasificaciéon clinica como benigna,
obtenida acorde a las caracteristicas anteriormente exploradas sobre la variante en

estudio, ver Figura 19.

DECIPHER

DECIPHER Sex Location Size Inheritance [ Pathogenicity /| Phenotype(s) Contact
Patient Genotype Contribution
7] - 7]
L4B5EAT4Y
253887 ABXXK Tl presrein 263Mb  Inherited from =
Duplication parem.
Heterozygous
326654 apXy  q e 258Mb  Unknown Likely pathogenic  Specific learning disability =
Duplication Helerazygous Untertain
148508310 i
278288 46XY Tl e 243MB  Unknown uncertain =
Duplication Heterozygous
308077 /XY 1 t;ﬁ;g:g 235Mb  Unknown Uncertain Tetralogy of Fallot =
Duplication HElerozygous Untertain
259670 46Xy 1 [BT®  223Mb  Patemally inherited  Benign Bilaleral tonic-clonic seizure, Brachycephaly, Focal impaired awareness =
Duplication Helerozygous None seizure, Generalized hypotonia, Generalized joint laxity, Global
developmental delay
L47B24148 i
409303 ABXK 1 i 203MB  Unknown :.:JnT.en,am =
Duplication_ Helerozygous ull
262551 46XX ] it 112Mb Denowo Likely pathogenic  2-3 toe syndactyly, Abnormality of the helix, Aplasia cutis congenita over =
Duplication Heterozygous the scalp vertex, Attention deficit hyperactivity disorder, Clinodactyly of the
3rd finger, Downturned comers of mouth, Facial asymmetry, Flat occiput,
Gait ataxia, Global developmental delay, Hyperpigmentation of the skin,
Hypoplastic areola, Long eyelashes, Microcephaly, Muscular hypaotonia,
Pointed chin, Frominence of the premaxilla, Short 3rd toe, Short neck,
Shon stature, Skull asymmetry, Small finger, Tip-1oe gait
356312 AENK 1 t:eszsz:: 104Mb  Denovo Pathogenic Abnormal facial shape, Aplasia cutis congenita of scalp, Atrial septal =
Duplication Heterozygous Full defect, Central hypotonia, Depressed nasal bridge, Downslanted palpebral
fissures, Global developmental delay, Lipoma, Macrocephaly, Poor suck
340254 AEXK 1 {::ig 82181 kb  De novo Uncertain Delayed puberty, Hypothyroidism, Intellectual disability, Polyphagia, =
Triphication Heterozygous Uncertain Seizure, Speech apraxia
148857551
261016 ABXY 1 e 32450 kb Unknown =
Duplication Heterozygous

10 ‘1 Previous 1 4 5| 6 - 8 Nex

Figura 8: Caso seleccionado de la base de Decipher con mayor sobrelape con nuestra variante en

estudio.
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chr1:148555450-149660970 (estudio)

Genes [E] Matching patients Matching CNV syndromes [[J

'148.60 Mb 1‘3‘5 Mb '149.00 Mb '149.20 Mb 14-9‘40 Mb 149.60 Mb
— 1 1 ] — 1 - 1 1]
NEPFLS = PPIAL4E > < PFN1P6 < NKAIN1P1 < NBPF23 < RNVU1-17 FCGRI1C > < RNVU1-19 < RNU1-68P H
< pFN1PT NBpF1 brosez > bENIPIZ > < RNUL.92P TisT2H288 briaiac > FAM231D>  TIST2H4A >
} ) | B ' ' - -
= RNVU1-15 =< RNVU1-16 < RNASSPS9 =< RNU1-114P LINCO0869 > - T2H3 RNVUL1-20 > F
\ ' - — -
PPIALAF > < RNVU1-18 HIST2H2BF
) '
< RNU1-143P < HIST2H3C
)
“ HIST2H2A4
\
HisT2H28D
< HIsT2H28
'
HIST2H2AA4
.
HIST2H3A >
-
< HIST2H4E
-
-
- | pLI ranges: N P [ Il Mo pU score
00 01 02 03 oa 0's 0% 07 08 09
Less to LoF More
Morbid Genes Feoria>

EPO7 H1, EPO/ P

Figura 9: Comparacion de la extensién de sobrelape entre la variante seleccionada en la base de

datos (en azul) y nuestra variante en estudio (en morado)
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Decipher

Patient: 356312

Owverview Phenotypes [T} Assessments [J] Karyotype Citations [} Contact

Variants: 1to 1 of 1 show: Al j
Location Type Genes Size Annotations Inheritance | Pathogenicity | Links
Genotype Contribution
-

1.04 Mb Pathogenic

Full

Du plication 1:148625214-149664067

chr1:148555450-149660970 (estudio)

Figura 10: Se puede observar la sensibilidad a dosis de los genes que involucra la regién reportada,

asi como proporcién de la poblacién general que presenta la variante y la clasificacién clinica.
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GainlLoss Inheritance Size

@ Gain: 100% @ De novo: 16%
/ @ De novo, mosaic: 1%
‘ @ Matemally inherited: 6%

@ Paternally inherited: 6%
‘ @ Inherited from normal parent:
‘ 10%

@ Inherited from parent with

similar phenotype to child: 10%
@ Unknown: 51%

@ 0.1-1 Mb: 4%

@ 1-10 Mb: 84%
@ 10-100 Mb: 9%
@ Over 100 Mb: 3%

Phenotypes present in multiple matching patients This patient's phenotypes present in matching patients This patient's phenotypes absent in hi

12 W Intellectual disability 7 | Macrocephaly « Abnormal facial shape
7 1 Macrocephaly 5 | Global developmental delay « Aplasia cutis congenita of scalp
5 | Autism 2 | Downslanted palpebral fissures + Amial septal defect
5 | Delayed speech and language development 1 | Depressed nasal bridge * Central hypotonia
| Global developmental delay * Lipoma
| Autistic behavior * Poor suck
| Facial asymmetry
| Behavioral abnormality
| Broad face
| Cogpnitive impairment
| Downslanted palpebral fissures
| Downturned comers of mouth
| Frontal bossing
| Generalized hypotonia
| Hypertelorism
| Large for gestational age
| Low hanging columella
| Low-setears
| Microcephaly
| Motor delay
| Muscular hypotonia
| Obesity
| Pulmonic stenosis

Renal agenesis
2 | Seizure
EI-IUTouS Denavior

Figura 11: La variante reportada estd relacionada con discapacidad intelectual como principal

5
3
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

fenotipo.Sin embargo, existe 2 casos con crisis pero éstas son generalizadas.

Duplication 1:148625214-149664067

Browser Matching patients Matching CNV syndromes

Genes: 110 4 of 4 (out of 23 total) show: [_] omim (L) Morbid [ ppG2P (¥ Protein coding
Name Location Description OMIM Morbid DDG2P 96HI pLI Links

- T 2] (] (2]
FAM72C ol i:;:gg;fg family with sequence similarity 72 member C v - - & View=
HISTZH3PS2 ] Mesora  H3.2 histone (putative) - - - 0.00 & View =
NBPF16 1 e NBPF member 15 v+ - - & View~
PPIALAC 1 9583005 pepiidylprolyl isomerase A like 4C - - - 1 & View~

149553787

Figura 12: Evaluacién del contenido génico de la regiéon seleccionada en Decipher
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Contenido Génico

Links

: ClinGen Dosage Sensitivity Curation Page ClinGen Curation Home Page
Cl IﬂGen ClinGen Home Page

Cinical Geng Help with this site
FAQ

Comtact Us

Location Search Results Provide Feedback

Submitted location: chrl:148,555,450-149,660,970
"NJ/A" indicates that this gene has not yet been evaluated

Gene Issues (47) Region Issues (1)

Location search results

ftems 1 - 20 of 47 Page 1 of3 Nexi> Lasi>>

Gene Haploinsufficiency Triplosensitivity Curation ExAC Relationship to

Symbol score score Status agion Locap Gronad) pUI Ol Submitted Location BECA K
Awaiting
NBPF15 A NA S chrl:148,558,188-148,506,267 0.124 610414  Contained ISCA-37165
Awaiting
PFN1P6 NIA NA S chrl:148,574,407-148,575,212 Contained ISCA-26465
PEN1PT NIA A Reopened chrl:148 574,410-148,575,115 Contained ISCA-10320
TRNAN27 NIA NA Reopened chrl:148,598,314-148,508,387 Contained ISCA-
Awaiting
RNVU1-15 NIA NA S chrl:148.604,908-148,605,072 Contained ISCA-37994
.
Awaiting
PPIALAE NIA NA S chrl:148,644,011-148,644,795 Contained ISCA-26654
o’
NBPF16 NIA NA Reopened chrl:148,739,442-148,758,311 614005  Contained ISCA-4412
TRNAN15S NJA N/A Reopened chrl:148,760,356-148,760,429 Contained ISCA-35490
Awaits
PPIALAF NIA A R:w::g chr1:148,806,015-148,806,799 Comtained ISCA-13477
FLJ37786 w\ NA / Reopened chrl:148,864,456-148,866,310 Contained ISCA-16859

Figura 13: Los genes involucrados en la regiéon en estudio, no tienen evidencia suficiente de ser

sensibles a la dosis (ni triplosensiblidad,ni haploinsuficiencia).
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PR ———— e

Gene Haploinsuffici Triplc itivity Curation Reaion Location (GRCh3 ExAC OMIM Relationship to |SCA ID

Symbol score score Status €9 ( 7) pLi Submitted Location

TRNAQ20 NIA N/A Reopened chr1:149,186,125-149,186,196 Contained ISCA-22266
Awaiting )

RNVUL-17 N/A NIA Review chrl:149,194,106-149,194,269 Contained ISCA-37992
Awaliting i

TRN-GTT22-1 N/A N/A Review chrl:149,211 947-149,212,020 Contained ISCA-19755
Awaiting )

RNU1-92P N/A NIA Revi chrl:149,215,166-149,215,300 Contained ISCA-37762

RNVU1-18 NIA NIA : X "9 chrl:148,224,058-149,224,221 Contained ISCA-35230

TRNAN3 N/A NIA Reopened chr1:149,230,570-149,230,643 Contained ISCA-2416
Awaiting )

FAM91A3P N/A N/A Review chrl:149,261,125-149,266,468 Contained ISCA-1937
Awaiting .

RNU1-143P NIA NIA Review chr1:149,286,177-149,286,322 Contained ISCA-40509
Awaiting )

TRF-GAA9-1 N/A N/A Review chrl:149,287,259-149,287,530 Contained ISCA-24724
Awaiting .

LOC388692 NIA NIA R chrl:149,288,354-149,291,742 Contained ISCA-31671

TRNAV16 N/A NIA Reopened chr1:149,294,666-149,294,736 Contained ISCA-13367

TRNAV25 NIA N/A Reopened chrl:149,298,555-149,298,627 Contained ISCA-22633

LOC645262 NIA NIA Reopened chr1:149,305,909-149,313,154 Contained ISCA-5870

TRNAN29 N/A N/A Reopened chrl:149,326,272-149,326,345 Contained ISCA-1963
Awaiting .

LOC100131962 N/A N/A Review chr1:149,340,546-149,341,101 Contained ISCA-26821
Awaiting .

TRR-CCT7-1 NIA N/A R chrl:149,343,081-149,343,151 Contained ISCA-26906
Awaiting ,

FCGRI1CP NIA NIA Revi chrl:149,369,294-149,378,303 601503 Contained ISCA-4989
Awaiting .

HISTZH2BB NIA N/A R chrl:149,398,799-149,399,179 Contained ISCA-849
Awaiting

HIST2H3PS2 NIA N/A. R chr1:149,400,086-149,400,542 0.136 Contained 1SCA-23390

Figura 14: Los genes involucrados en la regién de estudio, no tienen evidencia suficiente de ser

sensibles a la dosis (ni triplosensiblidad, ni haploinsuficiencia
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Links

i ClinGen Dosage Sensitivity Curation Page CiinGen Curation Home Page
Cl |nGeﬂ ClinGen Home Page
Cinical Genome Resource Help with this site
FAQ
Contact Us

Location Search Results

Submitted location: chr1:148,555,450-149,660,970

“N/A” indicates that this gene has not yet been evaluated

Gene Issues (47) Region Issues (1)

Location search results

Relationship to

Hapl ffici Tripl ith Curati ExAC
Region Name aploinsutiiciency RERISEY, uration Region Location (GRCh37) OMIM  Submitted ISCA ID
score score Status pLI
Location
1g21.2 region
40: Dosa ! 40: D i
(polymorphic Sage sensitivity 05ag€ SENSIVI o mplete chr1:148,867,551-149,768,855 Overlap ISCA-37469

unlikety unlikety

region)

Figura 15: La regién en estudio tiene la regién 1g21.2 clasificada como una variante poligénica y

tampoco tiene evidencia suficiente que sea haploinsuficiente o triplosensible.
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Herencia

Figura 16: Observamos en rojo los integrantes que acarrean la variante en estudio. Al analizar la

genealogia observamos una transmisién muy probablemente autosémica dominante.
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ClinGen CNV Pathogenicity Calculator

Clinical Genome Resource

CNV Interpretation Scoring Rubric: Copy Number GAIN

Full descriptions of each evidence category, including caveats to consider while scoring and illustrative examples, are provided in Supplemental
Material 1 [Word Document], published in the ACMG Technical Standards. Also visit the CNV Web Series page to access slides, webinars,
examples, and FAQs.

1: Initial of ic Content
Evidence Type Evidence Suggested points Max Score Points Given
(¥ 1A. Contains protein-coding or other known functionally 0 (Continue Evaluation) 0
Copy Number Gain Content important elements
(For inragenic variants, use
section 21) () 1B. Does NOT contain protein-coding or any known -0.60 -0.60 Assigned points: [
functionally important elements
Section 2: Overlap with blished Tripl itive (TS), Haploinsufficient (HI), or Benign Genes or Genomic Regions
Skip to Section 3 if the copy number gain does not overlap these types of genes/regions
] 2A. Complete overlap; the TS gene or minimal critical 1 1 -
region is fully contained within the observed copy number Assigned points: [}
ain
| [+ 2B. Partial overlap of an established TS region 0 (Continue Evaluation) 0
Overlap with ESTABLISHED « The observed CNV does NOT contain the known
TS genes or genomic regions causative gene or critical region for this

established TS genomic region OR

« Unclear if the known causative gene or critical
region is affected OR

« No specific causative gene or critical region has
been established for this TS genomic region

) 2C. identical in gene content to the established benign -1 -1 -
copy number gain Assigned points: [}

(] 2D. Smaller than established benign copy number gain, -1 -1 -
breakpoint(s) does not interrupt protein-coding genes Assigned points: [

Figura 17: Utilizamos el calculador para las CNVs de tipo ganancia, ya que es la que corresponde
para analizar nuestra variante en estudio. Se muestran los puntajes y categorias consideradas segin

corresponden a las caracteristicas de nuestra variante en estudio.
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(] 4. Variantis NOT found in another individual in the

proband's family AFFECTED with a consistent, specific,

well-defined phenotype (no known phenocopies)

-0.45 paints per family
(Range: 0 to -0.45)

-0.90 (Total)

Assigned points: [[J)

Individual case evidence -
Non-Segregations

C]

4). Variant IS found in another individual in the proband’s

family UNAFFECTED with the specific, well-defined

phenotype observed in the proband

-0.30 points per family
(Range: 0 to -0.30)

-0.90 (Total)

@
Assigned points: 5]

Case-Control and Population
Evidence

O

(] 4N. No statistically significant difference between

4K. Variant IS found in another individual in the proband's
family UNAFFECTED with the non-specific phenotype

observed in the proband

4L. Statistically significant increase amongst

observations in cases (with a consistent, specific, well-

defined phenotype) compared to controls

4M. Statistically significant increase amongst

observations in cases (with a consistent, non-specific

phenotype or unknown phenotype) compared to controls

observations in cases and controls

-0.15 points per family
(Range: 0to - 0.15)

-0.30 (Total)

0.45 per study
(Range: 0 to 0.45 per
study)

0.30 per study
(Range: 0 to 0.30 per
study)

-0.90 per study
(Range: 0 to -0.90 per
study)

0.45 (total)

0.45 (total)

-0.90 (total)

Assigned points: [fJ)

Assigned points: [fJ

Assigned points: [JJ

Assigned points: [[J

(w4 40. Overlap with common population varation

-1.00 per study
(Range: 0 to -1.00 per
study)

-1.00 (total)

Assigned points: [

Observed copy number gain is
DE NOVO

Observed copy number gain is
INHERITED

Section 5: Evaluation of Inheritance Patterns/Family History for Patient Being Studied

5A. Use appropriate category from de novo scoring

section in Section 4.

5B. Patient with a specific, well-defined phenotype and
no family history. Copy number gain is inherited from an

apparently unaffected parent.

5C. Patient with non-specific phenotype and no family
history. Copy number gain is inherited from an apparently

Use de novo scoring 0.45
categories from Section 4
(4A-4D) to determine

score.

-0.30 (Range: 0to -0.45)  -0.45

-0.15 (Range: 0to -0.30)  -0.30

Assigned points: [

Assigned points: [

Assigned points: [}

in the patient's family

5D. CNV segregates with consistent phenotype observed

Use segregation scoring  0.45
categories from in Section

4 (4F-4H) to determine

score.

Assigned points: [[EG)

Figura 18: Se muestran los puntajes y categorias consideradas segiin corresponden a las caracte-

risticas de nuestra variante en estudio.
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Section 5: Evaluation of Inheritance Patterns/Family History for Patient Being Studied

(] SA.Use appropriate category from de novo scoring Use de novo scoring 0.45 -
Observed copy number gain is section in Section 4. categories from Section 4 Assigned points: [}
DE NOVO (4A-4D) to determine
score.

(] 5B. Patient with a specific, well-defined phenotype and ~ -0.30 (Range: 010-0.45)  -0.45
no family history. Copy number gain is inherited from an Assigned points: [
apparently unaffected parent.

(] SC. Patient with non-specific phenotype and no family -0.15 (Range: 010-0.30) -0.30
Observed copy number gain is history. Copy number gain is inherited from an apparently Assigned points: n
INHERITED

(¥ 5D. CNV segregates with consistent phenotype observed Use segregation scoring  0.45

in the patient's family categories from in Section Assigned points:
4 (4F-4H) to determine
SCOrE,
(] SE.Use appropriate category from non-segregation Use non-segregation -0.45 -
Observed copy number gain — section in Section 4. scoring categories from Assigned points: n
Non-SEGREGATIONS Section 4 (41-4K) to
determine score,
(] SF. Inheritance information is unavailable or 0 0
uninformative
(] SG. Inheritance information is unavailable or 0.10 (Range: 0 to 0.15) 0.15 -
uninformative. The patient phenotype is non-specific, but Assigned points: n
is consistent with what has been described in similar
cases.
(] 5H. Inheritance information is unavailable or 0.15 (Range: 0 to 0.30) 0.30 -
uninformative. The patient phenotype is highly specific Assigned points: [}
and consistent with what has been described in similar
cases.
Benign
Total score: m

Figura 19: Se muestra el puntaje final de -1.15 y la clasificacién clinica como benigna para nuestra

variante en estudio.

40



3.3.8. Analisis estadistico general

Utilizamos el software SPSS v.23.0 para colectar los datos en una base de datos, asi
como para el analisis estadistico de los mismos. Realizamos un analisis descriptivo de los
datos clinicos y demogréficos (media, mediana, desviacién estdndar, rango) para variables
cuantitativas y comparaciones de frecuencias y porcentajes para las cualitativas. Las prue-
bas estadisticas fueron chi-cuadrada o prueba exacta de Fisher para frecuencias, prueba ¢ o
prueba de Mann-Whitney para variables continuas, y regresion logistica binaria para cédlcu-
los de odds ratio para analisis de asociacion. Establecimos la significancia estadistica con

valor p < 0.05 para todas las pruebas.
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Capitulo 4

Resultados

4.0.1. Datos clinicos

Estudiamos 25 familias con ELTM, 61 sujetos con diagnéstico de ELTM y 31 familiares
de primer grado no afectados (principalmente padres o hermanos). Los sujetos afectados
tuvieron una edad promedio al momento del estudio de 26.3 £ 15.9 anos (rango = 7-71). La
edad promedio de inicio de crisis epilépticas fue 7 + 3.7 anos (rango = 0.16 - 16, ver Tabla 1.

En el 98 % de los casos se observé actividad anormal interictal como puntas y/o actividad
lenta focal en regiones temporales y frontotemporales en el EEG . Sélo un caso no se registrd
actividad anormal en tres EEG seriados interictales, sin embargo, el dignéstico de ELTM
se confirmé basado en la historia clinica y la mejoria con un tratamiento antiepiléptico. Se
sabe que el diagnostico de la ELTM es principalmente clinico y en la literatura se describe
un 50 % de EEG interictales con actividad anormal 349,

En la IRM de craneo simple se observaron alteraciones morfologicas en hipocampo, com-
patibles con EH en 15% e HH en el 10% de los casos. En el 75 % restante de las IRM de
craneo, no se observaron alteraciones estructurales (ver Tabla 1).

El tipo de crisis mas frecuente fue la combinacién de crisis focales sin y con pérdida de la
conciencia (41 %). En segundo lugar la combinacién de crisis focales con y sin pérdida de la
consciencia con propagacién ténico-clénica bilateral (33 %) y finalmente la presentaciéon de
sélo crisis focales sin pérdida de la consciencia en 26 % de los casos (ver Tabla 1).

Con respecto a las crisis focales sin pérdida de la conciencia, los déja-vu fueron las crisis
psiquicas mas comunes (56 %), las alucinaciones visuales complejas fueron las crisis sensoria-

les més frecuentes (41 %) y la sensacion epigastrica ascendente fue el tipo de crisis auténoma
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Tabla 1: Datos Clinicos de 25 familias con ELTM acorde al patrén de herencia.

Total Patron AD

Familias (25) Familias (17)
Afectados (61) Afectados (45)

Patron AR

Familias AR (8) Valor-p
Afectados (16)

DATOS CLINICOS

Género: n (%)

~ Mujer 31 (51) 24 (53.3) 6 (37.5) 0.3844
— Hombre 30 (49) 21 (46.67) 10 (62.5)

Edad (afos)

— Media £ S.D. 26.3 &+ 15.9 279 £ 17.5 21.5 £ 8.8 0.083
— Mediana 23 25 21.5

— Rango 7-71 771 9-36

Edad de inicio crisis (anos)

— Media £ S.D. 7+ 3.7 5.9+ 3.1 99 +14 0.0001*
— Mediana 6 5 9

— Rango 0.16 - 16 (0.16 - 14) (3-16)

Tiempo de evolucién (aiios)

— Media £ S.D. 19.2 £ 16.2 22 + 17.5 11.7 =+ 8.4 0.014*
— Mediana 13 20 10

— Rango 1-67 (1-67) (1-30)

EEG: Frecuencia (%)

— Anormal 60 (98.4) 44 (97.7) 16 (100) 1

— Normal 1(1.6) 1(2.2) 0

Alteraciones estructurales IRM

~ Ninguna 46 (75.4) 33 (73.33) 13 (81.25) 0.7381
— Esclerosis 9 (14.7) 8 (17.78) 1 (6.25) 0.423
— Hipotroéfia 6 (9.8) 4 (8.89) 2 (12.5) 0.6479
Tipo de crisis: Frecuencia (%)

~ Focal () 16 (26.2) 10 (22.22) 6 (37.5) 0.3217
— Focal (S, C) 25 (41) 18 (40) 3 (18.75) 0.2196
— Focal (S, G) 6 (9.8) 7 (15.56) 0 0.6681
~ Focal (S, C, G) 14 (23) 10(22.22) 7 (43.75) 0.1159

(5): Sin pérdida de consciencia, (C): Con pérdida de consciencia, (G): Que generaliza

* p < 0.05, prueba exacta de Fisher para variables cualitativas, t-student para variables cuantitativas.
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Tabla 2: Frecuencia de crisis y comorbilidades en pacientes con ELTM. (n=61).

Sintomas Frequencia® n (%)
MOTORES

Focales

— Arresto conductual 37 (60.7)
— Automatismos de comportamiento 11 (18)
— Automatismos manuales 9 (14.7)
— Actividad clénica 4 (6.5)
— Automatismos orales 4 (6.5)
— Desviacién de la cabeza u ojos 2 (3.3)
Generalizados

— Crisis ténico-clénicas 22 (36)
— Crisis at6nicas 2 (3.3)
NO MOTORES

Sentidos especiales

— Visual (complejas) 25 (40.9)
— Auditivo (complejas) 7 (11.5)
— Mareo 8 (13.1)
— Olfatorio 5 (8.2)
— Parestesias 5 (8.2)
Autonémicos

— Visceral /epigdstrico 22 (36.1)
— Cefalea 14 (23)
— Sudoracién / rubor / palidez 2 (3.3)
— Hiperventilacién/disnea 2 (3.3)
Psiquicos

- Déja-vu 34 (55.7)
— Derealizacién/Despersonalizacién 7 (11.5)
— Jamais-vu 5 (8.2)
Emocionales

— Terrores nocturnos 14 (22)
— Pénico 11 (18)
— Ansiedad 8 (13.1)
— Angustia 1 (1.6)
COMORBILIDADES

Emocionales

— Inestabilidad emocional 22 (36)
— Irritabilidad /enojo 9 (14.8)
— Personalidad ansiosa 8 (13.1)
— Tristeza 6 (9.8)
Cognitivas

— Queja subjetiva de memoria 15 (24.6)
— Bajo rendimiento escolar 7 (11.5)

a. Los pacientes pueden presentar varios sintomas
simultaneamente (los totales suman més de 61).
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mas recurrente (36 %), ver Tabla 2.

4.0.2. Patron de herencia

De las 25 familias estudiadas, 17 mostraron un patrén de herencia AD (68 %) con 45
miembros epilépticos, 8 familias presentaron un patrén de herencia AR (32 %) con 16 miem-
bros afectados (considerando solo la transmisiéon ELTM, que es el fenotipo de nuestro interés),
ver Figura 20 y 21. Cada familia tuvo en promedio tres miembros afectados con ELTM, con
un minimo de dos y un maximo de 6.

Cuando consideramos a los familiares con otros tipos de epilepsia y casos con anteceden-
tes de crisis no clasificadas, observamos familias que, a pesar de cumplir con los criterios
minimos para ser clasificadas como AD o AR cuando se consideran solo los miembros afec-
tados con ELTM, también podrian clasificarse con otros patrones de herencia. Por ejemplo:
encontramos familias donde habia miembros afectados con otro tipo de epilepsia confirma-
da (Familias 14 y 25) o con antecedentes de crisis esponténeas tonico-clonicas en diferentes
generaciones al caso indice (Familia 8), tales casos sugieren un patrén de herencia complejo.
También observamos en la familia 27, donde hay medios hermanos (varones) afectados con
ELTM con padres aparentemente no afectados; en esta familia, la madre es el progenitor
compartido, lo que podria sugerir que la herencia esta relacionada con el cromosoma “X”.
Teniendo en cuenta estas posibilidades calculamos la agregacion familiar, obteniendo de 3 a
16.5 veces mayor probabilidad de presentar ELTM en familias con otros integrantes afectados

con la misma enfermedad (ver tabla suplementaria 9).

4.0.3. Diagnésticos previos y motivos de consulta a la clinica de
epilepsia

La mayoria de los miembros afectados (66 %) no fueron diagnosticados con ELTM antes
de ingresar en el presente estudio. El resto de los casos fueron diagnosticados con diferentes
enfermedades, pero no ELTM, por ejemplo: epilepsia generalizada (11 %), depresion / ansie-
dad (8 %), migrania (7 %) , trastornos del aprendizaje (3 %) y trastorno por déficit de atencién
(3%) u otros trastornos psiquidtricos (2%). Todos estos diagndsticos fueron realizados por
neurologos, pedagogos, psiquiatras, psicélogos, docentes, entre otros, ver figura 22.

Por lo tanto, los principales motivos de consulta en la clinica de epilepsia fueron cri-

sis motoras ténico clénicas generalizadas (42 %), cefalea (8 %), bajo rendimiento académico
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Figura 20: Familias con ELTM herencia autosémico dominante
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Figura 21: Familias con ELTM herencia autosémico recesivo

(8 %), problemas subjetivos de memoria (8 %) y otros sintomas sensoriales o emocionales
(42 %).Algunos de los familiares del caso indice (padres o hermanos principalmente) acudie-
ron a consulta una vez que sus familiares fueron diagnosticados con ELTM, ya que presen-

taban sintomas similares.

4.0.4. Evolucion

Con respecto al tratamiento farmacolégico con AE, cuarenta y siete pacientes (77 %)
tomaron un solo medicamento, diez (16 %) tomaron dos medicamentos y cuatro (7 %) no
tomaron AED cuando ingresaron al estudio. Los AE mas frecuentes fueron Oxcarbazepina y
Levetiracetam (datos no mostrados). Después de dos afios y medio de seguimiento; dieciséis
pacientes (26 %) fueron dados de alta libres de crisis y sin AED. Veintitrés pacientes (38 %)
tienen control de crisis pero aun toman AE, once (18 %) ocasionalmente presentan algun
tipo de convulsién focal residual y continian con AED. Once pacientes (18 %) no regresaron
a seguimiento. Por otro lado, s6lo un paciente se sometio a lobectomia temporal anterior

izquierda y se encuentra libre de crisis y sin AE.
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B Otro tipo de epilepsia

m Migrafia
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m Trastornos psiquiatricos
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Figura 22: Proporcién de pacientes con diagnéstico diferente al ELTM durante el reclutamiento,
es relevante notar que el 66 % de los casos no tenfan ningtin diagndstico previo a este estudio. Los

datos se obtuvieron de la entrevista clinica de los 61 miembros afectados con ELTMF.
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4.1. Caracteristicas clinicas y patrén de herencia

4.1.1. Edad de inicio de las crisis

Observamos que aproximadamente la mitad (51,1 %) de los pacientes con un patrén de
herencia AD presentaron las crisis en los primeros 5 anos de edad. En contraste, casi todos
los casos (93.8 %) con un patréon AR comenzaron las crisis después de los 6 anos de edad (p

= 0.002, prueba de chi-cuadrada, ver figura 23.
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Proporcion de pacientes afectados (%)

<5 afos =6 afios

Edad de inicio de las crisis

Figura 23: Distribucién de los miembros afectados con patrén de herencia autosémico dominante
(AD) y recesivo (AR) en la ELTMF segtn la edad de inicio de las crisis. Hay una diferencia
estadistica en la edad de inicio de las crisis entre familias con patrones de herencia a AD versus las
AR (n = 61, p = 0,002, prueba de chi-cuadrado).

Por lo tanto, cuando un paciente con ELTMF presenta crisis espontaneas a una edad
mayor o igual a 5 afos, la probabilidad de tener un patréon de herencia AD es de 16 veces
mayor que un patréon AR (OR=15.7, IC 95 % =1.9-128.9; p=0.01, prueba de Wald).

La relacién anterior se mantiene al analizar la edad de inicio de las familias individuales.

Encontramos que el 76.5% y el 12.5% de las familias con patrones de AD y AR, respecti-
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vamente, tienen al menos un miembro afectado con una edad de inicio de las crisis en los

primeros 5 afos (p=0.002 prueba de x?2).

4.1.2. Tipo de crisis

En este estudio, la frecuencia y el tamano de la asociacion de las crisis focales sin pérdida
de la consciencia como déja-vu, fueron mas altas en el patron AD en comparacién con el
patrén AR (64.4 % versus 31.3 %, p=0.021, prueba de chi cuadrada; OR=3.9, IC 95 % =1.1-
13.5; p = 0.026, prueba de Wald) ver tabla suplementaria 3.

Para confirmar las observaciones anteriores, analizamos las caracteristicas clinicas por
familias. Observamos que mientras el 94 % de las familias con patrén de AD tenian al menos
un miembro afectado que presentaba déja-vu, solo el 38 % de las familias con patrén AR
tenian un miembro con este tipo de crisis (p=0.005 prueba exacta de Fisher). Los resultados
indican que el déja-vu estd altamente asociado a la enfermedad dominante y no se deben
a una segregacion aleatoria dentro de las familias. También observamos que cinco pacientes
(8 %) refirieron antecedentes de crisis febriles durante la infancia y todos presentaron un

patron de herencia AD (datos no mostrados).

4.1.3. Comorbilidades

Como era de esperar, las comorbilidades méas frecuentes en pacientes con MTLE se aso-
ciaron con problemas emocionales y cognitivos. La inestabilidad emocional (36 %) y la irri-
tabilidad/ira (15 %) fueron las alteraciones emocionales més comunes. Con respecto a los
problemas cognitivos, el aspecto més frecuente fue la queja subjetiva de memoria, en el 25 %
de los casos, ver figura 24.

Cuando asociamos las comorbilidades emocionales con los patrones de herencia, observa-
mos que hay un predominio de comorbilidades emocionales del patréon AD sobre el patrén
AR. Las diferencias fueron estadisticamente significativas (44.4 % vs 12.5 %, p=0.03, prueba
exacta de Fisher). Es de destacar que la inestabilidad emocional (58.3 % vs 21.6 %, p=0.005,
prueba exacta de Fisher) y la irritabilidad y/o ira (29.2% vs 5.4 %, p=0.02, prueba exacta
de Fisher) son mas frecuentes en pacientes con edad de inicio de crisis durante los primeros
5 anos 4. También notamos que los pacientes de familias con patréon AD tenian una pro-
babilidad de presentar problemas emocionales 5.6 veces mas que aquellos con un patréon de
herencia AR (OR=5.6, IC = 1.1-27.5; p=0.03, prueba de Wald). Sobre las comorbilidades
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W Irritabilidad/enojo

M Personalidad ansiosa
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Figura 24: Proporcién (%) de las principales comorbilidades identificadas en miembros afectados
con ELTMF, n = 61.
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cognitivas, observamos que la queja de memoria subjetiva también fue mayor en los pacientes
con patrén de herencia AD que aquellos con patrén AR (31.1 % vs 6.2 % respectivamente); sin

embargo, esta diferencia no alcanzo el nivel de significancia (p=0.08, prueba chi-cuadrada).

4.2. Resultados de CNVs

4.2.1. Generalidades

Analizamos un total de 101 microarreglos Cytoscan HD: 92 con ADN proveniente de
linfocitos y 9 con ADN de células epiteliales de mucosa de carrillo bucal (para comprobar la

presencia de la variante mosaico 1p36.33).

» 25/25 familias exploradas
» 61/61 (sujetos afectados)

= 31/31 (sujetos no afectados)

El analisis informatico se llevé a cabo mediante el software Chromosome Array Suite
(ChAS) v4.0. Las CNVs analizadas fueron obtenidas con el filtro Higth Density (para CNVs

loss y gain)

= Mayor o igual a 50 marcadores
» Mas de 100 Kb de tamaiio.

Identificamos un total 719 CNVs, de las cuales 495 (69 %) corresponden a ganancias, 189
(26 %) a pérdidas, 32 (4.5 %) a ganancias mosaico y s6lo 3 (0.4 %) corresponden a pérdidas
mosaico.

De las 719 totales, 208 fueron distintas: 64 (30.8 %) no tuvieron genes involucrados en
la regién, 104 (50 %) tuvieron un tamano menor a 500kb, 10 (4.8 %) mayor a 500Kb pero
<1Mb y 30 (14.4 %) mayor a 1 Mb. La finalidad de hacer estos tres grupos es para poder
comenzar el andlisis detallado de las variantes, ya que segin la ACMG y ClinGen (7, las
CNVs patogénicas tienen un tamano mayor a 1Mb.

Después de estudiar a las variantes basados en el algoritmo de clasificaciéon de CNVs,
acorde a las recomendaciones de la ACMG y ClinGen(” (ver métodos), encontramos que
el 64% de las CNVs se clasificaron como benignas, 33.7% como inciertas y 1.7 % como

probablemente benignas.

52



Sin embargo, al analizar la diferencia de frecuencia de las variantes entre los integrantes
no afectados y afectados con ELTM, encontramos que existe una diferencia estadistica, con
una mayor frecuencia de variantes de tipo ganancia mosaico 30 (6.2%) en los afectados
contra 2 (0.8%) en los no afectados, para la prueba de x* (p=0.0009). La regién mosaico
que destaca es una ganancia de 2.2 a 2.3 nimero de copias localizada en Chrlp36.33, con
una regién comtin minima (RM) de 2.7Mb de tamano y comprende 87 genes de los cuales
50 son OMIM (ver figura 25). Esta CNVs se present6 en 7 miembros afectados de 4 familias
diferentes (I1-13, I1I-2 en la familia 6, 111-6, IV-1 Y IV-3 en la familia 7, I1I-2 en la familia
9 y II-6 de la familia 21). Es interesante observar que en la familia 7 todos los integrantes
afectados acarrean la alteracion y en los integrantes sanos estudiados (I1I-5 y IV-1) estd
ausente. Ademas también es relevante que las familias mencionadas en donde se detecto la

variante tienen un patron de herencia AD.
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Figura 25: Ganancia mosaico en el Chr1p36.33, localizaciéon de la RM y genes involucrados. A. Se
observa la localizacién de la variante en el Chrl: 914,086-3,725,038, asi como los marcadores SNP y
genes que involucra. B. Identificacion de las coordenadas de la RM en los afectados con la variante.

C. Localizacion y genes involucrados en la RM.

Después de una revision sobre las funciones, indice de haploinsuficiencia (IH), expresion

en cerebro, y por su participacién en procesos relacionados con el neurodesarrollo de los
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genes involucrados en la CNV mosaico, seleccionamos algunos candidatos que podrian tener

alguna participacion en el proceso de epileptogénesis.

» DVL1(Proteina de Polaridad de Segmento 1) IH=15.74 %: es gen que codifica para
una fosfoproteina citoplasmica que regula la proliferacion celular, actuando como una
molécula transductora para procesos de desarrollo, incluyendo segmentacion y especi-
ficacion de neuroblastos. Participa en la senalizacién de Wnt por unién a la C-terminal
citoplasmatica de los miembros de la familia frizzled y la via de transduccién de senal de
Wnt a efectores rio abajo. DVL1 y PAK1 forman un complejo ternario con MUSK que
es importante para MUSK-dependiente de la regulacion del receptor de ACh durante
la agrupacién y formacién de la unién neuromuscular ® . Involucrado en procesos bio-
l6gicos como guia y extension del axon, morfogénesis de espinas dendriticas, desarrollo

de tubo neural, regulacién positiva de localizacién de proteinas presinapticas®b.

» GABRD (Receptor de GABA A subunidad delta) IH=59.28 %: El 4cido gamma-
aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro de los
mamiferos, actia en los receptores GABA-A, que son canales de cloro activados por
el ligando. El receptor GABA-A es generalmente pentamérico y hay cinco tipos de
subunidades: alfa, beta, gamma, delta y rho. Este gen codifica la subunidad delta. Las
mutaciones en este gen se han asociado con la susceptibilidad a la epilepsia generaliza-
da y crisis febriles. Alternativamente se han descrito variantes transcripcionales para
este gen, pero su validez biolégica no se ha determinado atun. -Participa en procesos

biolégicos como transduccion de sefial y en la transmision de la sindpsis quimica %51,

» GNB1 (Preteina G sub beta 1) IH=22.39 %: Las proteinas de unién a nucleétidos de
guanina (proteinas G) tienen funcién como un modulador o transductor en diversos
sistemas de senalizaciéon transmembrana. Las cadenas beta y gamma son necesarias
para la actividad de la GTPasa, para el reemplazo del GDP por GTP, y para la
interaccién protefna-efector G %), Est4 involucrado en procesos biolégicos como en la
via de senalizacion del receptor de dopamina activadora de adenilato ciclasa, respuesta

celular a la hipoxia, estimulacién de catecolaminas y modulacién de la via de calcio ).

» SKI (proto-oncogen) ITH=34.03 %:Este gen codifica a el homologo de la proteina proto-
oncogén nuclear del oncogén viral del sarcoma aviar (v-ski). Funciona como un represor

de la senalizacion TGF-beta, y puede jugar un papel en el desarrollo del tubo neural y
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0)

la diferenciaciéon muscular ®®. Involucrado en procesos de proliferacién celular, procesos

de mielinizacion periférica, proliferacién negativa de las células de schwann, desarrollo

neuronal y del tubo neural V).

» TP73 (Proteina tumoral 73) TH=25.95%: Participa en la respuesta apoptdtica al
dano del ADN. Las isoformas que contienen el dominio de transactivacién son pro-
apoptoéticas, las isoformas que carecen del dominio son anti-apoptéticas bloquean la
funcion de p53 y las isoformas p73 de transactivacion. Puede ser una proteina supreso-
ra de tumores, pero también se ha relacionado con el desarrollo de neuroblastomas (®?).
Participa en la regulacion negativa de la apoptosis en neuronas, regulacion negativa de

diferenciacién neuronal y regulacién positiva en la proliferacién de oligodendrocitos ®).

Sin embargo, con la evidencia publicada actualmente es una variante que se clasifico
como incierta (ver tabla suplementaria: 5) y por el momento no la podemos asociar como

una variante involucrada en la etiologia de la ELTM familiar.
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Capitulo 5
Discusion

Encontramos que la edad de inicio promedio de las crisis en nuestros pacientes es menor
a la reportada en otros estudios sobre ELTM (33:26:27:5254) " Gin embargo, nuestros hallazgos
coinciden con otros trabajos en donde la edad promedio de inicio de las crisis epilépticas

(55-58) 1o cual indica que la edad de inicio de las crisis es una

inician durante la infancia
variable importante a considerar en el interrogatorio clinico para un adecuado diagnostico
y qué ademas esta puede ser menor a la reportada cominmente. También encontramos que
una edad de inicio de las crisis menor se asocia con el patréon de herencia AD. Creemos
que estas diferencias pueden deberse al interrogatorio durante la realizacién de la historia
clinica de epilepsia, en el cual consideramos a las crisis focales como las psiquicas, sensoriales,
emocionales y autonémicas; que en muchas ocasiones los pacientes no reconocen como crisis.
Cuando la historia clinica es realizada por un especialista en epilepsia y se indaga en la
presencia de los diferentes tipos de crisis focales sin alteracién de la consciencia (como en
este estudio), los pacientes refirieron presentarlas desde la infancia.

Existe evidencia de estudios en pacientes con ELTM que describen una asociacién entre
la edad de inicio y caracteristicas clinicas especificas, cuando se divide la muestra por edad

52,64,55,57-60)  Por ejemplo, Villanueva y cols.

de inicio de las crisis en temprana y tardia
(2005) 57 en un estudio de pacientes con ELT, reportaron que el grupo con edad de inicio
de las crisis temprana (<17 afios) presentaba una mayor frecuencia de esclerosis y auras del
hipocampo (principalmente sensacion epigastrica) que los pacientes que comenzaron las crisis
después de los 18 afios. Hlobil y cols (2008) ®®) estudiaron pacientes con ELTM y encontraron
que hay una asociacion entre la esclerosis del hipocampo derecho y una edad de inicio de

las crisis <6 anos, como un importante predictor para alteraciones en reconocimiento de la
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expresion facial que representa miedo. Por otro lado, existe evidencia de que el inicio de
las crisis a una edad més tardfa predice buenos resultados en el control de las crisis®. Sin
embargo, en nuestra muestra no encontramos diferencia estadistica significativa entre la edad
de inicio de las crisis y la presencia de EH o HH, tampoco encontramos ninguna relacién
con farmacorresistencia. Por lo anterior, podemos pensar que la edad de inicio de las crisis
podria condicionar diferentes caracteristicas clinicas y semiologicas especificas en pacientes
con ELTM 67 atin dentro de la misma enfermedad (69,

Ellis y cols. (2019) Y informaron que la edad de inicio de las crisis tiende a agruparse
dentro de las familias. Estudiaron a 303 familias con 1120 afectados con diferentes tipos de
epilepsia, tanto de inicio focal como generalizado. Observaron que las familias con epilepsia
generalizada presentaron una edad media de inicio de las crisis de 9.5 anos, y de 13.8 anos
en las familias con epilepsia focal. Los autores concluyeron que la edad de inicio de las
crisis puede estar determinada por factores genéticos, atin desconocidos, y que estos factores
pueden ser diferentes a los que conducen al desarrollo de la epilepsia per se. En el presente
estudio, s6lo consideramos familias con ELTM y eso nos permitié identificar que incluso
familias con el mismo tipo de epilepsia, y a pesar de su heterogeneidad clinica, la edad de
inicio de las crisis tiende a ser similar entre los miembros afectados de la misma familia.
En nuestra muestra no encontramos una agrupacion clara de una edad de inicio temprana
(antes de los 6 anos) en las familias. Sin embargo, pudimos observar que 5/6 en la familia 9,
2/4 en la familia 25 y todos los miembros afectados estudiados en las familias 7 y 9 todos,
refirieron una edad de inicio de las crisis a los 6 anos de edad o antes. Tal vez se necesite un
tamano de muestra mayor se pueda confirmar o descartar esta observacion.

En cuanto al alto porcentaje de EEG anormal en nuestro estudio lo atribuimos a que
tuvimos especial cuidado en la preparacion de los pacientes antes del estudio asi como la
correcta colocacion de electrodos de superficie y la supervision en general de toda la técnica
durante la realizacion del estudio. En ocasiones se realizaron 3 EEG seriados con una semana
de diferencia, lo que pudo contribuir a un aumento en la frecuencia de EEG anormales en
nuestra muestra. Sin embargo, nuestros hallazgos de IRM coinciden con lo descrito en la lite-
ratura, al tratarse de ELTMF en donde los factores genéticos de cualquier tipo (estructurales
0 1no), son en gran medida responsables de la etiologia de la enfermedad. Es por esta razon
que encontrar un bajo porcentaje de pacientes en con alteraciones estructurales en los estu-
dios de IRM de craneo es esperado. Ademas, la etiologia de la hipotrofia hipocampal o datos

sugerentes de esclerosis hipocampal, aiin son desconocidas, aunque existen algunos estudios
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en los que asocian alteraciones genéticas con alteraciones estructurales como la esclerosis
hipocampal ).

Encontramos una mayor frecuencia de déja-vu, miedo, alteraciones emocionales, una ma-
yor frecuencia de control de crisis con un solo ASM y ausencia de alteraciones estructurales
en la resonancia magnética, lo cual es consistente con el diagnéstico de ELTMF. Sin em-
bargo, encontramos una mayor frecuencia de sintomas sensoriales (alucinaciones visuales y
auditivas) en comparacién con lo descrito previamente (33182428 Tyuvimos especial cuidado
en diferenciar los sintomas sensoriales que pudieran originarse del l6bulo occipital (visuales)
o temporal neocortical (auditivas) y las originadas en el 16bulo temporal mesial. Las aluci-
naciones de las estructuras temporales mesiales son méas complejas: pueden ver personas o
animales, escuchar voces (familiares para el paciente), entre otras; pero generalmente vienen
acompaifiadas de un elemento emocional (miedo, tristeza o ansiedad) 263, Creemos que la
discordancia de la frecuencia de crisis focales sensoriales, se debe, al especial cuidado que
tuvimos durante el interrogatorio al explorar dichos sintomas.

Con respecto a la segregacion de la enfermedad, confirmamos una mayor frecuencia de
familias con patron de herencia AD que con AR en ELTMF; estos datos coinciden con estu-

2:3,26.27.53) ' Sin embargo, identificamos dos familias (Fam 14 y 25) donde algunos

dios previos!
miembros presentaron foco frontal o parietal ademds del temporal. Otras familias (7, 8, 9,
13, 15,17, 19, 21, 23, 24 y 27) tenian miembros con otros tipos de crisis, principalmente crisis
tonico clonico generalizadas no clasificadas, lo que también sugiere un patrén de herencia
complejo. Hallazgos similares fueron descritos por Crompton et al. (2010), quienes los cla-
sificaron en cuatro modelos de arquitectura genética dominantes, considerando las familias
afectadas solo con ELTM y las familias en las que los miembros se vieron afectados con
otros tipos de crisis®®. Se ha descrito que la ELTMF tiene un patrén de herencia dominante
complejo con penetrancia incompleta (60 % a 80 %) y, en una pequenia proporcién, un patrén
de herencia AR?%). Por otro lado, Guipponi et al. (2015) informaron la posibilidad de la
herencia ligada al cromosémico X en una familia con ELT; nosotros identificamos una fami-
lia con segregacion de este tipo®. Por lo tanto, la evidencia apunta que la ELTMF es un
sindrome muy heterogéneo tanto en genotipo como en fenotipo. Por esta razon, y con fines
estadisticos, decidimos clasificar el patrén de herencia como AD o AR en este estudio, consi-
derando la segregacién de inicamente los miembros afectados con ELTM . Considerando lo
anterior, la ELTMF sugiere tener una herencia compleja como resultado de interacciones de

factores genéticos y ambientales, que pueden tener una segregacion familiar. Esta segregacion
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se explica por el hecho de que los miembros de una familia comparten en mayor proporcion
de informacion genética y factores ambientales especificos que individuos al azar de la po-
blaciéon general. Por lo tanto, los parientes de un individuo afecto tienen una probabilidad
mayor de estar expuesto a las mismas interacciones gen-gen y gen-ambiente que pudiesen
estar involucradas en la etiologia de la enfermedad. La variabilidad en el fenotipo en los pa-
rientes que comparten un genotipo que predispone a una enfermedad puede explicarse como
que el individuo que no esta afectado o no presenta el mismo fenotipo, no ha experimentado
los demads factores (ambientales o factores aleatorios) necesarios para desencadenar el mismo
proceso de enfermedad ®.

Es interesante que ademas de la presencia de crisis epilépticas, las alteraciones cognitivas
y emocionales fueron motivo suficiente para buscar ayuda médica. Sin embargo, los espe-
cialistas consultados frecuentemente confundieron el diagndstico de ELTM y los pacientes
fueron diagnosticados con otros padecimientos como migrana, TDA, problemas psiquiatri-
cos, problemas de conducta o trastornos del aprendizaje. Por lo tanto, los pacientes y sus
familias a menudo comienzan un largo viaje de terapias frustrantes; como tratamientos psi-
cologicos, pedagogicos, ADD, antidepresivos, medicamentos antipsicoticos, entre otros, que
con frecuencia agravan la epilepsia de base. Ademds, considerando que la ELTM tiene en
ocasiones una edad de inicio en la infancia, por ejemplo en el patrén de herencia AD, el
miedo y déja vu que aparecen a una edad temprana pueden ser dificiles de diagnosticar, ya
que pueden aparecer en etapas tempranas en los nifios(%®. Sin embargo, con base en nues-
tros datos, siempre que estas disfunciones emocionales o cognitivas estén presentes, se debe
descartar el diagnéstico de ELTM. El no realizar un diagndstico temprano puede interferir
negativamente con la formacién adecuada de la autoestima, el rendimiento académico y las
habilidades sociales. La epilepsia, como ya sabemos, es una enfermedad que, ademas de la
predisposicion duradera a generar crisis, implica consecuencias neurobiolégicas, cognitivas,
psicolégicas y sociales (1),

La evidencia sobre CN'Vs asociadas a la etiologia de la epilepsia es escasa y muy variada.
Si bien hay reportes sobre alteraciones tipo CNVs asociadas a la etiologia de distintos tras-
tornos del neurodesarrollo como autismo, discapacidad intelectual, TDA y epliepsia en un
15 al 20 % de los casos®?). En epilepsia las deleciones en los cromosomas 15q13.3, 16p13.11 y
15q11.2 se han asociado principalmente a crisis generalizadas (%546 Deleciones en los cro-
mosomas 2q24.4 ,7q11.23-q21.11 y 7q32.3 se han asociado a sindrome de Dravet, espasmos

infantiles y epilepsia mioclonica junevil respectivamente. Duplicaciones en los cromosomas
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6p12.1 y 14q12 se han asociado a espasmos inflantiles y epilepsia mioclénica juvenil 4748

Para epilepsia del 16bulo temporal familiar, s6lo hay un reporte dénde asocian duplicaciones
en los cromosomas 1q21.1, 19p12 y deleciones en los cromosomas 2q37.1, 6q22.2, 16p13.3-
pl13.2, 20p12.1 y 20q13.12 como posibles regiones de suceptibilidad para epilepsia del l6bulo
temporal lateral familiar.

Por otro lado, dado que el 64 % de las variantes tipo CNVs encontradas en la muestra de
estudio fueron clasificadas como benignas y el 1.7 % como probablemente benignas, podemos
sugerir que las alteraciones tipo CNVs encontradas en este estudio, no tienen una asociacién
fuerte con la etiologia de la ELTMF. Aunque queda un porcentaje importante (33.7%) de
variantes clasificadas como inciertas. Aunque la CNV ganancia mosaico en el cromosoma
1p36.33 tiene caracteristicas de tamano, genes involucrados en la region que participan en
procesos biolégicos de neurodesarrollo y actividad neuronal, se presenta en afectados y esta
ausente en no afectados, su clasificacion clinica es incierta. Como parte de una categoria
amplia y puede incluir hallazgos que después se demuestren con evidencia adicional como
patégenos o benignos. Sin embargo, en el momento de la notificacion, por ahora la evi-
dencia disponible es insuficiente para una determinacion confiable de la importancia clinica
definitiva (7.

Por lo tanto, aunque los resultados de nuestro estudio no puedan asociar ninguna variante
tipo CNVs con la etiologia de la ELTMF. Podemos dar seguimiento a las variantes que hasta
el momento clasificamos como inciertas para que en un futuro de acuerdo al avance en las
evidencias podamos clasificarlas como benignas o patologicas.

Somos conscientes de las limitaciones de nuestro estudio, como el niimero reducido de
familias con patrén AR en comparacion con las de patrén AD. A pesar de que realizamos
correcciones en el andlisis estadistico para controlar estas variaciones, creemos que seria
aconsejable equilibrar el niimero de familias con ambos patrones de herencia para confirmar
nuestras observaciones. También tenemos presente que en este estudio al no asociarse una
variante tipo CNV con la etiologia de la ELTMF, la penetrancia de la enfermedad no se
puede determinar y la clasificacién del patron de herencia realizado hasta ahora podria
re-clasificarse. Ademas reconocemos que nuestros resultados indican que la ELTMF puede
tratarse de una enfermedad de herencia compleja, multifactorial, con penetrancia incompleta
y expresividad variable. No obstante, nuestro estudio tiene ventajas importantes, como ser
el primero en familias mexicanas con ELTM que explora el patron de herencia y sus posibles

caracteristicas clinicas, realizado en un solo centro (clinica de epilepsia). Otra ventaja es que
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la recopilacion de datos clinicos y demograficos fue realizada por epileptologos expertos que
entrevistaron directamente a los individuos afectados incluidos en el estudio.

Finalmente el presente trabajo es pionero en la investigacién genémica de la ELTMF en
México, que seguramente dara pauta para disenar otros protocolos de investigacion utili-
zando diferentes tencologias de biologia molecular, como la secuenciacion masiva de préoxima
generacion ya sea utilizando paneles de genes, secuenciacion de exoma o de genoma completo
para comprender mejor la fisiopatologia de la ELTMF. Los cuales posiblemente en un futuro
permitiran avances en la fisiopatologia, diagnéstico y tratamiento con miras en la medicina
de precision, avances que seran cada vez mas importantes con respecto al impacto clinico y

de calidad de vida en este tipo de pacientes y sus familias.
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Conclusiones

La epilepsia del 16bulo temporal mesial familiar es un sindrome que tiene un fenotipo
distinto segin el patrén de herencia por el cual se segrega la enfermedad. Estas caracteris-
ticas pueden estar determinadas por factores genéticos aun desconocidos, que pueden ser
hereditarios y asociados a un cierto patrén de herencia. Conocer estas diferencias clinicas
y los factores genéticos hereditarios que promueven la epileptogénesis en la ELTMF, puede
ser util en la practica clinica, para realizar un diagnoéstico temprano, otorgar un tratamiento
oportuno y prevenir las comorbilidades asociadas con esta enfermedad.

Las CNVs en las familias con ELTM no tienen una significancia clinica contundente de
patogenicidad relacionada con la enfermedad, lo cual indica que las CNVs no son el mecanis-
mo heridatario genético que pudiera estar relacionado con la epileptogénesis en estas familias.
Sin embargo, los CN'Vs son tecnologias genémicas que han permitido un gran progreso en la
comprension de la genética de la epilepsia, pero aiin queda mucho trabajo por hacer.

Nuestros hallazgos hasta el momento sugieren que probablemente los mecanismos de
epileptogénesis en la ELTMF sean secundarios a alteraciones estructurales como SNV o
mutaciones puntuales, o bien a alteraciones no estructurales como regulacién en la expresién
genética (epigenétca o a nivel de RNAs pequenos). Sin embargo, es importante seguir las
actualizaciones en la evidencia cientifica sobre las variantes que hasta el momento clasificamos

como inciertas, para re-clasificar y actualizar nuestros resultados y conclusiones.
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Apéndice A

Tablas suplementarias

Tabla 3: Caracteristicas clinicas y su asociacién con el patrén de herencia.

Patron de herencia Prueba Modelo de regresion
Frecuencia: % (n) Fisher/x? logistica univariada
Dominante Recesiva  Valor-p OR (95 %) Valor-p
SINTOMAS MOTORES
Desviacién d No 95.6 (43) 100 (16) 1
esviacion de Si 4.4 (2) 0 (0) 0.391 0.744 (0.0631-8.7820)  0.8145

cabeza u ojos

Tot 100 (45) 100 (16)
Actividad No  95.6 (43)  87.5 (14) 1
© lvll, & Si 4.4 (2) 12.5 (2) 0.264 0.326 (0.042-2.531) 0.283
fnocionica Tot 100 (45) 100 (16)
Atomati No  84.4(38)  87.5 (14) 1
U Omla 1Smos Si 15.6 (7) 12.5 (2) 0.767 1.289 (0.239-6.965) 0.768
fnantases Tot 100 (45) 100 (16)
Atomati No  93.3(42)  93.8(15) 1
uloma 15Imos Si 6.7 (3) 6.3 (1) 0.954 1.071 (0.103-11.108) 0.954
oraies Tot 100 (45) 100 (16)
Atomati No  82.2(37)  81.3(13) 1
. ;ma . Si 17.8 (8) 18.8 (3) 0.931 0.937 (0.215-4.074) 0.931
conductuales Tot 100 (45) 100 (16)
Asrest No 40 (18) 37.5 (6) 1
”(els Ot , Si 60 (27) 62.5 (10) 0.86 0.900 (0.278-2.914) 0.86
conductua Tot 100 (45) 100 (16)
No  62.2(28) 56.3 (9) 1
Generalizacion Si 37.8 (17)  43.8 (7) 0.674 0.781 (0.245-2.483) 0.675
Tot 100 (45) 100 (16)
SINTOMAS SENSITIVOS
Aucinac No  37.7(23)  62.5 (10) 1
{CINAcIones Si 48.8 (22) 375 (6) 0.562 1.59 (0.495-5.13) 0.434

visuales

Contintda en la siguiente pdagina
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Tabla 3 — Continta de la pdgina anterior

Patréon de herencia Prueba Modelo de regresién
Frecuencia: % (n) Fisher/x? logistica univariada
Dominante Recesiva  Valor-p OR (95 %) Valor-p
Tot 100 (45) 100 (16)
No  88.9 (40)  81.3 (13) 1
Mareo Si 11.1 (5) 18.8 (3) 0.437 0.542 (0.114-2.583) 0.442
Tot 100 (45) 100 (16)
No  95.6 (43)  81.3 (13) 1
Parestesias Si 4.4 (2) 18.8 (3) 0.073 4.962 (0.747-32.964) 0.097
Tot 100 (45) 100 (16)
Aucinac No  88.9(40) 100 (16) 1
1 fucm?‘mones Si 11.1 (5) 0 (0) 0.164 2 (0.2164-18.4880) 0.5413
olfatorias Tot 100 (45) 100 (16)
SINTOMAS AUTONOMICOS
No  95.6 (43) 100 (16) 1
Diaforesis Si 4.4 (2) 0 (0) 0.391 0.744 (0.0631-8.7820)  0.8145
Tot 100 (45) 100 (16)
Sensacid No  62.2(28)  68.8 (11) 1
ensacion Si 37.8 (17) 31.3 (5) 0.735 1.336 (0.396-4.510) 0.641
epigastrica Tot 100 (45) 100 (16)
- i No  95.6 (43) 100 (16) 1
ldp,e”e““ aclon gj 4.4 (2) 0 (0) 0.391 0.744 (0.0631-8.7820)  0.8145
o disnea Tot 100 (45) 100 (16)
No 80 (36) 68.8 (11) 1
Cefalea Si 20 (9) 31.3 (5) 0.358 0.550 (0.152-1.988) 0.362
Tot 100 (45) 100 (16)
SINTOMAS EMOCIONALES
- No  75.6 (34)  81.3 (13) 1
Crrores Si 24.4 (11) 188 (3) 0.742 1.402 (0.336-5.844) 0.642
nocturnos Tot 100 (45) 100 (16)
No  86.7(39)  87.5 (14) 1
Ansiedad Si 13.3 (6) 12.5 (2) 1 1.076 (0.194-5.971) 0.932
Tot 100 (45) 100 (16)
No 80 (36) 87.5 (14) 1
Pé4nico Si 20 (9) 12.5 (2) 0.711 1.75 (0.335-9.129) 0.506
Tot 100 (45) 100 (16)
No  97.7 (44) 100 (16) 1
Angustia Si 2.3 (1) 0 (0) 1 0.386 (0.022-6.532) 0.509
Tot 100 (45) 100 (16)
SINTOMAS PSIQUICOS
No  35.6 (16)  68.8 (11) 1
Déja-vu Si 64.4 (29) 31.3 (5) 0.021 3.987 (1.176-13.516) 0.026
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Tabla 3 — Continta de la pdgina anterior

Patréon de herencia Prueba Modelo de regresién
Frecuencia: % (n) Fisher/x? logistica univariada
Dominante Recesiva  Valor-p OR (95 %) Valor-p
Tot 100 (45) 100 (16)
No 911 (41)  93.8 (15) 1
Jamais-vu Si 8.9 (4) 6.3 (1) 0.741 1.463 (0.151-14.161) 0.742
Tot 100 (45) 100 (16)
No  88.9 (40)  87.5 (14) 1

Desrealizacién o

o, 11.1 (5) 12.5 (2) 0.881 0.875 (0.152-5.031) 0.881
despersonalizacion

1
Tot 100 (45) 100 (16)

COMORBILIDADES COGNITIVAS

bt No 689 (31)  93.8 (15) 1
?“eJa subjetiva gy 31.1 (14) 6.3 (1) 0.0874 6.77 (0.812-56.458) 0.07
¢ metnora Tot 100 (45) 100 (16)
Baio d i No 889 (40)  93.8 (15) 1
aJ‘i eSEMpeno - g; 11.1 (5) 6.3 (1) 1 1.875 (0.202-17.394) 0.58
escotar Tot 100 (45) 100 (16)
COMORBILIDADES EMOCIONALES
- No  55.6 (25)  87.5 (14) 1
IneSt?blh‘liad Si 444 (20) 125 (2) 0.032 5.60 (1.137-27.572) 0.034
emociona Tot 100 (45) 100 (16)
o No  82.2(37)  93.8(15) 1
[rritabilidad Si 17.8 (8) 6.3 (1) 0.423 3.243 (0.372-28.227) 0.286
© ehojo Tot 100 (45) 100 (16)
No  84.4(38)  93.8(15) 1
Ansiedad Si 15.6 (7) 6.3 (1) 0.668 2.763 (0.312-24.416) 0.36
Tot 100 (45) 100 (16)
No  86.7(39) 100 (16) 1
Tristeza Si 13.3 (6) 0 (0) 0.5932 2.615 (0.292-23.423) 0.39

Tot 100 (45) 100 (16)

MR No  73.3(33) 813 (13) 1

| Si 26.7 (12) 18.8 (3) 0.528 1.576 (0.381-6.510) 0.53
anorima Tot 100 (45) 100 (16)
N 1 <1 86.7 (39) 75 (12) 1
f,umero ¢ >2 13.3 (6) 25 (4) 0.279 0.462 (0.111-1.911) 0.286
armacos Tot 100 (45) 100 (16)
Edad de inicio >6 489 (22)  93.8 (15) 1
de las crisis <5  51.1(23) 6.3 (1) 0.002 15.682 (1.907 - 128.952)  0.01
(afios) Tot 100 (45) 100 (16)
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Tabla 4: Edad de inicio de las crisis y comorbilidades.

Edad de inicio Test exacto Modelo de regresion
COMORBILIDADES de las crisis de Fisher logistica univariado
Frecuencia: % (n)
<5 afios >6 aiios Valor-p OR (95% CI)  Valor-p
COGNITIVAS
- bietiva O 75 (18)  75.7 (28) 1
?“eJa subjetiva g 25 (6)  24.3 (9) 1 1.037 (0.315-3.411)  0.952
¢ memoria Tot 100(24)  100(37)
Baio d _ No 91.7(22)  89.2(33) 1
aJ(; eSCIpEno g; 8.3(2)  10.8(4) 1 0.750 (0.126-4.452)  0.751
escotar Tot 100(24)  100(37)
EMOCIONALES
N No 41.7(10)  78.4(29) 1
LabﬂTdadl Si 58.3(14)  21.6(8) 0.006 5.075 (1.643-15.671)  0.005
emociona Tot 100(24)  100(37)
. No 70.8(17)  94.6(35) 1
Irritabilidad g 292(7)  5.4(2) 0.022  7.205 (1.349-38.467)  0.02
© enojo Tot 100(24)  100(37)
No 87.5(21)  86.5(32) 1
Ansiedad Si 12.5(3)  13.5(5) 1 0.914 (0.197-4.237)  0.908
Tot 100(24)  100(37)
No 83.3(20)  94.6(35) 1
Tristeza Si 16.7(4)  5.4(2) 0.2 3.5 (0.587-20.839)  0.169

Tot 100(24)  100(37)
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Tabla 5: Variantes mayores de 1Mb de tamano

Puntos Clasif. File ELTM Chr Fin Inicio Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM Genes
ACMG State (kbp) Overlap dores Genes
-1.15 Benigna EPO7 H1, EPO7 P Enfermo 1 q21.2 q21.2 chr1:148555450- Gain 3 1105.52 100 80 3 20
(2) 149660970
-1.05 Benigna EP26 H1 Enfermo 7 pll.1 qll.21 chr7:58015112- Gain 3 4814.50 100 100 0 4
62829613
-1.6 Benigna EP06 (H1, H2, M Enfermo 10 qll.22 qll.22 chr10:46966533- Gain 3 1208.25 100 268 3 18
), EP15 (H2,P) (3), no 48174779
enfermos
(2)
-2.35 Benigna EPO1 PA Enfermo 12 pll.1 qll chr12:34314058- Gain 3 3549.65 16 196 0 0
37863711
-1.05 Benigna EP09 H1S2 Enfermo 14 q32.33 q32.33 chr14:105784033- Gain 3 1106.82 100 356 5 19
106890855
-0.3 Incierta EP15 H2 Enfermo 18 pll.21 qll.1l chr18:15191923- Gain 3 3473.91 7 244 1 2
18665837
-1.45 Beniga EP26 H2 Enfermo Y pll.2 pll.2 chrY:3611512- Gain 1 2496.36 38 980 1 1
6107867
-1.45 Benigna EP27 H2 Enfermo Y qll.22 qll.23 chrY:24892859- Gain 2 3565.80 39 1941 10 20
28458663
-0.45 Incierta EP21 M. EP0O7 Enfermo 1 p36.32 p36.33 chr1:849466- G.Mosaic 2.21 2736.79 54 2159 50 87
(H1, H2,P), EP06 (8) 3586255
(H2,P), EP11 H1,
EPO09 SB
-1.55 Benigna EP14 P, H2 No 11 q25 q25 chr11:131888920- G.Mosaic 2.29 3049.55 23 4000 10 19
enfermo, 134938470
enfermo
-1.9 Benigna EP19 H1, EP18M, Enfermo X q28 q28 chrX:148068647- G.Mosaic 2.20 1742.10 94 4745 11 19
EP19 H2, EP20 (7) 149810746
M, EP23 M, EP25
(M, TIA)
-1.9 benigna EP25 M Enfermo X q26.3 q26.2 chrX:133025263- G.Mosaic 2.24 3350.31 17 9966 29 62
136375576
-0.75 Incierta EP25 TIA Enfermo X ql3.1 ql2 chrX:64910052- G.Mosaic 2.19 4507.91 100 4374 15 19
69417961
-1.55 benigna EP25 TIA Enfermo X q26.3 q26.2 chrX:132970956- G.Mosaic 2.25 3383.32 17 10124 29 62
136354280
-0.75 incierto EP26 H2 Enfermo X q21.1 pl1.23 chrX:48483553- G.Mosaic 2.22 33257.83 26 27049 188 279
81741386
-0.75 incierto EP26 H2 Enfermo X q22.3 q21.1 chrX:83656523- G.Mosaic 2.21 20839.95 7 15489 55 100
104496470
-0.75 incierto EP26 H2 Enfermo X q26.2 q24 chrX:120432162- G.Mosaic 2.22 11839.60 8 17093 28 45
132271760
-0.75 incierto EP26 H2 Enfermo X q24 q22.3 chrX:106845316- G.Mosaic 2.21 11746.76 31 14758 39 71
118592074
-0.75 incierto EP26 H2 Enfermo X q27.3 q26.2 chrX:132282827- G.Mosaic 2.24 10486.76 10 25958 51 95
142769586
-0.75 Incierto EP26 H2 Enfermo X q28 q27.3 chrX:144969227- G.Mosaic 2.24 10264.50 18 21054 109 177
155233731
-1.55 Benigna EP26 H2 Enfermo X p21.1 p21.3 chrX:28301748- G.Mosaic 2.21 4547.53 11 10521 10 15
32849274
-1.55 benigna EP26 H2 Enfermo X p22.31 p22.32 chrX:5362216- G.Mosaic 2.21 3312.86 21 6913 8 13
8675079
-1.55 benigna EP26 M Enfermo X p22.31 p22.33 chrX:2614008- G.Mosaic 2.31 6403.86 12 9503 20 29
9017871
0.6 incierta EP09 H1S2 Enfermo X q28 p22.33 chrX:3379940- G.Mosaic 1.25 151853.791 6 184885 681 1094
155233731
0.3 incierta EP06 P Enfermo 20 q13.33 ql3.33 chr20:59098852- G.Mosaic 2.23 3816.703 22 3132 52 98
62915555
0.45 incierta EP12 P No enfermo 16 pl13.13 pl2.3 chr16:12533608- G.Mosaic 2.26 8502.218 35 7709 39 97
21035826
-1.05 Benigna EP09 H3 S2 Enfermo 11 pll.12 qll chr11:51581310- Loss 1 3428.039 10 72 0 0
55009349

Continia en la pdgina siguiente
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Tabla 5 — Continida de la pdgina anterior

Puntos Clasif. File ELTM Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM Genes
ACMG State (kbp) Overlap dores Genes
-1.05 Benigna EP25 TIA Enfermo X pll.1l qll.l chrX:58503943- Loss 1 3378.373 6 62 0 0
61882316
0.45 incierta EP24 M No enfermo 14 qll.2 ql2 chr14:20511672- L.Mosaic 1.57 6528.262 11 7091 101 152
27039934
0.45 incierta EP16 M, H1 Enfermo 14 qll.2 qll.2 chr14:20511672- L.Mosaic 1.71 2202.562 21 2805 33 60
(2) 22714234




0.

Tabla 6: Variantes que NO contienen genes

n Puntos Clasif. No Afectado Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM
ACMG afectado State (kbp) Overlap dores Genes
22 -1.6 Benignas 9 13 1 q44 q44 chr1:248688586- Loss 1 105.81 100 56 0
248794396
3 -1.6 Benignas 3 1 q44 q44 chr1:248674598- Loss 0 120.679 100 72 0
248795277
1 -1.6 Benignas 1 1 p31.1 p31.1 chr1:83673384- Gain 3 143.083 100 96 0
83816467
3 -1.6 Benignas 3 1 q31.1 q31.1 chr1:189181258- Loss 1 203.115 100 144 0
189384373
1 -1.6 Benignas 1 1 p36.32 p36.32 chr1:2701999- Gain 3 233.843 100 124 0
2935842
1 -1.6 Benignas 1 2 p25.3 p25.3 chr2:295122- Loss 1 106.071 100 73 0
401193
1 -1.6 Benignas 1 2 qll.2 qll.2 chr2:97731119- Loss 1 386.996 100 68 0
98118115
1 -1.6 Benignas 1 3 q21.2 q21.2 chr3:125437064- Gain 3 109.195 100 56 0
125546259
1 -0.9 Benignas 1 4 q33 q33 chr4:171754929- Gain 3 102.997 32 51 0
171857926
2 -1.35 Benignas 1 1 4 q33 q33 chr4:171548824- Loss 1 111.381 76 82 0
171660205
1 -1.05 Benignas 1 4 pl6.1 pl6.1 chr4:10259352- Gain 3 119.98 100 130 0
10379332
1 -1.6 Benignas 1 4 q28.3 q28.3 chr4:134918952- Loss 1 272.227 100 160 0
135191179
1 -1.6 Benignas 1 5 pl5.2 pl5.2 chr5:12660383- Loss 1 177.416 100 259 0
12837799
2 -1.6 Benignas 2 5 pl4.1 pl4.1 chr5:25386521- Gain 3 482.88 100 306 0
25869401
2 -0.6 incierta 2 6 ql4.1 ql4.1 chr6:77504393- Loss 1 101.97 96 84 0
77606363
2 -1.6 Benignas 1 1 6 p25.1 p25.1 chr6:4255707- Loss 1 215.015 100 204 0
4470722
1 -1.6 Benignas 1 6 p22.2 p22.2 chr6:26688435- Loss 1 223.476 100 88 0
26911911
2 -1.6 Benignas 2 6 qll.1l qll.1l chr6:61928251- Loss 1 278.381 100 112 0
62206632
1 -1.6 Benignas 1 6 pll.2 pll.2 chr6:57584186- Loss 1 558.413 100 206 0
58142599
1 -1.6 Benignas 1 7 p22.1 p22.1 chr7:6774548- Loss 1 216.343 100 93 0
6990891
1 -1.6 Benignas 1 7 qll.21 qll.21 chr7:62659911- Loss 1 516.373 100 72 0
63176284
32 -1.6 Benignas 12 20 8 pll.22 pll.22 chr8:39250165- Loss 1 111.511 100 56 0
39361676
11 -1.6 Benignas 4 7 8 pl1.22 pll.22 chr8:39247097- Loss 0 139.855 100 76 0
39386952
14 -1.6 Benignas 6 8 8 pll.22 pll.22 chr8:39247097- Gain 3 109.279 100 56 0
39356376
2 -1.6 Benignas 1 1 8 q24.23 q24.23 chr8:137677895- Loss 1 184.54 100 120 0
137862435
1 -1.6 Benignas 1 8 p23.3 p23.2 chr8:2179648- Gain 3 416.458 100 280 0
2596106
1 -0.6 incierta 1 9 p21.2 p21.2 chr9:26158711- Gain 3 132.691 95 68 0
26291402
2 -0.6 incierta 2 9 q21.31 q21.31 chr9:83234347- Loss 1 176.427 79 98 0
83410774
2 -1.6 Benignas 1 1 9 p23 p23 chr9:11871578- Loss 1 308.989 100 198 0
12180567
3 -1.6 Benignas 1 2 9 p21.1 p21.1 chr9:29635800- Gain 3 985.316 100 612 0
30621116
3 -1.6 Benignas 1 2 10 qll.21 qll.21 chr10:45215161- Gain 3 127.199 100 104 0
45342360

Contintda en la pdgina siguiente
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Tabla 6 — Continida de la pdgina anterior

n Puntos Clasif. No Afectado Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM
ACMG afectado State (kbp) Overlap dores Genes

1 -1.6 Benignas 1 11 qll qll chr11:54935446- Loss 1 102.382 100 60 0
55037828

1 -1.6 Benignas 1 11 qll qll chr11:55344041- Gain 3 108.955 100 124 0
55452996

1 -1.6 Benignas 1 11 ql4.3 ql4.3 chr11:89550026- Loss 1 268.565 100 64 0
89818591

1 -1.6 Benignas 1 11 q25 q25 chr11:134348703- Gain 4 370.448 100 457 0
134719151

1 -1.6 Benignas 1 11 q25 q25 chr11:134348703- Gain 4 371.149 100 460 0
134719852

22 -1.6 Benignas 5 17 14 qll.2 qll.2 chr14:22747482- Loss 1 103.659 100 148 0
22851141

7 -1.6 Benignas 4 3 14 q32.33 q32.33 chr14:106667114- Gain 3 182.563 100 62 0
106849677

15 -1.6 Benignas 4 11 16 q24.2 q24.2 chr16:88357323- Gain 3 116.759 100 52 0
88474082

4 -1.6 Benignas 1 3 16 pll.2 pll.1l chr16:34512041- Loss 1 201.939 100 124 0
34713980

1 -1.6 Benignas 1 16 pl3.11 pl2.3 chr16:16524935- Gain 3 333.541 100 72 0
16858476

1 -1.6 Benignas 1 16 pll.2 pll.2 chr16:32564735- Loss 1 342.258 100 62 0
32906993

1 -1.6 Benignas 1 17 pll.2 pll.2 chr17:21328665- Gain 3 201.224 100 55 0
21529889

13 -1.6 Benignas 3 10 19 pl2 pl2 chr19:20588836- Loss 1 104.562 100 64 0
20693398

1 -1.6 Benignas 1 19 pl2 pl2 chr19:20596105- Loss 0 120.232 100 84 0
20716337

2 -1.6 Benignas 1 1 21 q21.2 q21.2 chr21:24170865- Gain 3 265.832 100 184 0
24436697

1 -1.6 Benignas 1 22 ql1.23 ql2.1 chr22:25778690- Gain 4 143.644 100 62 0
25922334

1 -1.6 Benignas 1 22 ql1.22 ql1.22 chr22:22703051- Gain 3 148.396 100 68 0
22851447

1 -1.6 Benignas 1 22 qll.23 ql2.1 chr22:25726661- Loss 1 198.98 100 75 0
25925641

7 -1.6 Benignas 2 5 22 qll.23 ql2.1 chr22:25656220- Gain 3 254.335 100 70 0
25910555

3 -1.6 Benignas 1 2 22 qll.23 ql2.1 chr22:25656237- Loss 1 266.097 100 72 0
25922334

2 -1.6 Benignas 2 22 ql3.32 ql13.33 chr22:49396258- Gain 3 607.741 100 440 0
50003999

1 -1.6 Benignas 1 X q25 q25 chrX:128457885- Gain 2 106.996 100 208 0
128564881

1 -0.6 incierta 1 X q23 q23 chrX:114889088- Gain 2 123.571 80 194 0
115012659

1 -1.6 Benignas 1 X ql2 ql2 chrX:67028221- Gain 2 126.349 100 53 0
67154570

1 -1.6 Benignas 1 X p22.12 p22.12 chrX:21085951- Gain 2 149.409 100 68 0
21235360

3 -1.6 Benignas 3 0 X q21.31 q21.31 chrX:88618832- Gain 3 149.666 100 50 0
88768498

1 -1.6 Benignas 1 X q21.32 q21.32 chrX:92031907- Gain 2 151.003 100 52 0
92182910

12 -1.6 Benignas 5 7 X q21.31 q21.31 chrX:88618832- Gain 2 156.025 100 52 0
88774857

2 -0.6 incierta 1 1 X pll.4 pll.4 chrX:37710729- Gain 3 238.634 67 232 0
37949363

3 -0.6 incierta 1 2 X q21.31 q21.31 chrX:90225285- Gain 2 289.74 7 146 0
90515025

1 -1.6 Benignas 1 X p22.31 p22.31 chrX:6455151- Gain 3 316.093 100 1776 0
6771244

2 -1.6 Benignas 2 Y pll.2 pll.2 chrY:7718092- Gain 2 131.187 100 67 0
7849279

Continda en la pdgina siguiente
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Tabla 6 — Continida de la pdgina anterior

n Puntos Clasif. No Afectado Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM
ACMG afectado State (kbp) Overlap dores Genes
10 -1.6 Benignas 4 6 Y pll.2 pll.2 chrY:6409651- Gain 1 177.998 100 63 0
6587649
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Tabla 7: Variantes de 500 Kb a 1 Mb de tamano.

n Puntos Clasif. No Afectado Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM Genes
ACMG afectado State (kbp) Overlap dores Genes
1 -0.45 Incierta 1 10 qll.22 qll1.22 chr10:46253032- Gain 3 889.146 100 234 4 13
47142178
1 -1.3 Benigna 1 16 pl13.11 pl3.11 chr16:15481920- Gain 3 846.92 100 1608 6 11
16328840
1 -1.3 Benigna 1 8 p22 p21.3 chr8:18713147- Gain 3 805.639 71 896 3 4
19518786
1 -0.3 incierta 1 6 pll.2 pll.2 chr6:57324683- Loss 1 745.939 100 376 1 1
58070622
2 -1.9 Benigna 2 14 q32.33 q32.33 chr14:106072250- Gain 4 689.718 100 228 1 10
106761968
2 -1 Benigna 2 3 ql2.1 ql2.1 chr3:98772345- Gain 3 641.945 28 428 1 2
99414290
1 -0.45 Incierta 1 16 pl2.2 pl2.2 chr16:21801889- Loss 1 629.468 100 476 3 11
22431357
10 -2.18 Benigna 3 7 17 q21.31 q21.31 chr17:44225820- Gain 3 559.195 100 56 4 8
44785015
1 0 Incierta 1 2 q35 q35 chr2:220498349- Gain 3 556.608 30 360 1 2
221054957
1 -1.3 Benigna 1 17 pl3.1 pl3.1 chr17:9976576- Gain 3 549.695 83 696 6 7

10526271
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Tabla 8: Variantes menores de 500 KB.
n Puntos Clasif. No Afectado Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM Genes
ACMG afectado State (kbp) Overlap dores Genes

2 0 Incierta 2 7 qll.21 qll.21 chr7:64608268- Loss 1 486.7 100 272 1 1
65094968

1 -1.3 Benigna 1 16 pl13.11 pl3.11 chr16:14902267- Gain 3 449.447 100 256 5 30
15351714

1 -0.8 pb Benigna 1 15 ql3.3 ql3.3 chr15:32003537- Gain 3 440.507 100 572 1 1
32444044

1 -1.45 Benigna 1 22 qll.21 qll.21 chr22:18487500- Gain 3 432.214 90 448 6 13
18919714

1 -1.45 Benigna 1 20 pl3 pl3 chr20:668558- Gain 3 429.051 100 492 4 5
1097609

1 -1.45 Benigna 1 2 q34 q34 chr2:209047310- Loss 1 416.072 65 408 4 6
209463382

1 -1.03 Benigna 1 17 ql2 ql2 chr17:34425362- Gain 3 411.621 100 80 7 9
34836983

1 0 Incierta 1 Y qll.22 qll.22 chrY:16230512- Gain 2 411.122 15 276 1 1
16641634

2 -1 Benigna 2 22 ql3.31 ql3.31 chr22:46990967- Gain 3 409.684 100 425 3 4
47400651

1 -1.45 Benigna 1 22 qll.l qll.1l chr22:16888899- Gain 3 397.813 100 174 1 5
17286712

5 -2.15 Benigna 3 2 14 q32.33 q32.33 chr14:106329183- Gain 4 394.158 100 68 1 2
106723341

1 -1.45 Benigna 1 16 q24.2 q24.2 chr16:88308446- Gain 3 377.865 100 220 2 4
88686311

2 -0.45 Incierta 2 1 q21.1 q21.1 chr1:143940435- Loss 1 362.914 100 108 1 3
144303349

1 -1.3 Benigna 1 16 pl3.12 pl3.11 chr16:14770672- Loss 1 356.218 100 172 4 26
15126890

1 -1.45 Benigna 1 X q21.31 q21.31 chrX:90959415- Gain 2 333.5 100 194 1 1
91292915

1 -1.45 Benigna 1 15 qll.2 qll.2 chr15:22770421- Gain 3 308.392 100 696 4 4
23078813

8 -0.9 Pb benigna 4 4 9 q34.3 q34.3 chr9:139392834- Gain 3 308.274 100 132 9 22
139701108

3 -2.15 Benigna 1 2 16 q24.3 q24.3 chr16:88872149- Gain 3 290.721 100 187 6 9
89162870

1 -1.45 Pb benigna 1 14 q32.33 q32.33 chr14:106246713- Gain 4 290.145 100 145 1 6
106536858

1 -1.3 Benigna 1 21 q22.3 q22.3 chr21:46569368- Gain 3 279.758 93 276 3 8
46849126

2 -0.45 Incierta 2 7 q31.1 q31.1 chr7:110953819- Loss 1 279.599 100 210 1 1
111233418

3 -1 Benigno 3 9 q21.13 q21.13 chr9:77348581- Gain 3 268.794 60 316 2 4
77617375

1 -1.3 Benigno 1 6 p22.1 p22.1 chr6:27716108- Gain 3 247.084 62 197 16 19
27963192

2 -1.45 Benigna 2 1 p36.32 p36.32 chr1:2701999- Gain 3 238.605 100 132 1 2
2940604

1 0 Incierta 1 4 ql3.2 ql3.2 chr4:70044544- Loss 1 235.995 100 76 2 3
70280539

3 -1.45 pb benigna 1 2 1 p36.32 p36.33 chr1:2240711- Gain 3 235.323 100 158 5 8
2476034

5 -1.9 Benigna 2 3 3 q23 q23 chr3:141850511- Gain 3 235.246 100 192 2 3
142085757

2 0 Incierta 1 1 15 ql3.1 ql3.1 chr15:29247748- Gain 3 221.488 100 258 1 2
29469236

81 -2.8 Benigna 24 57 14 q32.33 q32.33 chr14:106313855- Gain 3 216.605 100 56 1 6
106530460

1 0 Incierta 1 Y qll.23 qll.23 chrY:27009591- Loss 0 216.545 100 63 2 9
27226136

3 -1.3 Benigna 1 2 10 q26.3 q26.3 chr10:134721970- Gain 3 212.816 100 132 1 6
134934786

Contintda en la pdgina siguiente
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Tabla 8 — Contintda de la pdgina anterior

n Puntos Clasif. No Afectado Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM
ACMG afectado State (kbp) Overlap dores Genes
1 -1.3 Benigna 1 17 pll.2 pll.2 chr17:21318787- Gain 3 205.933 100 56 2 3
21524720
1 -0.3 incierta 1 16 pl13.11 pl3.11 chr16:16330638- Gain 3 203.777 100 130 1 23
16534415
19 -2.8 Benigna 7 12 1 p36.32 p36.32 chr1:3346281- Gain 3 193.877 100 113 3 4
3540158
2 -1.75 Benigna 1 1 9 q34.3 q34.3 chr9:139910825- Gain 3 193.041 100 119 14 19
140103866
3 -1.75 Benigna 1 2 10 q26.3 q26.3 chr10:134911044- Gain 3 188.489 100 101 5 8
135099533
1 -1.45 Benigna 1 7 pl4.l pl4.1 chr7:39831051- Gain 3 186.891 19 102 1 2
40017942
1 -1.45 Benigna 1 4 q22.1 q22.1 chr4:93255813- Loss 1 181.656 100 181 1 1
93437469
3 -1.75 Benigna 1 2 X q26.3 q26.3 chrX:134746838- Gain 3 179.721 100 590 5 8
134926559
2 -1.75 Benigna 1 1 X pll.4 pll.4 chrX:38321655- Gain 3 176.6 7 188 1 1
38498255
2 -1.45 Benigna 2 4 ql3.2 ql3.2 chr4:69367092- Gain 3 174.871 100 56 2 2
69541963
1 -1.45 Benigna 1 X pl1.22 pll.22 chrX:51821251- Gain 2 174.792 100 76 1 4
51996043
1 -0.45 Incierta 1 X pl1.22 pll.22 chrX:53837671- Gain 2 174.171 100 145 1 1
54011842
2 0 Incierta 2 1 q23.1 q23.1 chr1:158681430- Loss 1 167.975 98 236 1 5
158849405
1 -1.45 Benigna 1 10 q26.3 q26.3 chr10:135234126- Gain 3 166.124 100 240 3 6
135400250
1 -0.45 Incierta 1 9 q34.3 q34.3 chr9:139270974- Gain 3 160.973 100 188 5 8
139431947
1 -1.3 Benigna 1 11 pl5.5 pl5.5 chr11:1230797- Gain 3 157.519 100 96 2 4
1388316
1 -0.45 incierta 1 9 q34.3 q34.3 chr9:139392834- Gain 3 155.607 100 100 1 6
139548441
1 -0.45 incierta 1 4 pl2 pl2 chr4:47913550- Gain 3 153.405 8 169 1 4
48066955
1 -0.45 incierta 1 X p22.33 p22.33 chrX:169921- Loss 1 150.324 40 64 3 4
320245
2 -0.75 incierta 1 1 © q34.2 q34.2 chr9:137021342- Gain 3 149.489 100 64 2 2
137170831
1 -1.45 Benigna 1 X q28 q28 chrX:154502831- Gain 2 148.442 100 64 1 12
154651273
1 -1.3 Benigna 1 7 q34 q34 chr7:142326472- Loss 1 148.032 100 78 1 2
142474504
1 -0.3 incierta 1 19 pl3.3 pl3.3 chr19:1171615- Gain 3 147.704 100 55 6 9
1319319
2 0 incierta 2 11 ql4.3 ql4.3 chr11:89883074- Gain 3 147.216 100 152 2 3
90030290
3 -1.45 Benigna 3 X q28 q28 chrX:148884728- Gain 3 143.603 100 345 2 3
149028331
17 -0.3 incierta 6 11 16 pl3.3 pl3.3 chr16:1206386- Gain 3 142.823 100 70 5 5
1349209
2 -1.3 Benigna 2 5 pl15.33 pl5.33 chr5:1085699- Gain 3 141.652 100 128 3 4
1227351
1 -1.3 Benigna 1 X pl1.23 pll.23 chrX:47856425- Loss 1 140.969 100 102 4 6
47997394
1 -1.45 Benigna 1 3 q29 q29 chr3:197711843- Gain 3 140.143 100 206 1 3
197851986
2 -1.45 Benigna 2 21 q22.12 q22.12 chr21:37481899- Gain 3 137.635 100 144 2 4
37619534
4 -0.3 Incierto 2 2 3 ql3.2 ql3.2 chr3:112088497- Gain 3 137.13 100 132 1 1
112225627
1 -0.3 incierta 1 3 ql2.3 ql2.3 chr3:102178842- Gain 3 134.218 34 92 1 1
102313060

Continda en la pdgina siguiente
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Tabla 8 — Contintda de la pdgina anterior

n Puntos Clasif. No Afectado Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM
ACMG afectado State (kbp) Overlap dores Genes
1 -1.45 Benigna 1 X q22.2 q22.2 chrX:103171465- Gain 3 133.746 100 140 1
103305211
1 -0.45 incierta 1 X qll.2 ql2 chrX:64592566- Gain 2 133.111 100 80 1
64725677
2 0 Incierta 2 6 q25.1 q25.1 chr6:151740966- Loss 1 131.534 88 136 2
151872500
1 -1.3 Benigna 1 4 ql3.2 ql3.2 chr4:69435966- Loss 1 129.891 100 68 1
69565857
4 -0.3 incierta 1 3 15 qll.2 qll.2 chr15:24350855- Loss 1 127.551 100 116 1
24478406
1 -0.45 incierta 1 12 q24.31 q24.31 chr12:121951545- Loss 1 126.336 100 88 2
122077881
2 -1 Benigna 2 Y ql1l.221 gl1.221 chrY:16035743- Gain 2 126.014 74 100 1
16161757
6 -1.3 Benigna 3 3 20 ql3.33 ql3.33 chr20:61775756- Gain 3 124.724 100 76 3
61900480
1 -1.3 Benigna 1 1 pl3.3 pl3.3 chr1:108729365- Loss 0 124.431 100 50 2
108853796
2 -0.45 incierta 2 1 p36.32 p36.32 chr1:2847362- Gain 3 124.181 100 100 1
2971543
2 -1.3 Benigna 2 X pl11.23 pll.23 chrX:47875133- Loss 0 122.261 100 95 2
47997394
6 -1.75 Benigna 2 4 9 p24.1 p24.1 chr9:6623881- Gain 3 121.669 100 116 1
6745550
1 -0.3 Benigna 1 18 qll.1l qll.1 chr18:18541803- Gain 3 121.599 69 229 1
18663402
1 -0.45 incierta 1 X pll.21 pll.21 chrX:57076188- Gain 2 120.732 16 104 2
57196920
1 -0.45 incierta 1 10 qll.22 qll1.22 chr10:47029417- Gain 3 119.994 100 152 1
47149411
2 -1.3 Benigna 1 1 10 q26.3 q26.3 chr10:135252897- Gain 3 119.704 100 228 2
135372601
1 -0.45 Incierta 1 6 p22.1 p22.1 chr6:29829406- Gain 3 118.305 100 72 2
29947711
2 -1 Benigna 2 10 q23.2 q23.2 chr10:88586204- Gain 3 117.896 100 272 2
88704100
6 -1.75 Benigna 1 5 12 pl3.31 pl13.31 chr12:8007785- Gain 3 116.263 100 89 2
8124048
7 -0.75 incierta 1 6 Y pll.2 pll.2 chrY:5543024- Gain 1 114.739 97 69 1
5657763
2 -1.45 Benigna 2 X pl1.23 pll.23 chrX:47882969- Loss 1 114.425 100 92 2
47997394
1 -0.3 incierta 1 1 q21.1 q21.1 chr1:144965640- Loss 1 114.358 100 172 3
145079998
3 -0.45 incierta 3 16 q24.3 q24.3 chr16:88970608- Gain 3 112.604 100 60 1
89083212
2 -0.6 incierta 2 1 p36.32 p36.32 chr1:3438262- Gain 3 112.323 100 50 4
3550585
1 -1.45 Benigna 1 X q26.3 q26.3 chrX:134743149- Gain 3 111.726 100 442 1
134854875
12 -0.3 Incierto 5 7 8 q24.3 q24.3 chr8:143454038- Gain 3 109.685 100 68 1
143563723
2 -0.45 Incierto 2 1 p36.32 p36.32 chr1:2366879- Gain 3 109.155 100 64 3
2476034
3 -0.75 Incierto 1 2 X q28 q28 chrX:152740638- Gain 3 108.215 100 204 3
152848853
9 -0.3 incierto 4 5 X q28 q28 chrX:152740638- Gain 2 108.215 100 204 3
152848853
1 -0.45 Incierto 1 X pll.23 pl1.23 chrX:49025683- Gain 2 107.925 100 168 6
49133608
6 -1.75 Benigna 1 5 22 qll.21 qll.21 chr22:18916842- Loss 1 107.817 100 52 2
19024659
1 -0.45 incierta 1 8 q24.3 q24.3 chr8:143730701- Gain 3 107.204 100 75 4
143837905

Continda en la pdgina siguiente
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Tabla 8 — Continida de la pdgina anterior

n Puntos Clasif. No Afectado Chr Inicio Fin Localizacién Tipo CN Size Max % Marca- OMIM
ACMG afectado State (kbp) Overlap dores Genes

2 -0.45 incierta 2 4 ql3.2 ql3.2 chr4:69435888- Gain 4 106.006 100 50 1
69541894

3 -0.3 incierta 1 2 4 ql3.2 ql3.2 chr4:69435888- Gain 3 106.006 100 50 1
69541894

1 -0.45 incierta 1 X ql3.2 ql3.2 chrX:72858193- Gain 2 104.595 100 124 1
72962788

6 -0.3 incierta 3 3 X q28 q28 chrX:152901874- Gain 3 103.796 100 200 5
153005670

5 -0.3 incierta 3 2 6 p21.33 p21.33 chr6:31353400- Loss 1 102.673 100 112 2
31456073

3 -1.6 Benigna 2 1 3 ql2.2 ql2.2 chr3:100340054- Gain 3 102.443 100 108 2
100442497

2 -0.6 Incierta 2 7 pl4.1 pl4.1 chr7:38293949- Loss 1 100.908 100 102 1
38394857

60 -0.3 Incierta 23 37 22 qll.22 qll.22 chr22:23157542- Gain 3 100.827 100 62 1
23258369

3 -0.75 Incierta 1 2 15 q21.2 q21.2 chr15:50749118- Gain 3 389.461 100 348 3
51138579




Tabla 9: Segregacién de la ELTM en las 25 familias.

Miembros Afectados

Fam. totales con ELTM Ar*
1 6 2 16.5
2 12 2 8.5
3 17 3 9
4 16 2 6.5
6 25 4 8
7 20 3 7.5
8 25 3 6
9 28 8 14.5
10 25 4 8
11 13 2 7.5
12 26 2 4
13 24 3 6.5
e 14 24 2 4
* 15 26 3 6
16 12 2 8.5
17 18 2 5.5
18 14 2 7
19 21 2 5
20 12 3 12.5
21 16 2 6.5
23 36 2 3
24 17 3 6
25 16 5 6.5
26 26 4 7.5
27 23 3 4.5

La segregacion se calculé por familia, considerando el riesgo relativo (Ar).
* como la prevalencia de la enfermedad en los familiares de un miembro afectado con el fenotipo de estudio dividido por la prevalencia de la enfermedad en la poblacién

general (2%).



Tabla 10: Motivos de consulta

Afectados con ELTM

6.

Motivo de consulta No Si Total
n % n % n %
Referencia* 23 622 1 42 24 393
Convulsiones & 21.6 10 41.7 18 29.5
Crisis focales sensoriales 0 0 1 42 1 16
Migrana 0 0 2 83 2 33
Trastorno de déficit de atencién 2 54 1 42 3 49
Bajo rendimiento escolar 1 27 2 83 3 49
Alteraciones del comportamiento 1 2.7 1 42 2 3.3
Labilidad emocional 1 27 0 0 1 16
Pérdida subjetiva de memoria 0 0 2 83 2 33
Tristeza 1 27 1 42 2 3.3
Trastornos psiquiatricos 0 0 1 42 1 1.6
Crisis atonicas 0 0 1 42 1 16
Arresto conductual 0 0 1 42 1 16
Total 37 100 24 100 61 100

Los motivos por los que los casos indice y otros familiares buscaron atenciéon médica fueron referidos directamente por ellos (o los padres o tutores legales en caso de ser

menores de edad). Algunos fueron sintomas o probables diagnésticos que querian confirmar o descartar.
* o . .z O ’ . . 1. . . o . .
Probables que solicitaron atencién médica por presentar sintomas similares a los de sus familiares diagnosticados de MTLE o que solicitaron ser estudiados para descartar

la enfermedad.
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