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Resumen:

En la poblacion Antioquefia se describi6 una prevalencia de 15,3% para
sonambulismo (95% IC 12,3-18,9) y de 11,7% para pardlisis del suefio (95% IC
8,9-15,3%) en pacientes con EGG (epilepsia genética generalizada), sugiriendo
que la alta prevalencia de sonambulismo y paralisis del suefio en familias con
epilepsia genética generalizada comparte mecanismos fisiopatoloégicos y de
heredabilidad (1). Partiendo de lo anterior, el objetivo de este estudio fue identificar
variantes patogénicas en familias Antioquefias con EGG y/o sonambulismo. Se
seleccionaron 27 muestras de ADN pertenecientes a 14 familias, en las cuales se
evalud un panel de 58 genes asociados con epilepsia. Las variantes se analizaron
in silico con ANNOVAR (Annotate Variation) con el fin de predecir sus efectos
funcionales. Los resultados demostraron una variante patogénica en la familia
Fam047, no descrita previamente en bases de datos genéticas. La variante se
observd en 22 sujetos de la familia Fam047 de los cuales ninguno presentaba
sonambulismo, lo que nos lleva a concluir que la variante en esta familia solo
segrega para epilepsia y no para parasomnias como el sonambulismo. Ademas,
existe una alta heterogeneidad genética en las familias estudiadas lo que sugiere
gue la etiologia genética de la epilepsia en estas familias posiblemente es
explicada por genes no asociados hasta el momento.



Introduccién:

La EGG comprende los siguientes sindromes electroclinicos: epilepsia de
ausencia infantil, epilepsia de ausencia juvenil, epilepsia mioclénica juvenil,
epilepsia con convulsiones tdénico-clonicas generalizadas aisladas, y epilepsia
genética con convulsiones febriles plus (GEFS+) (2)(3). Esta ultima incluida en
clasificaciones de la ILAE (International League Against Epilepsy) dentro de las
epilepsias genéticas generalizadas (4,5,6).

Las epilepsias pueden ser causadas por mutaciones en un solo gen
(monogénicas) bien sea heredadas o de novo; o de etiologia compleja (oligo o
poligénicas) en donde intervienen tanto factores genéticos como ambientales (7).
En la mayoria de pacientes la etiologia genética de la epilepsia no ha sido
identificada, sugiriendo un patron de herencia complejo, involucrando efectos
pleiotropicos (8,9).

Por otra parte, el sonambulismo, comportandose como un fenotipo neurolégico es
una parasomnia en la cual se realizan actividades durante el suefio. La edad mas
comun de presentacion es a los 10 afios y se ha identificado mayor prevalencia en
pacientes con antecedente familiares en primer grado de consanguinidad (10).

Con el objetivo de determinar la prevalencia de sonambulismo y paralisis del
suefio en un grupo de pacientes con EGG y sus familias, Cornejo-Sanchez y cols
desarrollaron un estudio descriptivo retrospectivo, realizado en el departamento de
Antioquia, en 475 individuos de descendencia paisa pertenecientes a 67 familias;
Este estudio fue realizado por medio de una entrevista estructurada basada en los
criterios de la ILAE y en la ICSD-3 (International Classification of sleep Disorders)
con el fin de identificar el tipo de epilepsia y la frecuencia de sonambulismo y
pardlisis del suefio. Como resultado de este estudio se encontré una prevalencia
de 15,3% para sonambulismo (95% IC 12,3-18,9) y 11,7% para paralisis del suefio
(95% IC 8,9-15,3%) en pacientes con EGG, concluyendo que pueden existir
factores genéticos compartidos entre sonambulismo y/o paralisis del suefio y EGG
(1). Este es el unico estudio reportado en la literatura que ha mostrado una alta
prevalencia de parasominias en pacientes con EGG, evidenciado un vacio en la
literatura en cuanto a escasez de estudios que evallen la relacidon fisiologica,
genética y ambiental entre estas dos condiciones.

Este estudio se realiz6 partiendo de lo encontrado en el estudio de Cornejo-
Sanchez y cols. Se utiliz6 la base de datos y las muestras de ADN de 27
individuos pertenecientes a 14 familias que hicieron parte del estudio mencionado
previamente. El objetivo del presente estudio fue identificar variantes patogénicas
en 58 genes relacionados con epilepsia en 14 familias Antioquefias con EGG y/o
sonambulismo, con el fin de buscar un causa genética comdn para estas dos
condiciones.

En las variantes identificadas se describio la clase de variante con su severidad
clinica y se evalud la segregacion de las variantes con los fenotipos (epilepsia o



sonambulismo). Estos resultados muestran una alta heterogeneidad genética
entre las familias estudiadas, lo que sugiere que la epilepsia en las familias
Antioqueias tiene origen en genes no asociados hasta el momento.

Pacientes y métodos

Se realizé un estudio descriptivo, retrospectivo, en familias Antioquefias con
diagnéstico de epilepsia genética generalizada que hubieran hecho parte del
estudio “Sleepwalking and Sleep Paralysis: High Prevalence in Colombian
Families with Genetic Generalized Epilepsy” en las cuales se evalué un panel de
58 genes asociados con epilepsia: (Anexo 1)

Criterios de inclusion:

e Hacer parte de las familias estudiadas en el trabajo “Sleepwalking and
Sleep Paralysis: High Prevalence in Colombian Families with Genetic
Generalized Epilepsy”.

e Tener diagnostico de EGG y/o sonambulismo o diagndéstico de convulsiones
focales siempre y cuando el caso indice presente epilepsia genética
generalizada.

Se seleccionaron 14 familias en las que se observara un patrén de herencia
mendeliano y que cumplieran con los criterios de inclusién anteriormente descritos
Tabla 1. De estas, se intento seleccionar dos individuos por familia (n=27) que
estuvieran alejados en la genealogia. En total se eligieron, 24 pacientes con EGG
(4 con GEFS+) y 3 pacientes con epilepsia focal no lesional (que fueran familiares
del caso indice, el cual presentaba EGG), estos 3 ultimos con el fin de evaluar si
compartian variantes de susceptibilidad.

En las muestras de estos 27 individuos de las cuales para el estudio previo se
habia realizado extraccion del ADN, se realiz6 genotipificacion por medio de la
técnica single-molecule molecular inversion probes (smMIPs) de 58 genes. Este
panel de 58 genes fueron elegidos por estar frecuentemente asociados con
epilepsia y han sido reportados previamente en la literatura. Las variantes raras
identificadas fueron amplificadas utilizando PCR (plymerase chain reaction) y la
region se secuencio por el método de Sanger con el fin de evaluar la segregacion
de las mismas en las familias; posteriormente se realizd secuenciacién del exoma
completo en las muestras en las que no se encontraron variantes en los 58 genes.

El presente estudio fue aprobado por el comité de ética de la facultad de medicina
de la Universidad de Antioquia (acta de aprobacién No.004 del 28 de febrero de
2019). Los participantes de este estudio hicieron parte del estudio de Cornejo-



Sanchez y cols, el cual fue aprobado por el comité de ética de la facultad de
medicina de la Universidad de Antioquia (aprobado el 17 de mayo de 2012); en
dicho estudio los participantes firmaron un consentimiento informado, donde
aceptaron utilizar sus muestras y base de datos para estudios posteriores sobre
las bases genéticas de la epilepsia, lo que no hacia necesario un nuevo
consentimiento para el presente estudio.

Para analizar los resultados de las variantes se emple6 ANNOVAR, el cual arroj6é
los siguientes datos: Gen, transcripto, cambio de aminoacido, posicién, funcion
exonica, dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database), ClinvVar (Clinical
Variant Database), SIFT score (Sorting Intolerant From Tolerant), PolyPhen- 2
(Polymorphism Phenotyping v2), LRT score (Long-Term Relationship) y CADD
phred score (Combined Annotation Dependent Depletion). Ademas, se utilizaron
las bases de datos EXAC (Exome Aggregation Consortium) y gnomAD (Genome
Aggregation Database) para determinar la frecuencia alélica.

El andlisis estadistico descriptivo de las variables clinicas se realiz6 en SPSS
version 25: sexo, edad, tipo de epilepsia, antecedentes familiares con epilepsia,
antecedente personal de GEFS+, antecedente familiar de GEFS+, antecedente
personal de sonambulismo, antecedente familiar de sonambulismo y antecedente
personal de pardalisis del suefio.

Resultados

De los 27 pacientes incluidos en el estudio 55,5% fueron hombres. La epilesia mas
comun fue la epilepsia mioclénica juvenil con un 25,9% de los casos, seguido de
epilepsia con convulsiones ténico — clénicas generalizadas (18,5%), GEFS+
(14,8%), epilepsia de ausencia infantil (11,1%), epilepsia de ausencia juvenil
(14,8%) y epilepsia focal (11,1%). ElI 51,8% de los pacientes mostraron
antecedente familiar de sonambulismo y 7,4 % antecedente personal de
sonambulismo. Tabla 2.

Las variantes identificadas se anotaron usando distintos predictores funcionales
implementados en annovar. Se consideraron variantes de riesgo aquellas que
cumpliera la siguiente condicion: que tres o mas predictores clasificaran la
variante como deletérea (Sift <0,05, LRT >1, Clinical Variant: Pathogenic o Likely
pathogenic, Polyphen 2 >0,8, CADD 10). De las variantes que cumplieron con esta
condicion solo una variante fue compartida por dos o mas individuos de una
misma familia correspondiente a la familia Fam047, ambos afectados por GEFS+.

La variante identificada es SCN1A ¢.3530G>C, p.P1177R, la cual se localiza en el
exon 17. Esta variante se ha reportado en dos individuos en la base de datos
Clinvar. Uno de los pacientes presento trastorno del neurodesarrollo y el otro
convulsiones/epilepsia. La variante genética es de significado incierto, es decir,
gue se tiene evidencia limitada con respecto a su patogenicidad. La variante no se



encuentra reportada en gnomAD. Tiene una frecuencia alélica de 1.3x10° en la
poblacion, haciendo méas probable que esta variante sea patogénica.

En todos los individuos de la familia Fam047 que habian hecho parte del estudio
“Sleepwalking and Sleep Paralysis: High Prevalence in Colombian Families with
Genetic Generalized Epilepsy” se realizd tamizacion de la variante ¢.3530G>C ,
con el propésito de evaluar la segregacion de esta con los fenotipos en dicha
familia. La variante se observd en 22 sujetos de la familia Fam047 de los cuales
ninguno presentaba sonambulismo.

Discusioén

En la bibliografia consultada el Unico estudio en el que se encontré una alta
prevalencia de trastornos del suefio en pacientes con EGG es en el estudio
“Sleepwalking and Sleep Paralysis: High Prevalence in Colombian Families with
Genetic Generalized Epilepsy” del cual partio la presente investigacion. (1)

La variante SCN1A, ¢.3530C>G, p.P1177R identificada en este estudio fue hallada
en 22 individuos de la familia Fam047. De los 22 individuos 4 son no penetrantes,
es decir, que no presentan el fenotipo. Los individuos CF+228, CF+190, CF+215
son portadores obligados, portan la variante, no presentan fenotipo y tienen
descendencia afectada; El individuo CF+239 no presenta el fenotipo y no tiene
descendencia en la cual se pueda evidenciar si existen o no individuos afectados.
Los individuos CF+202, CF+231, CF+233, CF+235 y CF+236 presentan paralisis
del suefio y el individuo CF+308 presenta sonambulismo, ninguno de los
anteriores es portador de la variante, lo que nos lleva a concluir que la variante en
esta familia solo segrega para epilepsia y no para parasomnias como
sonambulismo o paralisis del suefio. Dando respuesta a la pregunta de
investigacion planteada para este estudio, encontramos que en las variantes
identificdas no hay una causa genética comun para estas dos condiciones. Anexo
2

La variante SCN1A ¢.3530G>C, p.P1177R se encuentra en el gen SCN1A, en el
cual se han reportado multiples variantes relacionadas con GEFS+, sin embargo,
en la posicisiéon 1177 del gen no habia sido reportada ninguna variante hasta el
momento (12). Algunas de las variantes reportadas en el gen SCN1A son
Thr875Met, Argl648His, W1204R, Try779Cys, 1le1944Thr, Metl1841Thr,
Cys12Trp, Argl87Trp.(13

Esta variante se encuentra en el exdén 17, en el dominio Na_trans_ass, un dominio
exclusivo para canales de sodio, la mayoria activados por voltaje, explicando asi la
fisiopatologia y el fenotipo expresado por los individuos de la familia Fam047
afectados.

Se debe tener en cuenta que los canales de sodio son esenciales para realizar las
funciones corporales diarias y que esto requiere de una regulacién entre los



grupos celulares de los diferentes tejidos; una alteracion en esta regulacion puede
dar como resultado diferentes enfermedades, entre estas las epilepsias. Hay
varios canales celulares involucrados en la patogenia de las epilepsias, entre ellos,
los canales dependientes de voltaje como los de calcio, potasio y sodio (Nat); y
los canales ibnicos relacionados con ligandos extracelulares como los
colinérgicos, nicotinicos, gabaérgicos y glutaminérgicos. (12)

Los canales de sodio dependientes de voltaje estdn conformados por 3
subunidades (alfa, B1 y B2). La subunidad alfa tiene 4 dominios que conforman el
poro de Na+ y cada uno de estos dominios a su vez estd conformado por 6
segmentos transmembrana. El cuarto segmento actia como sensor de voltaje, el
quinto y sexto forman el poro del canal. Cada subunidad del canal esta codificada
por al menos 5 genes diferentes, es asi, como la subunidad alfal se encuentra
codificada en el gen SCN1A vy las alfa 2 en el SCN2A. Otros genes que codifican
en esta subunidad son SCN3A, SCN5A, SCN6A y SCN8A. (12)

La transversion que ocurre en el gen SCN1A G>C (c.3530G>C) ocasiona la
sustitucion del aminoacido prolina por arginina en la posicion 1177, esta se
encuentra ubicada en el dominio de un canal de sodio dependiente de voltaje,
afectando la subunidad alfa. La subunidad alfa tiene como funcion el paso rapido
de la corriente de sodio que depende de voltaje, cumpliendo un papel importante
en la fase de despolarizacion del potencial de accion. Las neuronas inhibitorias al
descargarse promueve la inactivacion del potencial de accion evitando las crisis
convulsivas. Al afectar entonces la subunidad alfa dada por la variante en este gen
se promueven las criris convulsivas al no permitir el funcionamiento normal de la
subunidad alfa (13).

Esta variante ocasiona un cambio en la estabilidad de la proteina con un resultado
en la energia libre de Gibbs (deltaDG <0 (-0,58)) generando una reaccion
espontanea, disminuyendo la estabilidad de la proteina (14).

El hallazgo identificado en esta investigacion es muy relevante para el estudio
genético de las epilepsias en Antioquia, puesto que se presenta una variante
nueva como causa familiar genética de GEFS+, que se considera un tipo de
epilepsia genética generalizada (4,5,6). En este estudio se encontraron multiples
variantes deletéreas al cumplir con tres o mas predictores funcionales alterados,
sin embargo, al no ser compartidas por dos o mas individuos de la familia no
fueron consideradas como variantes de riesgo Tabla 3. Esto evidencia la alta
heterogeneidad genética que tienen las familias Antioquefias, sugiriendo que la
epilepsia en estas familias tiene origen en genes no descritos hasta el momento,

lo que abre posibilidades para identificar variantes nuevas en futuros estudios
realizados en esta poblacion, que sean causa tanto de epilepsia como de
sonambulismo e incluso que una misma variante pueda ser la cuasa de estas dos
condiciones.



Dentro de las limitaciones de este estudio se encuentra la cantidad de genes
estudiados en el panel de 58 genes, en futuros estudios se podrian identificar los
genes que posiblemente presenten asociacion para epilepsia y sonambulismo a
través del estudio del genoma codificante completo que pueda arrojar como
resultado nuevas variantes que puedan dar respuesta a nuestra pregunta de
investigacion. Otra limitacidbn es la cantidad de la muestra, que por recursos
econdémicos se limito a 27 individuos.

Anexo 1

ALG13, ARHGEF9, ARX, CACNA1A, CDKL5, CHD2, CUX2, DENND6B, DEPDCS,
DNM1, DOCK7, EEF1A2, FOXG1l, GABRA1l, GABRB1, GABRB3, GABRG2,
GNAO1, GNB1, GRIN2A, GRIN2B, HCN1, HNRNPU, IQSEC2, KCNA2, KCNB1,
KCNH1, KCNH5, KCNQ2, KCNQ3, KCNT1, MBD5, MECP2, MEF2C, NBEA,
PCDH19, PLCB1, PNKP, PNPO, PURA, RORB, SCN1A, SCN1B, SCNZ2A,
SCN8A, SIK1, SLC1A2, SLC25A22, SLC2Al1l, SLC6A1, SNAP25, STX1B,
STXBP1, SYNGAP1, TBC1D24, TCF4, UBE3A, WDR45.

Anexo 2
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Tabla 1. Caracterizacion de familias seleccionadas.

Familia Sujetos Fenotipo Numero familiares
elegidos muestreados/total
Fam01 JME_I01/ Epilepsia 8/12
JME_124 | focal/epilepsiamioclénica juvenil
FamO05 GIE_31/ Epilepsia de ausencias 6/6
GIE_32 | juvenil/epilepsia mioclonica juvenil
Fam06 GIE_58/ Epilepsia de ausencias infantil 4/5
GIE_166
FamO08 JME_120/ Epilepsia mioclénica 9/11

JME_l144 | juvenil/Epilepsia con convulsiones
ténico-clénico generalizadas

Fam18 JME_145/ Epilepsia mioclénica 5/24
JME_147 | juvenil/Epilepsia con convulsiones
ténico-clénico gneralizadas

Fam23 GIE_241/ Epilepsia de ausencias juvenil 11/13
GIE_245




Fam24 JME_150/ Epilepsia mioclonica juvenil 9/16
JME_158
Fam28 GIE_157 Epilepsia de ausencias infantil 5/7
Fam45 GIE_287/ Epilepsia con convulsiones 3/6
GIE 289 ténico-clénio generalizadas
Fam46 JME_189/ Epilepsia mioclonica 4/5
JME_192 juvenil/Epilepsia de ausencias
infantil
Fam47 CF_204/ GEFS+/GEFS+ y parélisis del 48/98
CF_235 suefio
Fam48 CF_301/ GEFS+/ Focal 5/6
CF_305
Fam50 GIE_294/ Epilepsia con convulsiones 6/11
GIE 290 ténico-clénico generalizadas
Fam162 CF_255/ GEFS+ 6/9
CF_259

familia.

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes y familias.

*JME, GIE, CF son nombres dados a los invidividuos por el tipo de epilepsiapredominante en la

Caracteristicas de los pacientes

Sexo Hombres Mujeres Sin datos
15 (55,5%) 12 (44,4) 0 (0%)
Edad Menores de 18 afios Mayores de 18 afios | Sin datos
7 (25,9%) 16 (59,2%) 4 (14,8%)
Antecedente de Epilepsia Personal Familiar Sin datos
27 (100%) 27 (100%) 0 (0%)
Antecedente de Personal Familiar Sin datos
sonambulismo 2 (7,4%) 14 (51,8%) 11 (40,7%)
Antecedente de GEFS+ Personal Familiar Sin datos
5 (18,5%) 10 (37%) 12 (44,5%)
Tipo de epilepsia Epilepsia genética Epilepsia focal Sin datos
generalizada
24 (88,9%) 3(11,1) 0 (0%)




- | Nom | Gen Varia | ClinVar_SIG Clinvar_DIS Sl Polyp | LR | CA | Predi
bre nte FT | hen2 | T DD | ctores
deleté
reos
1| JME | MBD | p.vV3 0. 0.986 | 0 21. | 3
_lo1 |5 94A 00 6
3
1 | JME | CAC p.G9 0. 0.948 | 0. 34 |3
_124 | NA1 69W 00 01
A 1 3
8 | JME | NBE p.F1 0. 0.97 0 30 |3
-120 A 562L 00
6
8 | JME | CAC p.Cl 0. 0.998 | O 25. | 3
-120 NA1 372y 0 7
A
8 | JME DEP p.N1 0. 0.864 | 0 27. | 3
-120 DC5 97D 00 1
9
8 | JME | MBD | p.L35 0. 0.999 | O 25. | 3
-144 5 8R 0 5
1 | IJME NBE p.G1 0. 0.931 | 0. 23. | 3
8 | -145 | A 28E 05 00 |7
1 9
2 | JME | PNK p.P3 Uncertain Epilepticencephalopathy 0. 0.386 | O. 26. | 3
4 |-150 | P 7A significance 03 0 5
9
2 | JME | PNK p.C4 0. 0.919 | O. 24. | 3
4 | -158 P 37R 01 16 1
8
4 | GIE- | PLC p.110 | Uncertain not_provided|not_specified|Early_infant | O. 0.019 | O 16. | 3
5| 289 B1 39T significance|B | ile_epileptic_encephalopathy_12 32 47
enign|Likely 9
benign
4 | JME | MBD | p.L35 0. 0.999 | O 25. | 3
6 | 189 | 5 8R 0 5
4 | CF- SCN p.P1 0. 0.994 | 0 28. | 3
7 | 204 1A 177R 0 6
4 | CF- SCN P.P1 0. 0.994 | 0 28. | 3
7 | 235 1A 177R 0 6
5 | GIE_ | ARX p.P5 0. 0.903 | 0. 22. | 3
0 | 290 06T 00 0 4
3

Tabla 3.

Predictores deletéreos
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