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Introduccion



La Epilepsia es una enfermedad del cerebro caracterizada por una predisposicion
cronica para la generacion de crisis epilépticas y por las consecuencias neurobioldgicas,
cognitivas, psicologicas y sociales que le subyacen. Su definicidn requiere la ocurrencia
de al menos una crisis epiléptica. Una crisis epiléptica se define como todo evento
clinico transitorio que refleja la presencia de descargas hipersincronicas de neuronas
ubicadas en la corteza cerebral.[ 1] La Organizacion mundial de la salud (OMS) clasifica
a la epilepsia dentro de las enfermedades mentales y la define como: “una enfermedad
cronica producida por diferentes etiologias y caracterizada por ataques

recidivantes. "[2] De esta definicion se desprende que la Epilepsia no es una entidad
Unica, sino que, numerosas etiologias y factores pueden estar involucrados en su causa y

desarrollo.

Las epilepsias se conocen desde épocas remotas. La historia de la epilepsia refleja en
gran medida la evolucion de la medicina y la nocién que los pueblos tenian acerca de la
“enfermedad”. Las epilepsias, ademas, no han estado ajenas a concepciones politicas y
filosoficas de cada época. Las primeras visiones atribuian el origen de la enfermedad a
los demonios asi como al castigo divino. Las grandes civilizaciones antiguas, intentaron
dar una explicacion cientifica a este padecimiento, conocimiento que se perdié durante
el periodo de oscurantismo en la Edad Media; con el conocimiento de la anatomia y la
fisiologia en épocas mas recientes, la epilepsia alcanzé un verdadero caracter cientifico

consolidado con la aparicién de la biologia molecular.[3]



Aproximadamente unos 3000 afios atras, en la Mesopotamia, actualmente Iran, fue
descripta una crisis epiléptica con generalizacion secundaria en Akkadiano, el mas viejo
lenguaje escrito. La causa de la crisis fue atribuida al Dios de la Luna. Otros casos de
Epilepsia fueron descriptos en Egipto, China, India y Babilonia, siempre haciendo
referencia a causantes sobrenaturales de la enfermedad, situacion magica que perdura en
cierta manera hasta nuestros dias. Herddoto, quien es considerado el padre de la historia,
hizo referencias en uno de sus escritos a que los actos de locura o conductas erraticas de
Cambyses 11, rey de Persia, se debian a una enfermedad de tipo somética. Dado que en
realidad nunca pudo demostrarse que Cambyses tuviera epilepsia, los escritos de
Herddoto fueron tomados como transicionales entre el pensamiento magico y el
somatico. Unos afios mas tarde, en el afio 400 antes de Cristo, Hipdcrates escribié su
famoso libro “La enfermedad sagrada - On the Sacred Disease” que podria
considerarse como el primer tratado sobre la epilepsia. En él, Hipocrates descreia que la
enfermedad fuera causada por los dioses. En cambio, postulé que las crisis se debian a
la “superficialidad de la flema que provocaba una anormal consistencia del cerebro”,
proponiendo dieta y drogas para su tratamiento. “Le traité de I’ epilepsia™ de Tissot
(1770), se constituyé en la primera aproximacion moderna a la enfermedad. Alli se
especificaba que para producir las crisis son necesarias dos situaciones: la primera, una
disposicion del cerebro a entrar en “contraccion™ mas facilmente que cuando esta sano y
la segunda un factor “irritante” que ponga en evidencia esta disposicion. Esquirol en

1815 describi6 dos tipos de ataques, los severos y los ligeros. Estos fueron los primeros



conceptos para definir lo que mas tarde serian el Grand Mal y el Petit Mal,

respectivamente.[4-7]

Richard Catén fue el primero en demostrar que la estimulacion cerebral de una rana
provocaba una respuesta motora, y que la situacion inversa también era posible.
Ademés, fue el primero en observar una actividad eléctrica continua proveniente del
cerebro.[8] La mayor parte de la investigacion cientifica en Epilepsia en el periodo
comprendido entre 1850 y 1900 fue realizada por los neur6logos Jackson y Gowers.
John Hughling Jackson en 1861, fue el primero en correlacionar una localizacion
cerebral con una determinada respuesta motora, sentando de esta manera las bases de la
cirugia en la epilepsia. El dio una explicacién neurofisiologica a las descargas
epilépticas, describiéndolas como “descargas repentinas, temporarias y excesivas de
células inestables de una parte de la sustancia gris del cerebro”. Sus trabajos
permitieron separar a la epilepsia de la psiquiatria y que pasara a ser considerada dentro
de la neurologia.[9] Macewen en 1875, localiz6 y resec6 un meningioma frontal
basandose solamente en la manifestacion clinica de una crisis motora. Cerrando esta

etapa, Victor Horsley reporté el éxito de la cirugia cerebral en 3 pacientes de

Jackson.[10]

El neuropsiquiatra y patélogo Wilhelm Sommer describié por primera vez lesiones en el
asta de Amén como sustrato patologico de la epilepsia de 36 pacientes intervenidos
quirrgicamente. Sus hallazgos anticiparon en mas de 100 afios al actual diagndstico por

imagenes por resonancia magnética (IRM) de la Epilepsia del Lobulo Temporal con



Esclerosis del Hipocampo.[11] Debe mencionarse que en 1825, Bouchet y Cazavielh

también habian realizado una aproximacion a la descripcion de esta entidad.[12]

En 1929 Hans Berger, un profesor de psiquiatria de la alemana Universidad de Jena,
publicd su trabajo acerca de la deteccion de la actividad eléctrica cerebral a través de un
registro electroencefalografico de superficie en humanos. En 1931 reportdé que las
alteraciones en el trazado eran mas comunes en pacientes con epilepsia, obteniendo
afios mas tarde el primer registro de una punta onda.[13] Posteriormente el grupo de
trabajo de William Lennox demostr6 la presencia de actividad interictal e ictal durante
una crisis de ausencia tipica.[14] Afios mas tarde aparecieron las descripciones de
Jasper sobre la presencia de las ondas agudas en la epilepsia focal. Wilder Penfield y
Herbert Jasper en el Instituto Neurolégico de Montreal durante los afios 50 dieron el
impulso definitivo al tratamiento quirtrgico de la epilepsia definiendo el llamado “foco
epileptégeno” o zona de inicio de las crisis, basandose en la electrofisiologia. Esta obra
fue continuada en Francia por Bancaud y Talairach quienes, a través del uso de
electrodos intracerebrales de profundidad, realizaron el mapeo de la propagacion de las

crisis de epilepsia en el cerebro humano.[15]

La liga internacional contra la epilepsia (ILAE) en las dos ultimas décadas ha realizado
importantes contribuciones para lograr establecer clasificaciones de las crisis epilépticas
y los sindromes epilépticos.[ 16, 17] Esto, nos ha permitido la utilizacion de un lenguaje
universal que ha facilitado la comunicacion entre los clinicos y la posibilidad de realizar

estudios de investigacion clinica y bésica en poblaciones mas o menos comparables de



pacientes. Debe destacarse que a pesar de estos avances, las clasificaciones vigentes
distan de ser perfectas y se encuentran en permanente revision. Los avances en la
biologia molecular y la genética son un importante motor para la revisiéon y el
reconocimiento de nuevos sindromes. Por ejemplo, en la actualizacion del 2001 son
descriptos los sindromes de epilepsias familiares que incluyen a la epilepsia del l6bulo

temporal familiar.[18]

Desde las descripciones de Bouchet, Cazavielh y sobre todo de Sommers mucho es lo
que se ha investigado y estudiado sobre el hipocampo y su relacion con la forma de
epilepsia mas prevalente en la poblacion adulta, la epilepsia del l6bulo temporal.
Indefiniciones, enigmas y variadas especulaciones han rodeado a esta pequefia
estructura de la regiébn medial del l6bulo temporal. La organizacion bidimensional,
relativamente simple, del hipocampo ha permitido que se desarrollaran detallados
estudios anatomoclinicos, inmunohistoquimicos, microfisiolégicos y de neuroimagenes
alcanzandose un nivel de comprension inédito en otras estructuras cerebrales. A pesar
de esta fascinante lucha por el conocimiento de mas de un siglo de duracion, la principal
pregunta acerca de la etiologia de este sindrome sigue sin poder responderse. Varios han
sido implicados como culpables: el sospechoso nimero uno es el antecedente de
convulsiones febriles en la infancia. Se ha especulado que la presencia de convulsiones
febriles prolongadas en una etapa del desarrollo cerebral postnatal determinada puede
dafar al hipocampo y producir epilepsia varios afios después. Estudios retrospectivos
apoyan esta hipdtesis con hallazgos contrapuestos en los disefios prospectivos. El

sospechoso niimero dos es la presencia de una malformacion del desarrollo subyacente
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como causa de la alteracion del hipocampo y el desarrollo de la epilepsia. Cambios
displasticos sutiles, no totalmente especificos, en la anatomia patolégica de hipocampos
resecados en el tratamiento quirtrgico de pacientes con epilepsia del l16bulo temporal
refractaria al tratamiento médico han sido observados apoyando esta hipotesis. En
cambio, la demostracion por parte de algunos autores que la atrofia del hipocampo
puede ser progresiva se opone a €sta hipotesis etiologica. El sospechoso nimero tres es
el factor genético, sobre el que me voy a extender mas adelante en la introduccion y en

el resto de esta tesina. [19]

Recién en Junio del 2004 es publicado un consenso de expertos que por primera vez le
da entidad sindromética al conjunto de caracteristicas clinicas, electrofisiologicas,
anatomopatoldgicas e imagenologicas que definen a la Epilepsia del Lébulo Temporal
Mesial con Esclerosis del Hipocampo (ETMEH) [20]. Siendo tipica la presencia de un
aura caracteristico (malestar epigastrico ascendente, miedo, sensacion cefélica,
experienciales y neurovegetativos) seguido por un arresto del comportamiento que es
continuado por la aparicion de automatismos motores simples.[2]1] Estos fenémenos
consisten en conductas motoras involuntarias coordinadas y adaptadas que ocurren
durante una crisis y se acompaiian de una desestructuracién de la conciencia. A esta
constelacion clinica la acompafian hallazgos frecuentes en el EEG (enlentecimiento
temporal, espigas localizadas sobre los electrodos frontotemporales y esfenoidales) [22]
y especificamente la presencia de atrofia del hipocampo uni o bilateral como hallazgo

en las IRM. [23] El diagndstico de atrofia del hipocampo o esclerosis del hipocampo,
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mediante IRM, se hace en base a la presencia de cambios en la sefial, disminucion de

tamafio y desorganizacion interna estructural de esta estructura temporal mesial. [24]

Desde los comienzos se pens6é que podian estar involucrados factores genéticos en la
Epilepsia. Por ejemplo, en el 400 AC Hipocrates sospechaba que las epilepsias podian
ser heredadas y Tissot en el 1700 consideraba que factores genéticos podian brindar
susceptibilidad para el desarrollo de crisis epilépticas.[25] Este conocimiento inicial fue
tomado por varias sociedades para estigmatizar a los pacientes epilépticos,
prohibiéndoles en algunos casos el matrimonio para evitar su descendencia. En los afios
50 y 60 del siglo pasado varios estudios epidemioldgicos mostraron las primeras
evidencias cientificas de una predisposicion genética en varias formas de epilepsia. En
estos trabajos se observd que el riesgo de desarrollar epilepsia era de 1,5 a 5 veces
mayor en individuos con un antecedente familiar del trastorno que en la poblacion
general. Se observo también, que el riesgo para familiares de pacientes con epilepsia
generalizada idiopatica era aproximadamente dos veces mayor que el riesgo para
individuos con historia de epilepsia parcial. Estudiando mas de cerca el tipo de factor
genético implicado en la susceptibilidad para la epilepsia, Lennox en 1951 e Inouye en
1960 compararon la concordancia clinica entre gemelos monocigoéticos y dicigdticos
sugiriendo que existia un factor genético importante. [26-28] Ademas, demostraron que
el modelo de herencia no es monogénico. En este sentido, Andermann propuso el
modelo multifactorial para las epilepsias, en el cual factores genéticos y ambientales
interactiian para determinar los riesgos de recurrencia familiar, en los afios 70. [29] Las

enfermedades complejas o multifactoriales son definidas como condiciones en las



cuales la correspondencia entre el genotipo y el fenotipo no es completa. Varios factores
son responsables de la “complejidad”, entre ellas la penetrancia incompleta, la presencia
de fenocopias, la heterogeneidad genética, la herencia poligénica o multifactorial y la

alta prevalencia en la poblacion general.[30]

El estudio de la genética en la epilepsia durante gran parte de los afios 90 del siglo XX y
comienzos del siglo XXI estuvo dominado por la investigacion y reconocimiento de
formas familiares poco frecuentes. Estos sindromes particulares presentan agregacion
familiar con un patrén de herencia monogénico. Utilizando estrategias clasicas de
analisis de ligamiento y clonado posicional fue posible identificar los defectos genéticos
responsables de estas formas familiares de epilepsia. Es asi como se reconocen los
sindromes monogénicos de la epilepsia del l6bulo frontal nocturna autosémica
dominante, [31-33] la epilepsia parcial con focos variables [34, 35], las convulsiones
familiares benignas neonatales [36-39], la epilepsia generalizada con convulsiones
febriles plus [40-42] y la epilepsia del l16bulo temporal familiar con sintomas auditivos
[43, 44]. Se han encontrado como defectos moleculares responsables de estas formas a
mutaciones en el receptor nicotinico neuronal para acetilcolina, en canales de potasio,

en canales de sodio, en el receptor para GABA tipo A 'y en LGI | o epitempina.

La investigacion de las formas familiares de la epilepsia del l6bulo temporal comienza
en 1994 con la descripcion realizada por Berkovic [45]. Caracteriza una forma de
epilepsia del 16bulo temporal con comienzo en la adolescencia o adultez temprana, con

un prondstico benigno, con crisis que frecuentemente presentan deja-vu como aura y



con neuroimagenes normales. Al afio siguiente Ottman y colaboradores describen un
extenso pedigre afectado de la peculiar forma de epilepsia del l6bulo temporal familiar
que tiene crisis con origen en la corteza lateral y sintomas auditivos al inicio de las
mismas. [46] Como ya fue mencionado, el defecto genético en LGI 1 es identificado
[44] en el afio 2002. En 1998, Cendes y colaboradores plantearon que el sindrome de la
epilepsia del l6bulo temporal familiar es heterogéneo [47]. Once familias con 36
individuos afectados con crisis del l6bulo temporal con semiologia compatible con
inicio en la region mesial fueron descriptas. El prondstico en estos pacientes era
variable: fueron observadas desde formas benignas con buen control con el tratamiento
farmacolégico hasta formas refractarias que requerian tratamiento quirargico. Las IRM
mostraron hallazgos compatibles con Esclerosis del Hipocampo en 61% de los casos.
Kobayashi continué la linea iniciada por Cendes, ampliando el nimero de familias
afectadas por el denominado sindrome de la Epilepsia del Lébulo Temporal Mesial
Familiar y observando que las alteraciones observadas en el Hipocampo por las IRM

podian ser encontradas en familiares no afectados. [48]

La basqueda de factores genéticos en las formas comunes de las epilepsias no ha sido
tan exitosa como la emprendida para la identificaciéon de las alteraciones genéticas
causantes de las raras formas de epilepsias familiares monogénicas. Esto podria deberse
a que existen diferencias evolutivas entre las mutaciones patogénicas, en el gran efecto
causal de las alteraciones responsables de las formas monogénicas y la consiguiente
fuerte correlacion entre genotipo y fenotipo resultante. [49, 50] Existe evidencia que

apoya la denominada hipoétesis de la “enfermedad comun-variante comun” que postula
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que el “factor genético” actuante en las enfermedades poligénicas estd mediado por
variantes alélicas presentes en mas del 1% de la poblacion denominadas polimorfismos.
[51] Cuando estos polimorfismos implican la sustitucion de un solo nucledtido se los
denomina Polimorfismos de Nucledtido Unico o SNPs por sus siglas en inglés.

El desarrollo de estudios de asociacion resulta ser una herramienta valida para la
diseccion de los factores genéticos involucrados en las enfermedades con herencia
compleja [52]. Los estudios de asociacion comparan la frecuencia de alelos especificos
en un grupo de sujetos afectados con la enfermedad de interés con la de un grupo
control no afectado. Un alelo es considerado asociado a una enfermedad cuando su
frecuencia entre los casos y controles difiere mas de lo esperado por efecto del azar,
siempre y cuando los controles difieran de los casos s6lo por la ausencia de enfermedad.
Sin embargo, los estudios de asociacion no estan exentos de sesgos y limitaciones. Una
asociacion puede ser encontrada por azar o podria estar sesgada por fallas en el disefio.
Es importante, entonces, conducirlos adecuada y cuidadosamente y mas aun la prueba
de asociacion aumenta con la replicacion de hallazgos iniciales positivos en poblaciones
independientes y cuando la variante alélica investigada tiene consistente plausibilidad

bioldgica [53].

La epilepsia del I6bulo temporal es una enfermedad con herencia compleja en la que los
factores genéticos serian importantes en su génesis. Ademas de haber sido descriptas
raras formas familiares con patrén de herencia monogénico [54], hasta un 58% de los
pacientes con Epilepsia del Lobulo Temporal Mesial con Esclerosis del Hipocampo

refieren la presencia de antecedentes familiares positivos para convulsiones febriles y/o
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epilepsia [55] y polimorfismos en seis genes diferentes han sido implicados como
factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad [56-61]. Sin embargo, no es
infrecuente que genes inicialmente identificados como asociados al desarrollo de una
enfermedad no lo sean luego en nuevos reportes [62]. En una poblacion de pacientes
italianos fue identificada la asociacion entre un polimorfismo (G1465A) en el gen que
codifica para GABBRI1 con un riesgo aumentado a padecer Epilepsia del Lobulo
Temporal [56]. En cambio, seis reportes subsiguientes han fallado en replicar los
hallazgos de la primera investigacion [62-67]. Como la Epilepsia del Lébulo Temporal
es un sindrome de caracteristicas heterogéneas [68] es importante desarrollar la pesquisa
de los factores genéticos en grupos homogéneos clinicamente para controlar factores

que pudieran afectar la reproducibilidad de los hallazgos iniciales.

El acido gamma aminobutirico (GABA) es el principal aminoacido inhibitorio del
sistema nervioso central, su accion es mediada a través de receptores ionotrépicos (tipos
A y C) que producen corrientes inhibitorias sinapticas rapidas y receptores
metabotrépicos (tipo B) que producen una corriente inhibitoria lenta y sostenida [69]. El
receptor para GABA tipo B (GABBR) es un heterodimero de 2 subunidades
transmembrana relacionadas (tipos 1 y 2). Cambios en las corrientes inhibitorias
gabaergicas mediadas a través de GABBRI1 tienen un rol en la fisiopatologia de la
Epilepsia del Lobulo Temporal. Ratones que carecen del gen para GABBRI desarrollan
un fenotipo similar a la ELT humana caracterizado por convulsiones, actividad
epileptiforme en el EEG y trastornos de memoria [70, 71]. Cambios en la expresion de

GABBRI1 fueron encontrados en hipocampos de pacientes sometidos a lobectomias
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temporales como tratamiento de su EMTEH [72]. Teniendo en cuenta que la presencia
de una malformacion del desarrollo cortical asociada es una de las hipotesis postulada
en la etiologia de la Esclerosis del Hipocampo [73], resulta destacable el hecho que
GABBRI1 seria importante en la maduracién y organizacion de la corteza cerebral a
través de la regulacion de procesos migratorios durante la corticogenesis y la
modulaciéon de la transmision sindptica [74-76]. En efecto, el bloqueo de GABBRI
impide la migracion tangencial interneuronal durante el desarrollo, indicando por tanto
el importante rol modulatorio de esta subunidad en este mecanismo de migracion
neuronal [76]. Por lo tanto es vélido afirmar que variantes alélicas del gen GABBRI
podrian ser un marcador de riesgo biolégicamente plausible para el desarrollo de

EMTEH.



Hipotesis y Objetivos

17



18

Hipotesis v Objetivos

Hipotesis

La presencia del polimorfismo G1465A4 en el exon 7 de la subunidad Rl del

receptor para GABA B esta asociada a:

Un riesgo aumentado para desarrollar EH en los pacientes con ELT.

Una forma particular de presentacion clinica y de respuesta al tratamiento en
pacientes epilépticos con EH.

Objetivo Primario

e Evaluar la contribucion del receptor humano clonado para GABA tipo B en
la patogénesis de la EH.

Objetivos Secundarios

e [nvestigar la asociacion entre el polimorfismo G1465A en el exon 7 del gen
codificante de la subunidad Rl del Receptor para GABA tipo B y el
desarrollo de EH en pacientes portadores de ELT.

e [nvestigar la asociacion entre el polimorfismo GI1465A4 y las formas de
presentacion clinica de los pacientes con EH
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Pacientes

De la Base de Datos del Centro de Epilepsia de la Division Neurologia del Hospital
General de Agudos Dr. JM Ramos Mejia se seleccionaron 102 pacientes que
presentaron diagndstico de Epilepsia Mesial Temporal con Esclerosis del Hipocampo en
las Imagenes por Resonancia Magnética. Dichos pacientes fueron contactados
telefonicamente por mi e invitados a participar en el presente estudio de investigacion.
A todos les fueron explicadas las caracteristicas del estudio, la metodologia y
procedimientos a realizar y los eventuales alcances de los resultados que pudieran
obtenerse. Luego de esta explicacion, les fue solicitado su consentimiento explicito para
la participacion mediante la firma de un formulario de consentimiento informado que
previamente habia sido aprobado por el Comité de Docencia y la Comision de Bioética
del mencionado centro hospitalario.

El diagndstico de Epilepsia Mesial Temporal con Esclerosis del Hipocampo se baso en
la presencia de hallazgos caracteristicos clinicos, electrofisiologicos y de Imagenes por
Resonancia Magnética. Por lo tanto, a todos los pacientes les fue efectuado un
exhaustivo interrogatorio acerca de la semiologia ictal, un electroencefalograma digital
de 16 canales y un estudio de Resonancia Magnética con un protocolo de adquisicion de
imagenes optimizado para la visualizacion de las estructuras temporales mesiales.
Debido a que ninguin hallazgo es lo suficientemente especifico para el diagnoéstico, éste
se basé en la suma de hallazgos distintivos.

En forma caracteristica, en términos clinicos, un paciente con EMTEH se present6 con

la secuencia temporal de un aura tipico (malestar epigastrico, sensacion extrafia, miedo,
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deja vu o jamais vu) seguido por arresto del comportamiento, ruptura de contacto y
automatismos orales y manuales. En términos electrofisiolégicos, presentd
enlentecimiento en las regiones temporales y ondas agudas fronto-temporales. En las
IRM, el diagnostico de Esclerosis del Hipocampo se hizo en base a la presencia de
disminucion de tamaiio, alteracion en la estructura interna y cambios de sefial de esta
estructura anatomica temporal mesial.

Ademas fue incluido un grupo de 71 sujetos voluntarios sanos que no presentaban
antecedentes ni padecimiento actual de cualquier desorden neurolégico o comicial.
Estos sujetos eran no relacionados con los pacientes ingresados y provenientes del
mismo grupo poblacional que recibe atencion en el centro hospitalario, ya que fueron
seleccionados de una poblacion que acudia a realizarse estudios bioquimicos. Ellos
también prestaron su consentimiento expreso utilizando el formulario mencionado mas
arriba.

A todos los sujetos participantes se les extrajo 5 ml. de sangre mediante venopunctura,
la muestra sanguinea fue anticoagulada con EDTA y almacend anénimamente a -40 C

hasta su posterior procesamiento.

Extraccion y Purificacion de ADN genémico

Se purific6 ADN genoémico total mediante la técnica de Bromuro de Cetil
Trimetilamonio (CTAB). Dicho protocolo de extraccion consistio en la realizacion de

los siguientes pasos:
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9.
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Se descongelaron las muestras almacenadas en bario a 37 °C.

800 ul de sangre entera fueron homogenizados con 0,5 ml de solucion de
TE10 (Tris-CLH 10mM ph=7,5, EDTA 10mM ph=38,0).

Se centrifugo la solucion durante 3 minutos a 10000 rpm.

Se descarto el sobrenadante, dejando aproximadamente 0,5 ml.

Se lavo el pellet 3-4 veces con TE10 repitiendo la centrifugacion hasta que
éste quedara claro.

Se resuspendio el pellet, mediante agitacion y vortex, en 600 ul de una
solucion de lisis (2% p/v CTAB, 1,4M CINa, 0,2% p/v de 2-Mercapto etanol,
20mM EDTA, 10mM tris-CIH ph=7,5).

Se incubo a 37 °C durante toda la noche.

Se extrajo con un volumen de Cloroformo-Isoamilico (24:1).

Se agito y centrifugo a 12000 rpm durante 5 minutos.

10. Se precipité la fase acuosa, extraida en otro tubo, con 2/3 volumen de

isopropanol frio.

11. Se dejo precipitar 1 hora a 4 °C.

12. Se centrifugo durante 10 minutos a 14000 rpm y descarto el sobrenadante

con cuidado.

13. Se lavo el pellet con Etanol al 70% y volvié centrifugar durante 3 minutos a

14000 rpm.

14. Se descarto el sobrenadante con cuidado y dejo secar el pellet.

15. Se resuspendio el pellet en 50 ul de agua bidestilada esteril llevandola a

bario a 37 °C.
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Genotipificacion

PCR
Un fragmento de 441 pares de bases, flanqueante al exén 7, del gen codificante de la
subunidad I del receptor tipo B para GABA fue amplificado mediante reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el siguiente par de primers:

5"“AACAGTAACACAAACCCATCC-3 (forward)

S"-GCATGTTTGTAGAAGGTGCC-3' (reverse)

Para ello, se utiliz6 el siguiente protocolo de amplificacion:

En un volumen final de 50ul se homogeneizo la siguiente solucion,
e Buffer compuesto por Tris-CIH 20mM y CIK 50mM
o CIMg'" 1,5mM
e dNTPS 0,2 mM de cada uno
e primers 50 pM de cada uno
e ADN genomico 3 ul (aprox. 4,5 ng.)
e  H20 para completar volumen.

Se programé un ciclado en un termociclador BioRad con las siguientes

caracteristicas,
e [ paso a 95°C durante 5 minutos
e Agregado de 1U de Taq Polimerasa por muestra (Hot Start PCR)
e 35 ciclos consistentes en los siguientes 3 pasos,

o I paso a 95°C durante 1 minuto
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o I paso a 55°C durante | minuto

o 1 paso a 72°C durante 1 minuto

e | paso final de extension a 72°C durante 5 minutos

Digestion Enzimatica
Para la identificacion de las variantes alélicas se realizé una digestion enzimatica con la
enzima Eag | (New England Biolab) durante 3 hs. y una posterior corrida electroforética

en un gel de agarosa al 2%.

Para la digestion se prepar6 una solucion en un volumen final de 20 pl que contenia,
e Buffer del fabricante de la enzima 2 ul
o FEnzima3 U
e Producto amplificado 7,5 ul

e H20 para completar volumen

La corrida electroforética se realizd durante 40 minutos.

El patron de bandas observadas permitia identificar los 3 genotipos posibles, ya que el

polimorfismo G1465A elimina el sitio de restriccion.
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Figura 1. A) Secuencia flanqueante nucleotidica y aminoacidica del polimorfismo
G1465A. Sitio polimérfico indicado en azul. B) Sitios de Restriccion de Eagl, donde
puede observarse que el cambio de G por A resulta en la pérdida del sitio de
reconocimiento (a la derecha) y la falta de corte por parte de la enzima. C) Gel de
Agarosa al 2% de producto de amplificacion digerido, donde se observan 2 bandas (a la
izquierda) y 3 bandas (a la derecha) indicativas de los genotipos G/G y G/A,

respectivamente.
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Estadistica

Las frecuencias de los alelos y genotipos entre pacientes y controles, asi como entre los
diferentes subgrupos de pacientes, fueron comparadas utilizando la prueba de chi
cuadrado o el test exacto de Fisher segtin correspondiese por las frecuencias esperadas.
Las variables continuas fueron comparadas con test t o de Mann-Whitney seglin
correspondiera a la distribucion de las variables. Se establecio un nivel de significancia
bilateral en 0,01.

El equilibrio de Hardy-Weinberg en controles fue probado con test exacto. Este
principio asume que, bajo ciertas condiciones, luego de una generacion de
entrecruzamiento al azar, las frecuencias genotipicas de un solo locus genético quedaran
fijas en un particular valor de equilibrio. También especifica que las frecuencias en
equilibrio pueden ser representadas como el producto de la funcion que relaciona las
frecuencias alélicas, para nuestro caso de un solo locus bialélico la funcién de equilibrio
estd dada por: p*+2pq+q’=1, donde p representa al alelo dominante (G) y q al alelo
recesivo (q). Es decir, que mediante el test exacto contrastamos la hip6tesis nula de
equilibrio.

Como estimacion del efecto conferido por la variante alélica polimoérfica utilizamos la
medida de riesgo Odds Ratio. Este junto a sus intervalos de confianza fue estimado a
partir de las respectivas tablas de contingencia. En consecuencia obtuvimos una medida
de riesgo univariada no ajustada aplicando la formula: OR=ad/bc; donde a representa a
los sujetos enfermos con el genotipo AG, d a los sujetos sanos con el genotipo GG, b a
los sujetos sanos con el genotipo AG y ¢ a los sujetos enfermos con el genotipo GG.

Se utilizé como herramienta informatica el paquete SPSS version 11.5
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Sujetos Analizados

Se incluyeron 102 pacientes y 71 controles sanos no relacionados sin antecedentes
comiciales o de enfermedad neuroldgica.

Las caracteristicas clinicas de los sujetos incluidos, asi como las presentadas por sujetos

evaluados en otros estudios que han investigado esta variacién genética, se resumen en

la tabla 1.
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PCR

Se realiz6 optimizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa mediante
determinacion empirica de las mejores condiciones de ciclado. Este procedimiento,
luego de varios ensayos, resulté en las condiciones descriptas en la seccion de

metodologia desarrollada.

RFLP

Se realiz6 optimizacion de la reaccion de digestion enziméatica mediante determinacién
empirica de las mejores condiciones fisico-quimicas, en particular tiempo de digestion y
concentracion enzimatica. Se hicieron ensayos por duplicado en las diferentes
condiciones y aquella que mostré 100% de reproducibilidad fue la que resulté en las

condiciones descriptas en la seccion de metodologia desarrollada.

Analisis de la Distribucion de Frecuencias Genotipicas

La distribucion de los genotipos y las frecuencias alélicas del polimorfismo G1465A
del gen codificante de GABBR1 en pacientes y controles se resume en la tabla 2. La
distribucion genotipica de los controles se ajusta al equilibrio de Hardy-Weinberg (p=
1), mientras que no ocurre lo propio con la distribucién de los casos (p= 0,00069).

La frecuencia de los genotipos fue diferente entre los casos y los controles (p=3,788e-
08), no habiendo diferencias en el resto de las variables demogréficas analizadas entre
estos 2 grupos de sujetos. El genotipo A/G fue encontrado en 49 pacientes (48%) y en

6 controles (8,5%). La portacién del genotipo A/G confiere entonces, un riesgo 10 veces
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mayor para el desarrollo de EMTEH que la portacion del genotipo G/G. (OR10,016; IC

95% 3,98-25,18)

Tabla 2. Distribucion de Genotipos del Polimorfismo G1465A del gen GABBRI1 en

pacientes con EMTEH y Controles

Polimorfismo Casos Controles ODDS RATIO Valor de p
G1465A N=102 N=71

A/A 0 0 N/A p=3.788e-08*
A/G 49 (48) 6 (8,5) 10,016 (3.98-25.18)**

G/G 53 (52) 65 (91,5) I (grupo de referencia)

1
Los valores expresados como n (%)

*Valor de p estimado a partir de X* de Pearson con correccion de Yates

**#0OR no ajustado
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Figura 2. Corrida Electroforética en Agarosa con Tincién con Bromuro de Etidio, donde
puede observarse el producto de la digestion enzimética. Panel A. calle 1: marcador de
peso molecular. Calles 2-3: G/G. calle 4: G/A. calle 5: G/G. calle 6-7: G/A. Panel B.
calle 1: marcador de peso molecular. calles 2 no aplica. calle 3: G/A. calles 4-5: G/G.

calle 6: G/A. calle 7: G/G. calle 8: G/A
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Panel A

Caso 3 Caso 67 Caso 45 Control 2 Control 34 Caso 66

G/G G/G G/A G/G G/A G/A
Panel B

Caso28 Caso29 Control 15 Caso7 Casoll Caso 12

G/A G/G G/G G/A G/G G/A
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Analisis de la Asociacion entre la Variante Alélica y las caracteristicas clinicas de los

pacientes

No encontramos asociacion entre caracteristicas clinicas particulares de los pacientes
analizados y la presencia de la variante genética investigada. En efecto no hubo
diferencias en la frecuencia de antecedentes familiares positivos para eventos
comiciales, convulsiones febriles en la infancia o eventos trauméticos entre los 2 grupos
de pacientes (G/G vs. G/A). Tampoco la hubo con la frecuencia mensual de crisis
presentada por los enfermos o con el grado de respuesta al tratamiento. Aunque la
frecuencia de crisis comiciales durante el suefio y de cluster de crisis parciales resultd
mayor en el grupo de sujetos portador del genotipo G/G, esta diferencia no alcanzé
significancia estadistica. Sin embargo, nuestro estudio no contaba con la potencia
estadistica suficiente para demostrar este objetivo secundario. (ver tabla 3)

Tabla 3. Variables Analizadas en pacientes con EMTEH

Variables G/A G/G Valor de p
N=49 N=53

Hombres, n (%) 23 29 NS

Mujeres n (%) 27 23 NS

Edad de inicio 17,36 15,68 NS

de Epilepsia

media en afios

Historia de 13 (26,5) 17 (32,1) NS

Convulsiones

Febriles, n (%)

Historia 9(18,4) 10 (18,8) NS

Familiar de

CF/Epilepsia,

n (%)

Estado de mal, 10 (20,4) 10 (18,8) NS

n (%)

Cluster, n (%) 10 (20,4) 6 (11,3) NS

Nocturnas, 27 (55,1) 23 (43,4) NS

n (%)

Frec Mensual 1-2 3-4 NS

mediana

Refractariedad, 26 (53,1) 34 (64,15) NS

n (%)
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En el presente estudio hemos observado que el polimorfismo G1465A del gen
codificante de GABBR1 es un marcador de riesgo para el desarrollo de EMTEH en la
poblacién investigada.

Esta asociacion fue originalmente reportada por Gambardella y col. en una poblacion de
pacientes italianos con diagnoéstico de Epilepsia del Lobulo Temporal [56]. Nuestros
resultados, obtenidos en una poblacién independiente, confirman los hallazgos
originales. El primer grupo de pacientes incluyd un niimero pequefio de sujetos con
Esclerosis del Hipocampo. Por el contrario, nuestro grupo de pacientes esta formado
exclusivamente por sujetos con Epilepsia del Loébulo Temporal con Esclerosis del
Hipocampo. Aunque, nuestra estimacion del efecto conferido por el polimorfismo es de
menor magnitud que la observada por Gambardella, si lo es la prevalencia del
polimorfismo, sugiriendo esto que nos encontramos ante un grupo de pacientes mas

homogéneo y reforzando la asociacion observada.

En cambio, seis recientes reportes fallaron en encontrar esta asociacion estudiando
pacientes provenientes de diferentes grupos étnicos. El polimorfismo G1465A no fue
asociado con un riesgo a padecer Epilepsia del Lobulo Temporal en investigaciones
desarrolladas en los Estados Unidos [63], Francia [77], Gran Bretafia [78], Australia
[64], China [66] y Austria [67]. Diferencias étnicas parecerian jugar un rol en la
obtencion de resultados conflictivos en estudios de asociacion genética. Estas
diferencias podrian aparecer porque el grado de desequilibrio de ligamiento entre el

alelo causante de la enfermedad y los posibles alelos marcadores difiere segtn la
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poblacidn investigadaesta, porque existe heterogeneidad alélica entre diferentes grupos
étnicos o porque la asociacion estd modificada por otros factores genéticos o
ambientales que varian entre los grupos estudiados [53]. Ya que nuestro grupo de
pacientes es comparable en cuanto a las variables clinicas con las diferentes poblaciones
estudiadas, creemos que las diferencias observadas entre nuestros resultados y los arriba
referidos dependen de factores étnicos. Durante los pasados siglos XIX y XX,
Argentina tuvo una muy importante inmigracion que model6 su composicion étnica.
Entre 1857 y 1958 las principales corrientes inmigratorias provinieron de Italia y
Espafia dando cuenta de un 46 y 33% [79], respectivamente del total. El resto de la
inmigracion provino de diferentes nacionalidades, incluyendo a Francia, Alemania,
Gran Bretaiia e Irlanda. En el mismo sentido, un estudio de genética poblacional
efectuado en Buenos Aires mostr6 que la contribucion europea al pool genético de la
poblacion estudiada podia ser estimado en un 67,55% [80]. En consecuencia, creemos
que nuestro hallazgo positivo obedece a la posible similitud étnica con la poblacién
investigada en el reporte original como resultado de nuestra particular historia

inmigratoria.

Otra explicacion podria ser que los resultados de Gambardella y los nuestros fueran
falsamente positivos. Muchos autores se han expresado sobre las posibles causas de la
frecuente falta de replicacion de estudios inicialmente positivos en epidemiologia
genética [53, 81]. Una de las més frecuentemente indicadas como responsable de este
fenomeno ha sido la no manifiesta presencia de estratificacion poblacional [82, 83]. Este

concepto indica que la asociacion es espurea, a diferencia de los argumentos poblacion-
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especifico postulados en el parrafo anterior, como consecuencia de una inadvertida
composicion de la poblacién estudiada en la que no hay completa coincidencia étnica
entre el grupo de sujetos enfermos y los controles sanos observandose en consecuencia
una asociacion dependiente de esta composicion y no necesariamente de la presencia o
ausencia de enfermedad. Sin embargo, se ha postulado que sélo ante situaciones
extremas, como la presencia de unos pocos grupos étnicos y grandes diferencias entre
estos grupos en las frecuencias genotipicas y en la tasa de enfermedad, ésta situacion
podria provocar un sesgo importante [84]. Mas aun, estudios de simulacion
desarrollados en poblacién con alto entrecruzamiento genético en su historia, como
podria ser la nuestra, también concluyen que un sesgo importante s6lo podria observarse
en escenarios muy poco realistas como ser, la presencia de s6lo dos grupos étnicos
estructurados y con amplias diferencias en las tasas de prevalencia de enfermedad entre
ellos [85]. Tomando en cuenta que nuestra poblacion muy probablemente incluye
mucho mas que dos grupos étnicos y que no hay reportadas importantes diferencias en
la prevalencia de Epilepsia Mesial Temporal con Esclerosis del Hipocampo en las
diferentes etnias, consideramos que la estratificacién poblacional no es un sesgo

importante en nuestros resultados.

Otra explicacion para los resultados falsos positivos es la presencia del azar [53]. Para
controlar esta situacion, algunos investigadores han sugerido que s6lo se acepten como
evidencia de rechazo de la hip6tesis nula de no asociacion a valores de p altamente
conservadores, como ser en el orden de 1 x 10-8 [81]. Esto se basa en la hipdtesis que

postula que todos los estudios posibles de epidemiologia genética a ser efectuados
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deberian considerarse como una de multiples comparaciones efectuadas para probar la
hipétesis de “variante comun-enfermedad comun” y en consecuencia correcciones al
valor de significancia deberian realizarse. De todos modos, el nivel de significancia
observado en nuestro estudio hace altamente improbable que el azar sea la causa de

nuestros hallazgos.

Un andlisis detallado de los pacientes italianos del reporte inicial muestra que esta
asociacion es mas fuerte en aquellos pacientes con formas de epilepsias méas severa y de
comienzo mas temprano.[56] Aunque los pacientes con EMTEH tienen mas
posibilidades de padecer epilepsia refractaria al tratamiento farmacoldgico [68],
nuestros resultados no apoyan la existencia de asociacion entre el polimorfismo

investigado y este subtipo de pacientes.

La caracterizacion molecular del gen GABBRI1 ha revelado la existencia de 5
polimorfismos que resultan en cambios de la secuencia aminodacidica [86]. Aquel que
cambia una glicina por una serina en la posicion 489, dentro de la porcion N-terminal
del receptor GABA B es el que ha sido investigado por nosotros. Es posible que esta
mutacion, que afecta la porcidn extracelular, altere sitios de unioén a ligando que resulten
en un funcionamiento ineficiente del receptor contribuyendo al mecanismo
epileptogénico. Una de las formas de analizar el efecto de una mutacion puntual en la
funcion proteica, es mediante el andlisis del grado de conservacion entre especies de la
posicion aminoacidica polimérfica que permite predecir el efecto causal de la mutacion

puntual [87]. En este sentido, la posicion 489 resulta altamente conservada, ya que un
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anélisis de homologia entre 18 especies la mostr6 conservada en 14 de ellas. (ver figura
2) Esto apoya la posibilidad que el polimorfismo G1465A sea funcional. Mas atn, la

sustitucion de una glicina por una serina disminuye la probabilidad de ajuste al modelo
de dominio funcional de receptor ANF utilizando el programa HMMER?2 [88] sobre la

base de datos PFAM [89].

Variantes alélicas del gen GABBRI resultan ser un marcador de riesgo biol6gicamente
plausible para el desarrollo de EMTEH. Estudios en humanos y en modelos animales
han mostrado el rol de la transmision gabaérgica, a través del receptor tipo B, en la
epileptogénesis de la Epilepsia del Lobulo Temporal. Ratones que carecian del gen para
GABBRI desarrollaban un fenotipo similar a la ELT humana caracterizado por
convulsiones, actividad epileptiforme en el EEG y trastornos de memoria [70]. Ademas,
la region CA3 del hipocampo de estos ratones resulté mas excitable que la de aquellos
que expresaron GABBRI; esta situacion parece estar mediada por receptores
glutamatérgicos tipo NMDA que provocan cambios cronicos plasticos en redes
neuronales del hipocampo [71]. En el mismo sentido, un aumento de un 172% de la
expresion de GABBRI fue encontrada en hipocampos de pacientes con EMTEH en
comparacion con la de hipocampos no epilépticos [90]. Princivalle y col, también
encontraron un aumento en los niveles de ARNm de GABBR1 y GABBR?2 en distintas
regiones de tejido hipocampal proveniente de pacientes con EMTEH [72]. Estos
cambios podrian reflejar la activacion de mecanismos tendientes a contrarrestar la
hiperexcitabilidad neuronal mediante una inhibicion glutamatérgica presinaptica. [72]

Ha sido planteado que la Esclerosis del Hipocampo pueda ser consecuencia de una
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malformacion del desarrollo cortical [73], resulta interesante entonces, que GABBRI
podria ser importante en la maduracion y organizacion de la corteza cerebral a través de
la regulacion de procesos migratorios durante la corticogenesis y la modulacion de la
transmision sindptica [91, 92]. En este sentido, Lopez Bendito demostr6 que el bloqueo

de GABBR1 impide la migracion tangencial interneuronal durante el desarrollo [76].

Las hipotesis sobre cual o cuales son las causas de la EMTEH siguen siendo muchas
[64]. Tradicionalmente, la EMTEH no ha sido considerada un trastorno genético. El
sindrome de EMTEH rara vez es observado en mas de un miembro en una familia,
aunque si fue observada una alta frecuencia de convulsiones febriles en otros miembros
de la misma [55]. No hay una alta concordancia entre gemelos, aunque si hay reportes
de agregacion familiar de caracteristicas estructurales del hipocampo [93]. Variantes
alélicas en los genes codificantes de Interleukina 13[94], APOE[95], Proteina
Pri6nica[60], prodinorfina[67] y KCNJ10[96] han sido identificadas como marcadores
de un riesgo aumentado para el desarrollo de ELT. Los resultados de nuestro trabajo,
apoyan la importancia de los factores genéticos en el desarrollo de EMTEH,

considerandola una enfermedad multifactorial con herencia compleja.

Nuestra observacion de una mayor frecuencia de crisis comiciales durante el suefio en
los enfermos portadores del genotipo A/G resulta interesante a la luz del rol que el
receptor para GABAB tiene en modular el suefio REM [97]. Teniendo en cuenta la mas
amplia epileptogenicidad postulada como consecuencia de una hipofuncion de

GABBR1[70], también resulta remarcable la tendencia observada hacia una asociacion
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entre la variante alélica investigada y una mayor posibilidad de presentar crisis parciales

en cluster.
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Nuestros resultan indican que el polimorfismo G1465A del gen que codifica para la
subunidad 1 del receptor para GABA tipo B podria ser un marcador de riesgo para el
desarrollo del sindrome de la Epilepsia Mesial Temporal con Esclerosis del Hipocampo

en determinados grupos poblacionales.
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