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RESUMEN

La epilepsia es la enfermedad neurolégica mas comun y aproximadamente el 30% de
los pacientes que la padecen no responden al tratamiento con farmacos, es decir,
tienen epilepsia refractaria. La epilepsia de I6bulo temporal (ELT) es la forma mas
frecuente de epilepsia focal en adultos y la mayoria de los pacientes con ELT
presentan esclerosis hipocampal (EH). Por otro lado, se estima que la incidencia de
convulsiones en pacientes con tumores cerebrales (EPT) varia entre el 30% y el 100%.
Varios estudios sugieren que existe un ciclo de retroalimentacion positiva entre la
epileptogénesis y la inflamacion cerebral. Asi mismo, se sabe que la inflamacion puede
ser modulada por la apolipoproteina E (ApoE). En México, son pocos los trabajos que
estiman la influencia de factores genéticos y la neuroinflamacion en el curso de la
epilepsia, por tal motivo, en este estudio se analizaron algunas variantes presentes en
los genes PTGS2, CR1, CRP, TNF-q, IL-1¢, IL-14, IL-6, IL-10, y ApoE, en pacientes
mexicanos que presentan epilepsia refractaria de l6bulo temporal, con o sin EHy EPT.
Se identificaron las siguientes asociaciones: a) los genotipos G/G y G/G de las
variantes rs1800795 (IL6) y rs20417 (PTGS2), respectivamente, con la EPT. b) El
genotipo G/G de rs1799724 (TNF- a) con la EH. c¢) El genotipo C/G (rs1800947) y G/G
(rs20417) localizados en CRP y PTGS2, respectivamente, con ELT. Por ultimo, se
observé que la combinacién del alelo €é4 de ApoE con el genotipo G/G (rs1800795) de
IL-6 y G/G (rs20417) de PTGS2 se encuentra asociada con ELT. Estos resultados
presentan posibles marcadores genéticos asociados a la inflamacion para la ELT, EH

y EPT.



ABSTRACT

Epilepsy is the most common neurological disease and approximately 30% of patients
who suffer from it do not respond to drug treatment, that is, they present drug-resistant
epilepsy. Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most frequent form of focal epilepsy in
adults and the majority of patients with TLE hippocampal sclerosis (HS) is also present.
On the other hand, it is estimated that the incidence of seizures in patients with brain
tumors (EPT) varies between 30% and 100%. Several studies suggest that there is a
positive feedback loop between epileptogenesis and brain inflammation. Similarly, it is
known that inflammation can be modulated by apolipoprotein E (ApoE). In Mexico,
there are few articles estimating the influence of genetic factors and neuroinflammation
in the course of epilepsy. For this reason, in this study, some variants present in
PTGS2, CR1, CRP, TNF-qa, IL-1¢, IL-14, IL-6, IL-10, and ApoE genes were evaluated
in Mexican patients with refractory TLE with and without HS, and EPT. The following
associations were identified: a) G/G and G/G genotypes of the variants rs1800795 (IL6)
and rs20417 (PTGS2), respectively, with EPT. b) The G/G genotype of rs1799724
(TNF-a) with HS. c) The genotype C/G (rs1800947) and G/G (rs20417) located in CRP
and PTGS2, respectively, with TLE. Finally, it was observed that the combination of the
&4 ApoE allele with the G/G genotype (rs1800795) of IL-6 and G/G (rs20417) of PTGS2
is associated with TLE. These results present possible genetic markers associated with

inflammation for TLE, HS and EPT.
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1. INTRODUCCION

1.1. Definicién de epilepsia

Con mas de 50 millones de personas afectadas en todo el mundo, la epilepsia es la
enfermedad neuroldgica mas comun (Moshé et al., 2015). Se define como una familia
de padecimientos diversos, caracterizado por convulsiones recurrentes que resultan
de la actividad anormal de las neuronas en el sistema nervioso central (SNC) (Fisher
et al., 2014). Una convulsion, o crisis epiléptica, es un evento en el que hay una
excitacion anormal de una poblacién neuronal, donde los grupos de neuronas se

vuelven hiperexcitables (Scharfman, 2007).

En 2005, la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE; por sus siglas en inglés
International League Against Epilepsy), utilizé6 como criterio practico para definir esta
enfermedad: “la ocurrencia de dos o mas crisis epilépticas no provocadas con mas de
24 horas de diferencia”. Posteriormente, en el 2014, la ILAE ampli6é este criterio a “la
aparicion de convulsiones recurrentes hasta en un periodo de 10 afios y el diagndstico
de sindrome epiléptico” (Cruz-Cruz et al., 2017). La ILAE acepté las recomendaciones
de un grupo de trabajo que altera la definicion practica para circunstancias especiales
gue no cumplen con los dos criterios de ataques no provocados. Propuso que la
epilepsia se considere definida por cualquiera de las siguientes condiciones: (1) Al
menos dos crisis epilépticas no provocadss (o reflejas) que ocurren con una
separacion mayor a 24 horas; (2) una crisis no provocada (o refleja) y una probabilidad

de ataques adicionales similares al riesgo general de recurrencia (al menos del 60%)



después de dos ataques no provocados, que ocurran en los proximos 10 afios; (3)

diagnostico de un sindrome de epilepsia (Fisher et al., 2014).

1.2. Prevalencia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, existen alrededor de 50 millones
de personas con epilepsia en el mundo (World Health Organization, 2019). Se estima
que la prevalencia es mas baja en paises desarrollados (Estados Unidos y Europa) en

comparacién con paises en desarrollo (América Latina y Africa).

La prevalencia de la enfermedad es de 3.3 a 6.8 casos por cada 1000 habitantes en
Europa y América del Norte; de 2.4 a 10.7 casos por cada 1000 habitantes en Asia; de
5.1 a 57 casos por cada 1000 habitantes en América Latinay de 4.3 a 74.4 casos por
cada 1000 habitantes en Africa (Nwani et al., 2015). En México, la prevalencia
estimada es muy alta, ya que oscila entre 11.4 a 20.3 por cada 1000 habitantes

(Programa Prioritario de Epilepsia, 2018).

1.3. Etiologia

La epilepsia es, en la mayoria de los casos, de tipo multifactorial, es decir, es el
resultado de la interaccion de factores tanto genéticos como ambientales y también
puede ser influenciada por variables como fiebre, ciclo menstrual, uso de drogas, etc.
Sin embargo, en la mayoria de los casos, hay una causa predominante a la que se
asigna su origen, por ejemplo, si la epilepsia ocurre como un evento subyacente a la

presencia de un tumor, se le asignara el nombre de epilepsia secundaria a tumor. En



la practica clinica, existen muchas razones obvias por las cuales dicha asignacion de

causa predominante es necesaria y valiosa (Shorvon, 2011).

De acuerdo con la ILAE, las causas de la epilepsia pueden ser:

1) De origen genético, donde la epilepsia es, como se entiende, el resultado directo de
un defecto genético conocido o presunto en el que las convulsiones son el sintoma

central del trastorno.

2) De origen estructural/metabdlico, donde conceptualmente existe una condicion o
enfermedad estructural o metabdlica (por ejemplo, trauma, apoplejia, tumor, infeccidn,

etc.), que se ha demostrado que esta asociada con el riesgo de desarrollar epilepsia.

3) De causa desconocida, para designar que la naturaleza de la causa subyacente es
aun desconocida; puede tener un defecto genético o puede ser la consecuencia de un

trastorno separado aun no identificado (Berg et al., 2010).

1.4. Clasificacion

La clasificacién de las epilepsias y las convulsiones ha evolucionado draméaticamente
desde su inicio en 1960. Los cambios en esta clasificacion reflejan los avances en la
comprension de los patrones fenotipicos y los mecanismos subyacentes, basados en
las contribuciones aportadas por la investigacion clinica y basica de todo el mundo

(Scheffer et al., 2017).



La ILAE clasifica principalmente a las epilepsias de acuerdo con su etiologia. Sin
embargo, cada epilepsia y cada paciente pueden clasificarse con base a otro tipo de
caracteristicas especificas. Estas incluyen la edad de inicio, los antecedentes
cognitivos y de desarrollo, los examenes motores y sensoriales, las caracteristicas
observadas en el electroencefalograma (EEG), factores secundarios como presencia
de fiebre, ciclo menstrual, drogas, estrés, trastornos del suefio, etc. Comunmente, las
epilepsias suelen clasificarse de acuerdo con la edad de inicio (por ejemplo, la
epilepsia neonatal “benigna” y la epilepsia juvenil con ausencias); también
dependiendo de la region del cerebro donde se localiza la zona epileptogénica (por
ejemplo, la epilepsia del I6bulo temporal y la epilepsia de I6bulo parietal) (Berg et al.,

2010).

Asi mismo, la ILAE recomienda que las convulsiones sean descritas segun sus
manifestaciones motoras, cognitivas, y sensoriales (Berg & Millichap et al., 2013). El
objetivo principal de clasificar a las convulsiones es proporcionar un marco de
comunicacién para el uso clinico, es decir, que esta clasificacién se convierta en una
forma abreviada de comunicacién en todo el mundo entre los médicos que atienden a
personas con dicho padecimiento. Ademas, algunas agencias reguladoras aprueban
medicamentos o dispositivos indicados para tipos de convulsiones determinadas. Por
altimo, la clasificacion de las convulsiones podria proporcionar un enlace util a

sindromes o etiologias especificas.



Dependiendo del tipo de crisis, la ILAE clasifica a la epilepsia en cuatro categorias:

1) Origen focal: "Cuando se originan dentro de redes neuronales limitadas a un
hemisferio". Pueden estar discretamente localizadas o distribuidas mas ampliamente

y pueden originarse en estructuras subcorticales.

2) Origen generalizado: “Aquellas originadas en algun punto en redes neuronales
distribuidas rapida y bilateralmente". La clasificacion de una crisis con inicio
aparentemente generalizado no descarta un inicio focal no detectado debido a las
limitaciones de los métodos clinicos actuales, pero esto es mas un problema de

diagnéstico correcto que de clasificacion.

3) Origen desconocido: Los médicos suelen observar convulsiones sin inicio o incluso
en ausencia de conocimiento sobre su origen, por lo que se decidi6 clasificar
provisionalmente estas crisis. La ILAE ha proporcionado una descripcibn mas
detallada de estas crisis de inicio desconocido cuando se observan caracteristicas
clave, como lo es la actividad ténico-clénica o la pérdida del conocimiento durante el

curso de la convulsion.



4) Convulsion no clasificada: Por ultimo, puede ser imposible clasificar una convulsion,
ya sea porgue se tiene informacion incompleta o debido a su naturaleza inusual, en
cuyo caso se denomina una convulsion no clasificada. Esta categoria debe usarse solo
cuando el médico confia en que el evento es una crisis, pero no puede clasificarlo mas

alla del evento.

La ILAE re-clasificé las convulsiones recientemente como se muestra en la Figura 1

(Fisher et al., 2017; Brodie et al., 2018).



Clasificacion de los Tipos de Convulsiones de la ILAE 2017

2
( De Origen Focal } De Origen Generalizado De Origen Desconocido
Consciente | Perdida de la motor \ / Motor N
consclencia Tétiico-Clénica Ténico-Clonica
Clénica Espasmos Epilépticos
De Origen Motor \ Tonica
/ g- Mioclénica No Motor
Alfomatismos Miocl6nica-Ténica-Clonica Arresto del Comportamiento
Atonico Mioclénica-Aténica K > |
Clénico Atoénica
Espasmos epilépticos Espasmos Epilépticos
Hipercinética
Miclénica . [ No Clasificado ]
Ténica No Motor (Auscencia)
Tipica
De Origen NO Motor Atipica
Autonémico Mioclonica
Arresto del Miclonia de parpados
Comportamiento
Congnitivo
Emocional

k Sensorial /

[ De Focal a Bilateral de tipo ]

Toénico-Clonica

Figura 1. Clasificacion de la epilepsia. Las convulsiones se pueden clasificar en cuatro grupos: de
origen focal, de origen generalizado, de origen desconocido y no clasificado. Las de origen Focal se
pueden subdividir en aquellas crisis donde se pierde la consciencia y en aquellas donde no, aunque al
igual que con las de origen generalizado y de origen desconocido, también se pueden subdividir en de
origen motor y no motor. En el caso de las de Origen Generalizado las crisis de origen no Motor también
se les llama crisis de ausencia. Por otra parte, una convulsiéon puede pasar de un origen Focal a uno
Bilateral (Generalizado) antes llamadas “crisis parciales secundariamente generalizadas”. Imagen
modificada de: Fisher et al., 2017.

1.5. Epilepsia farmacorresistente
Actualmente existen mas de 25 farmacos antiepilépticos (FAE) que tienen el objetivo
de suprimir o disminuir el nimero de crisis convulsivas. Estos actian sobre diversos

mecanismos y dianas moleculares implicadas en la regulacién de la excitabilidad



neuronal (Perucca & Mula, 2013). Sin embargo, aproximadamente el 30% de las
personas con epilepsia no responden a los FAE, lo que se conoce como
farmacorresistencia. En México, un estudio (Martinez-Juéarez et al., 2012) encontré que
el 56% de los pacientes con epilepsia que ingresan en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia "Manuel Velasco Suarez", presentan resistencia a los
medicamentos. Esto no es sorprendente dado que todos los farmacos actuales,
simplemente reducen la incidencia de las convulsiones ("antiictogénico™) y no
interfieren con la historia natural de la epilepsia. Por lo tanto, no son antiepilépticos
per se ya que no son capaces de prevenir la epilepsia, interferir con el proceso de

epileptogénesis, ni curar la patologia (Pohlmann-Eden & Weaver, 2013).

La ILAE definio recientemente la farmacorresistencia en la epilepsia como "el fracaso
de un ensayo adecuado de dos programas de FAE tolerados, elegidos y utilizados
adecuadamente (ya sea en monoterapia o0 en combinacion) para lograr una libertad de
crisis sostenida” (Kwan et al, 2010). Sin embargo, esta definicion de
farmacorresistencia no es absoluta, los pacientes que no alcanzan la libertad de crisis
a menudo experimentan una reduccion en la frecuencia o gravedad de las
convulsiones cuando se les trata con los FAE. Por lo tanto, los pacientes con epilepsia
farmacorresistente experimentan una respuesta -aunque la respuesta sea
inadecuada- a los medicamentos. La farmacorresistencia, por tanto, puede ser un
“fendmeno relativo”. Varios estudios han tratado de determinar las caracteristicas del

paciente que estan asociadas con la farmacorresistencia a los FAE (Oskoui et al.,



2005; Spooner et al., 2006; Hitiris et al., 2007; Malik et al., 2008; Berg, 2009; Sillanpaa
& Schmidt, 2009). El factor mas consistente entre una amplia gama de estudios es una
alta frecuencia de convulsiones antes del tratamiento, ya que el uso de los FAE no
garantiza la libertad total de las crisis, los antecedentes familiares de epilepsia son
también un factor que se ha encontrado asociado a la farmacorresistencia. Otros
elementos que se han relacionado con la epilepsia refractaria son las convulsiones
ocasionadas por una lesion cerebral traumatica (epilepsia postraumatica), deficiencia
cognitiva, espasmos infantiles y antecedentes de convulsiones febriles neonatales. De
igual forma, se ha propuesto que las epilepsias asociadas con lesiones estructurales,
identificadas por neuroimagen, como lo son las displasias, son mas propensas a ser

intratables (Rogawski, 2013).

Se han propuesto dos hipétesis para explicar la farmacorresistencia: la del
transportador y la del objetivo. La hip6tesis del transportador se relaciona con los
aspectos farmacocinéticos. En general, los transportadores de eflujo pueden contribuir
significativamente a la funcién de la barrera hematoencefalica (BHE). Estas moléculas
median un transporte activo desde el parénquima cerebral en direccion a la luz capilar,
lo que limita la penetracion de sustratos, como los FAE, al cerebro. Varios estudios
han observado una sobreexpresion del transportador de eflujo glicoproteina-P (P-gp)
en el tejido cerebral de pacientes con epilepsia farmacorresistente (van Vliet et al.,

2004; Volk et al., 2004; Seegers et al., 2002). Ademas, estudios en roedores



demostraron que cuando se les induce la sobreexpresion de la glicoproteina-P se limita

la penetracion al cerebro y la eficacia de los farmacos antiepilépticos (Potschka, 2010).

La hipétesis del objetivo postula que las alteraciones en las propiedades de los
objetivos de los FAE producen una disminucion de la sensibilidad al farmaco y, por lo
tanto, conducen a la refractariedad (Tang et al.,, 2017). Para mostrar actividad
antiepiléptica, un medicamento debe actuar sobre una o mas moléculas diana en el
cerebro. Estos objetivos incluyen canales iénicos, receptores de neurotransmisores y
transportadores o enzimas metabdlicas involucradas en la liberacién, captacion y
metabolismo de los neurotransmisores. Esta hipotesis plantea que alteraciones en las
propiedades de estos objetivos impiden una interaccion adecuada con los FAE lo que
termina impidiendo que estos ejerzan su efecto de manera adecuada. Segun los
objetivos especificos involucrados en los mecanismos de los FAE, estos se pueden
dividir en medicamentos que actian mediante (a) la modulacion de los canales i6nicos
dependientes de voltaje (incluidos los canales de sodio, calcio y potasio); (b) mejora
de la inhibicion sinéptica (por ejemplo, potenciando la inhibicién mediada por el acido
y-aminobutirico [GABA]); (c) inhibicion de la excitacion sinaptica (por ejemplo,
mediante el bloqueo de los receptores de glutamato) (Schmidt & Ldscher, 2005). Por
ejemplo, se ha observado en pacientes con epilepsia que hay cambios en los canales
de sodio y calcio dependientes de voltaje, asi como en la estructura de la subunidad
del receptor GABA-A, lo que provoca una eficacia reducida de varios farmacos

antiepilépticos (Remy & Beck, 2005). Estos cambios moleculares en los objetivos
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farmacoldgicos pueden ser intrinsecos (polimorfismos) o adquiridos (por proceso de
enfermedad, convulsiones, farmacos, etc.), y ambos pueden conducir a una

sensibilidad reducida de los FAE (Sharma et al., 2015).

Las hipotesis del objetivo y del transportador son las mas citadas para explicar la
epilepsia refractaria, pero ninguna, por si sola, explica completamente las bases

neurobiologicas de la farmacorresistencia (Tang & Bauer, 2017).

1.6. Epilepsia del I6bulo temporal

La epilepsia del I6bulo temporal (ELT) es la forma mas frecuente de epilepsia focal en
adultos (Cendes et al., 2014) y representa cerca del 40% de los casos totales de
epilepsia (Mériaux et al., 2014). Existen dos tipos de ELT, mesial y lateral, clasificadas
de acuerdo con la localizacién de la zona epileptogénica. En la epilepsia del I6bulo
temporal mesial la zona epileptogénica es el hipocampo, la amigdala y el subiculum,
y la zona epileptogénica de la epilepsia del I6bulo temporal lateral es la neocorteza

(Figura 2).
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Lobulos temporales mediales

Figura 2. Zonas epileptogénicas en la ELT. Esquema coronal del cerebro, en verde se remarca el
I6bulo temporal. Las zonas encerradas en circulos rojos definen el area de los I6bulos temporales
mediales donde se encuentra la zona epileptogénica de la epilepsia de I6bulo temporal mesial. En los
recuadros azules se encierra la neocorteza, donde se encuentra la zona epileptogénica de la epilepsia
de [6bulo temporal lateral. Modificado de: http://thaiepilepsysociety.com/wp-
content/uploads/2013/07/Seizure-semiology EST 09092018 handout_Lunliya.pdf

Més del 80% de los pacientes con ELT tiene la forma mesial y a menudo presentan
resistencia al tratamiento farmacolégico (Quarato et al., 2005). El sintoma tipico de
este tipo de epilepsia son las crisis parciales complejas, que se acompafian con una
alta probabilidad de aura (sensacion previa a la convulsion). Para un paciente, el aura
puede presentarse como una molestia epigastrica, a veces descrita como nauseas o

sintomas psiquiatricos, incluido el miedo o ansiedad (Kawamura et al., 2016).
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La ELT mesial se caracteriza por presentar neurodegeneracion, conexiones
aberrantes y astrogliosis en el hipocampo (Steinhauser & Seifert, 2010). También se
asocia con una neurogénesis aberrante, la cual se incrementa durante la fase
temprana de la epilepsia y posteriormente disminuye durante la fase cronica de la
enfermedad (Marta, 2011). El I6bulo temporal es la principal estructura involucrada en
los procesos de aprendizaje, memoria y el comportamiento afectivo. El dafio a esta
estructura, generado como el resultado de la presencia de convulsiones espontaneas
recurrentes, ocasiona deterioro de la memoria, ansiedad y depresién (Helmstaedter,
2002). Las complicaciones cognitivas de la epilepsia son diversas lo que disminuye en

gran medida la calidad de vida de los individuos (Vrinda et al., 2018).

1.7. Esclerosis hipocampal

La mayoria de los pacientes con ELT mesial, presentan esclerosis hipocampal (EH),
también llamada esclerosis mesial temporal (Figura 3). Es una lesion del hipocampo
gue se caracteriza por presentar gliosis y pérdida de neuronas piramidales, aunque la
neurodegeneracion se puede extender hacia la amigdala y la corteza entorrinal
(Kawamura et al., 2016). La esclerosis es causada por la muerte neuronal, resultado

del flujo sanguineo deficiente y/o de las alteraciones metabdlicas que se producen
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durante las convulsiones, y es la causa mas comun de la resistencia a los farmacos

en la epilepsia en adultos (Walker, 2015).

Figura 3. Resonancia magnéticade un paciente con ELT con EH. El hipocampo izquierdo es atréfico,
con pérdida de la arquitectura interna, y con una sefial hiperintensa (encerrado en rosa). Tomado de
Rodriguez, 2014.

La estructura basica del hipocampo incluye células granulares del giro dentado,
neuronas piramidales CA1-4, e interneuronas circundantes. Las células granulares y
las neuronas piramidales, forman un circuito excitador que estd modulado por
interneuronas inhibidoras. En particular, las neuronas piramidales de la region CA3,
estdn conectadas entre si por colaterales excitatorias recurrentes. Por lo tanto, el
circuito del hipocampo esta regulado por un equilibrio entre la excitacién de las

colaterales recurrentes y la inhibicibn de las interneuronas. Cuando el equilibrio
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colapsa, el circuito del hipocampo se vuelve hiperexcitable y susceptible a las

convulsiones (Kawamura et al., 2016).

Basado en los patrones de pérdida neuronal observados en la esclerosis hipocampal,
la ILAE proporciona una identificacion patolégica de tres subtipos distintos (Figura 4).
La EH tipo 1 implica pérdida neuronal en la region CA1, CA3 y CA4, mientras que la
EH tipo 2 implica solo pérdida neuronal en CAL. La EH tipo 3 describe pérdida neuronal
restringida a CA4. Las muestras de hipocampo que muestran gliosis reactiva con

poca/ninguna pérdida neuronal se clasifican como "No-EH" (Cendes et al., 2014).
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Figura 4. Subtipos histolégicos de la EH en pacientes con ELT segun la clasificacién ILAE.

Inmunohistoquimica NeuN, se observan de color café los nucleos de las neuronas: a) EH ILAE Tipo 1.
b) EH ILAE Tipo 2. ¢) EH ILAE Tipo3. d) ELT sin EH “No-EH” (modificado de Cendes et al., 2014). (CA:

Cornu Ammonis; DG: Giro dentado; Barra de escala para todas: 1,0 mm).

Existe evidencia sustancial, particularmente de modelos experimentales, que esta

pérdida neuronal en la EH estd mediada por la excitotoxicidad, la activacion de la via
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del objetivo de la rampamicina en mamiferos (mTOR), la reorganizacion de la via de

la fibra musgosa y las citocinas proinflamatorias (Tai et al., 2018).

1.8. Epilepsia asociada a tumor

Los tumores cerebrales primarios, son las neoplasias mas comunes y letales en todo
el mundo. Las convulsiones epilépticas a menudo pueden ser causadas por la
presencia de tumores cerebrales y se ha demostrado que el microambiente tumoral es
un factor importante para el desarrollo de la epilepsia (Conti et al., 2011). Se estima
que la incidencia de convulsiones en pacientes con tumores cerebrales varia entre el
30% y el 100% dependiendo del tipo de tumor (Mao et al., 2016). A menudo se
manifiestan como convulsiones focales con generalizacibn secundaria y son

refractarias al tratamiento antiepiléptico (Danfors et al., 2009).

Las convulsiones son mas comunes en pacientes que presentan tumores de bajo
grado como son los tumores neuroepiteliales, los gangliogliomas y los
oligodendrogliomas (Figura 5). En el caso de tumores cerebrales de alto grado como
el glioblastoma multiforme y los tumores metastasico, la incidencia de epilepsia es
menor (Beaumont & Whittle, 2000). Los tumores de bajo grado consisten en células
bien diferenciadas que pueden liberar neurotransmisores y otros moduladores que
estdn implicados en la epileptogénesis. Por otro lado, el crecimiento altamente
infiltrante de tumores cerebrales de alto grado puede dafar la red subcortical esencial

para la transmision eléctrica (Norden & Blumenfeld, 2002). Ademas, la gliosis y los
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cambios inflamatorios cronicos en las regiones peri-tumorales pueden provocar crisis

epilépticas (You et al., 2012).

Figura 5. Resonancias magnéticas de 2 tumores, uno de bajo y otro de alto grado. Lado izquierdo:
Resonancia magnética de un paciente con astrocitoma de bajo grado (Grado Il de la OMS; sefialado en
el recuadro rojo) que presentd convulsiones secundarias generalizadas como sintoma inicial. Lado
derecho: Resonancia magnética de paciente con ependimoma de alto grado (Grado IV de la OMS;

sefialado en recuadro rojo) (modificado de You; et al., 2012).

La ubicacién del tumor también es un factor importante para el desarrollo de epilepsia
asociada a un tumor. El crecimiento tumoral en el area subcortical, en estructuras
profundas de la linea media, tiene menos probabilidades de provocar convulsiones
(Chang et al., 2008). Se ha sugerido que la ubicacion y la proximidad del tumor a la
sustancia gris cortical, también es un factor importante en el desarrollo de la epilepsia
en pacientes con glioma (Schaller & Riiegg, 2003). En general, los tumores localizados
en lébulos frontales y temporales, asi como en el sistema limbico, son mas propensos
a causar convulsiones que aquellos localizados en otras regiones (Chang et al., 2008).

Es importante aclarar que no todos los pacientes que presentan algun tipo de tumor
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localizado histopatolégicamente en una misma region llegan a desarrollar
convulsiones. Esto sugiere fuertemente que otros tipos de factores, como los
genéticos, pueden desempefiar un papel muy importante en el desarrollo de la

epilepsia asociada con la presencia de algun tumor (Rosati et al., 2009).

En la actualidad existen dos teorias que tratan de explicar la patogénesis de la
epilepsia relacionada con la presencia de algun tumor. Una de ellas considera su
origen: el propio tumor puede liberar moléculas que podrian hacer que el tejido tumoral
sea epileptogénico, o podria cambiar el microambiente peritumoral y convertirlo en una
zona epileptogénica. La otra teoria es que el tumor, al comprimir mecanicamente el
tejido normal circundante, lo convierte en epileptogénico después de sufrir isquemia e
hipoxia. Ambos procesos podrian causar otro tipo de efectos secundarios, como son
cambios en la disponibilidad de neurotransmisores y sus receptores, cambios
metabdlicos y favorecer la respuesta inflamatoria, lo que eventualmente, puede

favorecer el desarrollo de crisis epilépticas (You et al., 2012).

1.9. Fisiopatologia de la epilepsia

La hiperexcitabilidad neuronal que ocurre durante las crisis epilépticas se debe a
cambios en las propiedades de las membranas neuronales y en su actividad eléctrica,
lo que se traduce en cambios del control homeostatico en el espacio sinaptico
(D"Ambrosio, 2004). Una convulsién se puede conceptualizar que ocurre cuando hay

una alteracion del equilibrio normal entre la excitacion (E) y la inhibicion (1) en el
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cerebro. Este desequilibrio E/I puede ser el resultado de variaciones en muchos niveles
de la funcion cerebral, desde los genes y las cascadas de sefalizacion intracelular,

hasta los circuitos neuronales generalizados (Stafstrom & Carmant, 2015).

Normalmente existe una alta concentracion de potasio dentro de una neurona y una
alta concentracion extracelular de sodio (Scharfman, 2007), asi como también de cloro
(Glykys et al., 2017). Si el equilibrio esta perturbado (por ejemplo, si el potasio esta
elevado en el espacio extracelular), esto puede conducir a la despolarizacion neuronal
y por tanto a la liberacion de neurotransmisores excitatorios (Somjen, 2002). Las
bombas presentes en la membrana plasmatica mantienen en equilibrio estos
gradientes quimicos y eléctricos, lo que plantea la posibilidad de que una anomalia en
estas bombas pueda facilitar las convulsiones (Scharfman, 2007). Una de estas
bombas es la ATPasa de sodio y potasio (NaKATPasa), y se ha demostrado en
modelos experimentales que el bloqueo de esta bomba puede llevar a una actividad
epiléptica, lo que sugiere que tiene un papel muy importante en el desarrollo de la
epilepsia (Vaillend et al., 2002). Ademas de las bombas NaKATPasa, la glia también
proporciona controles importantes sobre la concentracion de iones extracelulares, lo
que ha llevado a suponer que las células gliales son tan importantes como las
neuronas en la regulacion de la actividad convulsiva (Fellin & Haydon, 2005). Es
importante tener en cuenta que las convulsiones, por si mismas, pueden conducir a
los cambios en los gradientes transmembranales. Por ejemplo, las convulsiones son

seguidas por un aumento en el potasio extracelular lo que puede a su vez, despolarizar
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aun mas las neuronas. Por lo tanto, el potencial transmembranal es un punto de control
que, si se altera, podria provocar convulsiones y comenzar un ciclo "vicioso",
presumiblemente controlado por muchos factores que mantienen la homeostasis,

como la bomba NaKATPasa y la glia (Scharfman, 2007).

El glutamato y el acido y-aminobutirico (GABA) son los principales neurotransmisores
excitador e inhibidor, respectivamente, del sistema nervioso central. El glutamato es
un amino&cido no esencial y se produce principalmente por neuronas y células gliales
a partir de precursores locales derivados de la glucosa y el a-cetoglutarato (Frisardi et
al., 2011). El glutamato participa junto con el GABA para modular la actividad de las
neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas. La mayoria de las neuronas excitadoras en
el SNC son glutamatérgicas; ademas, se estima que mas de la mitad de las
terminaciones nerviosas liberan glutamato (Walton & Dodd, 2007). La despolarizacion
presinaptica promueve que las vesiculas sinapticas liberen su contenido de glutamato
en la sinapsis a través de la exocitosis, donde el glutamato liberado se une a los
receptores ionotrépicos y metabotropicos postsinapticos, estimulando el influjo de
cationes que despolariza a la célula postsindptica (Campos-Pefia & Meraz-Rios,
2014). Por su parte, el GABA al ser liberado por la neurona presinaptica (Figura 6)

activa a los receptores GABA-A postsinapticos y permite la entrada de aniones cloruro
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(Cl-) a través de la membrana, lo que da como resultado la hiperpolarizacion de la

neurona postsinaptica (Glykys et al., 2017).
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Figura 6. Transmision sinaptica. En esta imagen se observa el potencial de accién nervioso y la
transmision sinaptica. Se genera por la apertura sucesiva de canales dependientes de voltaje (Na+ y
K+). La transmision sinaptica se realiza mediante la liberacion de neurotransmisores en la hendidura
sindptica. Los neurotransmisores se unen al receptor de la neurona postsinaptica. Segun la naturaleza
del neurotransmisor, la unién de este sobre el receptor produce una despolarizaciéon cuando se trata de
un neurotransmisor de la via excitadora o una hiperpolarizacién cuando se trata de un neurotransmisor
de la via inhibitoria. Cuando estas dos vias se encuentran en desequilibrio, por diversos mecanismos,

se puede generar una descarga epileptiforme. Modificado de Auvin (2014).

Sin embargo, es importante sefalar que tanto el glutamato como el GABA pueden no
tener una relacion simple y directa con la presencia de las convulsiones. Una razén es
gue los receptores de glutamato y GABA pueden presentar desensibilizacion y reducir

sus efectos. Ademas, los axones de las neuronas glutamatérgicas inervan a otras
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neuronas excitatorias y a las neuronas GABAgérgicas en muchos sistemas neuronales.
Es sorprendentemente dificil predecir como la modulacion del glutamato o del GABA
influyen en la generacion de convulsiones in vivo, dadas estas caracteristicas basicas

de la transmision glutamatérgica y GABAérgica (Scharfman, 2007).

De los receptores de glutamato ionotrépicos postsinapticos, los de acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) son criticos para la neurotransmision
excitadora rapida, mientras que los de N- metil-D- aspartato (NMDAR) median gran
parte de los potenciales excitatorios postsinapticos lentos, esenciales para el
procesamiento global de la informacion (Barker-Haliski & White, 2015). El glutamato
también puede interactuar con un receptor ionotrépico adicional, el de kainato (KAR)
(Lerma & Marques, 2013) y con otros metabotrépicos, pre y postsinapticos (MGIuRs).
El efecto del glutamato sobre estos subtipos de receptores estimula una serie de
eventos pre y postsindpticos excitatorios, los cuales subyacen a la actividad neuronal
normal y anormal. En condiciones normales, el glutamato sinaptico esta sujeto a
recaptacion tanto por los astrocitos como por las mismas neuronas a través de los
transportadores de glutamato: el transportador de glutamato 1 (GLT-1) y el
transportador de glutamato/l-aspartato (GLAST) (Barker-Haliski & White, 2015),
también conocido como trasportador de alta afinidad de aminoacido excitatorio
(EAAT). El transporte de glutamato mediado por EAAT es dependiente de Na+; en
cada ciclo una molécula de glutamato se transporta junto con dos o tres iones Na+ y

un H+ al espacio intracelular a cambio de un ion de K+ que sale al espacio extracelular.
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Estos también interactGan con otras proteinas en la membrana plasmaética y estan
regulados por proteinas cinasas, factores de crecimiento y segundos mensajeros
(Robinson, 2002). Las alteraciones en este sistema regulador, asi como las
mutaciones genéticas en los transportadores y las enzimas involucradas en el
metabolismo del glutamato, pueden provocar dafios excitotoxicos debido a una
liberacion excesiva de glutamato, que a su vez puede causar la muerte neuronal

(Campos-Pefia & Meraz-Rios, 2014).

En la epilepsia, la expresion de GLT-1 y GLAST esta regulada negativamente, un
efecto que puede contribuir a un mayor dafio excitotoxico en condiciones de liberacion

cronica de glutamato provocada por las convulsiones (Barker-Haliski & White, 2015).

Hay que destacar que la descarga excesiva de glutamato por si misma no
necesariamente causa una convulsion. La sincronizacion de una red de neuronas debe
estar involucrada y existen diferentes formas en que las neuronas se pueden
sincronizar. Las interconexiones glutamatérgicas son un ejemplo de un mecanismo
gue puede conducir a la sincronizacion. Se sabe que las células piramidales de la
corteza estan ricamente interconectadas entre si por las sinapsis glutamatérgicas
(Scharfman, 2007). Las uniones gap en las neuronas corticales son otro mecanismo
para la sincronizacién pues permiten una via de baja resistencia al flujo de corriente

eléctrica de una célula a otra, de modo que las neuronas acopladas se sincronizan
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rapida y efectivamente (Traub et al., 2004). Otro mecanismo de sincronizacion implica,
paraddjicamente, inhibicion; muchas neuronas GABAérgicas hacen numerosas
conexiones a las células piramidales en un area local. Esto activa los canales i6nicos
dependientes de voltaje de las células piramidales. El resultado es una despolarizacion
gue es sincronica en un grupo de células piramidales. Algunos de los cambios que se
desarrollan dentro del cerebro de las personas con epilepsia también promueven la
sincronizacion y pueden ser una de las razones por las cuales las convulsiones son
recurrentes. Estos cambios incluyen el crecimiento de las colaterales axodnicas de las
neuronas excitatorias, por lo general las que usan glutamato como neurotransmisor,
por ejemplo, la célula granular del giro dentado (Sloviter et al., 2006). En modelos
animales de epilepsia y en pacientes con epilepsia, los axones de las células
granulares desarrollan nuevas colaterales que generan nuevos circuitos excitatorios
sinapticos. La '"reorganizaciéon sinaptica" resultante puede contribuir a la
sincronizacion, e ilustra como la plasticidad del sistema nervioso puede contribuir a la

epileptogénesis (Scharfman, 2007).

Esta sincronizacién también es apoyada por células de la glia. La actividad neuronal
induce la liberacion de glutamato desde la terminal presinaptica de la neurona. El
exceso de glutamato liberado escapa de la hendidura sinaptica y activa los mGIuRs
del grupo | (mGIuRS5 en particular) en los astrocitos, dando como resultado la activacion
de PLCp3, aumento de Ca2 + intracelular y la liberacion de glutamato de los astrocitos.

El glutamato se difunde a las neuronas vecinas (Figura 7), donde activa receptores
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NMDA extrasinapticos y receptores AMPA, lo que resulta en una potenciacion

sincronizada de multiples células piramidales (McNamara et al., 2006).

Neuronas piramidales
en CAl

§§§§
=

Astrocito

Figura 7. Gliay epilepsia. La glia puede contribuir a la sinapsis excitatoria glutamatérgica (modificado
de McNamara et al., 2006).

Por otro lado, se han considerado algunos mecanismos moleculares que podrian
conducir a la epilepsia. Se han reportado varias mutaciones en la via PI3K / IGF /
MTOR junto con malformaciones cerebrales que estan fuertemente asociadas con la
epilepsia (Guerrini & Dobyns, 2014). La activacion de esta via puede ser un paso
necesario en el crecimiento de los procesos neurales aferentes y eferentes, de modo
que la sobreactivacion de la via mTOR puede conducir a una conectividad neuronal

aberrante (Staley, 2015). Asi mismo, la via del factor de transcripcion de silenciamiento
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de RE1 (REST) -activada por el estado epiléptico- modula la expresion de diferentes
genes como los que codifican las diferentes subunidades de los receptores de GABA
(como GABRB3 y GABRD), glutamato (como GRIA2) y canales de potasio (como

KCNCZ2/3) (Goldberg & Coulter, 2013).

1.10. Inflamacién y epilepsia

Se sabe que la inflamacién en el sistema nervioso central (SNC) es una caracteristica
importante en muchas enfermedades neurodegenerativas (Webster et al., 2017).
Aunque el término “neuroinflamacion” carece de una definicion consensuada, en
términos generales, podemos definirla como la biosintesis y liberacion de moléculas
con propiedades pro-inflamatorias por células residentes del cerebro, incluidas la
microglia y astrocitos, neuronas, células endoteliales de la BHE y macrofagos de

sangre periférica (Varvel et al., 2016).

La neuroinflamacién no solo se desencadena en respuesta a factores "clasicos", como
son la presencia de infecciones, autoinmunidad o toxinas; sino también por factores
gue conducen a un aumento de la actividad neuronal, como pueden ser las crisis
epilépticas (Yamanouchi et al., 2017). La acumulacion de evidencia preclinica y clinica
sugiere que existe un ciclo de retroalimentacion positiva entre la epileptogénesis y la

inflamacion cerebral. Las convulsiones epilépticas aumentan los mediadores

27



inflamatorios clave, éstos, causan un dafio secundario al cerebro y aumentan la

probabilidad de convulsiones recurrentes (Shimada et al., 2014).

Los mediadores inflamatorios liberados por las células cerebrales (Figura 8) durante la
actividad epiléptica (citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, factores del
complemento, etc.), no s6lo promueven una inflamacion local, sino que también
funcionan como neuromoduladores afectando directamente la funcién y excitabilidad
neuronal (Ravizza & Vezzani, 2018). La epileptogénesis se asocia, junto con el dafio
neuronal y la gliosis, con un estado inflamatorio elevado y persistente en el
microentorno del tejido neuronal (Alyu & Dikmen, 2017). Una amplia gama de
investigaciones sobre la neuroinflamacion y la epilepsia se han centrado en el
hipocampo debido a la patologia, fisiologia y manifestaciones clinicas bien
documentadas de la esclerosis hipocampal (Rana & Musto 2018). Sin embargo, la
evidencia también ha asociado a la neuroinflamacién con la muerte de células
neuronales extrahipocampales y con la gliosis (Jung et al., 2009). Por esto se cree que
un estado agudo de neuroinflamacion, como el que provoca las crisis epilépticas,
contribuye y empeora un estado preexistente de inflamacion crénica (Rana & Musto

2018).

En los ultimos afios, un conjunto complejo de moléculas inflamatorias, como IL-1 o el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y sus receptores se han descrito en focos
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epileptogénicos en diferentes formas de epilepsias farmacorresistentes (Vezzani et al.,
2011). Al activar las vias mediadas por estos receptores, tales como el receptor de IL-
1 (IL1R1) o el receptor tipo Toll (TLR), estas moléculas tienen efectos
neuromoduladores distintos a su funcion inmunolégica canonica. Es importante
destacar que las acciones neuromoduladoras de algunas moléculas inflamatorias
contribuyen a la hiperexcitabilidad en las redes neuronales que subyacen a las

convulsiones (lori et al., 2016).

1.10.1. Citocinas

Las citocinas son proteinas que modulan los procesos inflamatorios, en el SNC,
producidas principalmente por las células gliales y neuronas durante la inflamacion
cerebral (Bartfai et al., 2007). Las citocinas proinflamatorias, como la interleucina-13
(IL-1B), IL-2 y la IL-6, concentradas en pequefias cantidades dentro del cerebro,
aumentan después de las convulsiones causando cambios sinapticos perjudiciales y
una hiperexcitacién neuronal. Las citocinas secretadas por la microglia y astrocitos
incluyen a las IL-1qa, IL-1B, IL-6 y TNF-a, asi como la citocina anti-inflamatoria 1L-10

(Vezzani et al., 2011).
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Figura 8. Mediadores inflamatorios liberados en el tejido cerebral epileptogénico. Cada uno de los
mediadores inflamatorios (citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, factores del complemento), son
liberados por las células residentes del cerebro durante las convulsiones o después de acontecimientos
epileptogénicos. La barrera hematoencefélica (BHE), también pueden afectar directamente la
excitabilidad neuronal por los cambios en los receptores y canales i6nicos. Modificado de van VLliet et
al. 2018.IL: Interleucina; TNF: Factor de necrosis tumoral;, HMGB1: Proteina 1 del grupo de alta
movilidad; TNFR1: Receptor 1 de TNF; COX2: Ciclooxigenasa 2; TLR4: Receptor tipo Toll 4; IL-1R1:
Receptrol de IL-1.

La secrecion de este tipo de citocinas aumenta en los estados inflamatorios y regulan

la intensidad y duracion de la respuesta inmune (Turner et al.,2014). La IL-1 (o y B)
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induce la produccion de IL-6 (Tsakiri et al., 2008), aumenta la actividad de la
acetilcolinesterasa neuronal (Li et al., 2000), la activacion microglial y la produccion
adicional de IL-1 (a y/o B) (Rothwell & Luheshi, 2000), con la consecuente activacion
y expresion de mas citocinas pro-inflamatorias, estableciendo asi un proceso de auto-
propagacion (Heneka et al., 2010). Como se ilustra en la figura 9, estas citocinas son
liberadas por células endoteliales, asi como por la glia y neuronas en el SNC, lo que
permite la comunicacion entre las células efectoras y las células blanco durante el
proceso inflamatorio (Vezzani et al., 2011). Asi mismo, se sabe que las citocinas
pueden provocar un estado de hiperexcitacion neuronal ya que al unirse a sus
receptores activan vias de sefializacién que implican la liberacién de calcio intracelular
mediante Inositol trifosfato (IP3) y proteinas G, para activar a la proteina cinasa cinasa
A (PKA) y a la proteina cinasa C (PKC), entre otras cinasas. Este aumento de calcio
intracelular provoca la liberaciéon de glutamato al espacio extracelular (Tzeng, 2007,

Turner et al., 2014; Chavan et al., 2017).
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Figura 9. Mecanismos inflamatorios de las citocinas propuestos en la epileptogénesis. Las crisis
epilépticas inducen la liberacién de citocinas de las células gliales, lo que aumenta la afluencia de calcio
neuronal asi como la concentracion de glutamato extraneuronal; disminuye la captacion de K + y
glutamato por la glia y deteriora la BHE. La ruptura de la BHE conduce a la entrada de albimina, iones
y glutamato extracerebral y a la invasién de leucocitos en el cerebro, lo que resulta en una mayor
liberacién de citocinas inflamatorias. Tales respuestas inflamatorias provocan una induccion a la
hiperexcitabilidad neuronal, recurrencia de convulsiones vy, finalmente, al desarrollo de epilepsia

refractaria (modificado de Shimada et al., 2014).

1.10.2. Interleucina-1p

La citocina proinflamatoria IL-1 se expresa en los astrocitos y la microglia activa,
incrementa la liberacion de glutamato de los astrocitos y disminuye su recaptura,
aumentando su disponibilidad en la sinapsis y promoviendo la hiper-excitabilidad
neuronal (Alyu & Dikmen, 2016). Igualmente, se ha sugerido que la IL-1f3 induce crisis
epilépticas a través de la sobre-regulacion de los receptores NMDA en la célula

postsinaptica mediante la activacion de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA
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(Viviani, 2003). Las concentraciones fisiopatolégicas de IL-1p presentes en la epilepsia
del l6bulo temporal (ELT), disminuyen la neurotransmision mediada por GABA en
hasta un 30% y conducen a la generacion de convulsiones debido a la hiper-

excitabilidad neuronal (Roseti, 2015).

1.10.3. Interleucina-6

La IL-6 es una citocina proinflamatoria que se expresa con niveles bajos en el SNC,
pero la estimulacién de astrocitos y microglia puede favorecer el incremento en su
expresion (Juttler et al., 2002). Esta citocina puede también ser regulada por el
incremento de otras citocinas, como TNF, IL-1p, interferon gamma (IFN-y) e IL-17
(Gruol, 2015). La sobre-regulacion de IL-6 disminuye la potenciacion a largo plazo
(LTP) y la neurogénesis en el hipocampo, al mismo tiempo que aumenta la gliosis,
creando condiciones que pueden contribuir a la epileptogénesis (Erta et al., 2012;
Levin & Godukhin, 2017). Se ha propuesto que la exposicion prenatal a IL-6, resulta
en un incremento en el riesgo de neurodegeneracién del hipocampo, generando
cambios tanto en la morfologia como en la estructura (Samuelsson et al., 2006). Por
otro lado, la participacion de la IL-6 en la neuroinflamacion que conduce al desarrollo
de la epilepsia ha sido demostrada en diversos modelos (Samland et al., 2003; Qiu &
Gruol, 2003; Minami et al., 1991). Por ejemplo, la administracién intranasal de IL-6 en

ratones provoca un estado pro-convulsivo (Erta et al., 2012).
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1.10.4. Factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a)

El TNF-a es liberado por los astrocitos y microglia en estado activo (Pan et al., 1997).
Las células gliales tienen la capacidad de censar los niveles extracelulares de
glutamato y, al detectar niveles bajos de esta molécula, liberan TNF-a para incrementar
la actividad sinaptica y mantener el nivel del impulso excitatorio neuronal (Stellwagen
& Malenka, 2006). EI TNF-a regula a la proteina N-cadherina, una molécula de
adhesion involucrada en la formacion y organizacién de las sinapsis excitadoras e
inhibitorias (Kubota et al., 2009). También, se ha observado que el TNF-a aumenta la
liberacion de glutamato microglial mediante la regulacion positiva de la glutaminasa
(Takeuchi et al., 2006), regula el aumento de los receptores AMPA, lo que conduce a
un incremento en la transmision glutamatérgica (Beattie et al., 2002). El aumento de
receptores AMPA permite a su vez la entrada masiva de Ca*, induciendo
neurotoxicidad (Galic et al., 2012). Otro aspecto importante es, que ademas de
aumentar el namero de receptores de glutamato, se induce la endocitosis de
receptores GABA, reduciendo el impulso inhibitorio y causando cambios en la

excitabilidad neuronal (Stellwagen et al., 2005).

1.10.5. Ciclo-oxigenasa-2 (COX-2)

La ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) es una enzima codificada por el gen prostaglandina-
endoperoxido sintasa 2 (PTGS2), localizado en el cromosoma 1 (Li et al., 2018). Su
expresion se encuentra regulada por varios factores, como son el receptor del factor

de crecimiento epidérmico (EGFR), citocinas como IL-1 y TNF-a, glucocorticoides,
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mineralocorticoides y endotoxinas bacterianas (Dey et al., 2016). Dentro del SNC,
PTGS2 se expresa en neuronas neocorticales y del hipocampo, y en algunas
condiciones patoldgicas puede ser inducida en microglia y astrocitos (Feng et al., 1995;
Krishnaswamy et al., 2010; Zhang et al., 1999). La COX-2 cataliza pasos clave de la
sintesis de prostanoides en las células de mamifero. El prostanoide mas importante
de la COX-2 parece ser la prostaglandina E2 (PGE2), un mediador celular en la
respuesta inflamatoria, y asi mismo la PGE2 es capaz de inducir la expresion de
PTGS2 en las células microgliales (Heneka et al., 2010). La enzima COX-2 se induce
rapidamente durante las convulsiones. ElI aumento del nivel de COX-2 en areas
especificas del cerebro epiléptico puede ayudar a identificar regiones de inflamacion
cerebral inducida por convulsiones (Rojas et al., 2014). La PGE2 promueve la
vasodilataciéon local, la infiltracion de células inmunes y la regulacion positiva de
muchos mediadores proinflamatorios en regiones cerebrales inflamadas por lo que se
ha sugerido (Dey et al., 2016) que la COX-2 facilita las convulsiones a través de la
PGE2 (Figura 10). En este sentido, se sabe que PGE2 estimula al receptor de
prostaglandinas E3 (EP3) en los astrocitos, incrementando la liberacién de glutamato
astrocitico e induciendo la hiperexcitabilidad y muerte neuronal y, por otro lado, la

inhibicién de EP3 puede retrasar la induccién de la crisis (Shimada 2014).
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Figura 10. Sefalizacion mediada por PGE2 y las convulsiones. PGE2 actlia sobre cuatro receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), concretamente EP1, EP2, EP3 y EP4. La activacion del receptor EP1
juega un papel importante en la permeabilidad de la BHE después de accidentes cerebrovasculares
isquémicos. Asi mismo, hay una creciente evidencia que relaciona la activacién del receptor EP2 con la
PGE2 y la neurotoxicidad secundaria en modelos de inflamacion crénica y neurodegeneracion a través
del aumento de los niveles de cAMP y Ca?* intracelular. También, la activacion de la COX-2 y la cascada
de prostaglandinas induce citocinas proinflamatorias, incluidas IL-1, IL-6 y TNF-a, que a su vez inducen
la transcripcibn de COX-2 que compromete a la via de NF-kB y asi perpetian las reacciones
inflamatorias en la periferia y el cerebro (modificado de Dey et al.,, 2016). EP1: Receptor de
prostaglandinas E1; EP2: Receptor de prostaglandinas E2; cAMP: Adenosin monofosfato ciclico; NF-

kB: Factor de transcripciéon nuclear kappa B; ALK5: Cinasa 5 de tipo activina.

1.10.6. Receptor del complemento 1 (CR1)

Por su parte, CR1 es un activador de la respuesta inmune mediada por el sistema del
complemento. La ruta del CR1 en éste activa la opsonizacion de patdgenos para su
absorcion fagocitica y su posterior destruccién (Jacobson & Weis, 2008). Se ha

demostrado que varias proteinas del sistema del complemento se expresan en exceso
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en pacientes con epilepsia y en modelos experimentales (Whitney & McNamara, 2000;
Xiong et al.,, 2003). También, se ha encontrado una asociacibn genética del
componente 3 del complemento (C3), la proteina mas importante y abundante del
sistema del mismo, con el desarrollo de epilepsia en pacientes con ELT y antecedentes
de convulsiones febriles, lo que sugiere un papel muy importante del sistema del
complemento en la ELT (Jamali et al., 2006; van Vliet et al., 2018). Estudios con
ratones deficientes en el componente C3, desarrollaron significativamente menos
convulsiones conductuales después de una infeccion con una tasa convulsiva
comparable a la de los ratones control. Estos estudios indican que el complemento
participa en la induccién de convulsiones agudas durante las infecciones (Libbey et al.,
2010). Se sabe que el sistema del complemento participa en los procesos de poda
singptica mediante la opsonizacion (Stevens et al., 2007). En modelos de roedores,
durante la fase de remodelacién neural en la epilepsia, los componentes Clqg, C3y C4
se regulan al alza en las células microgliales del hipocampo. Esto sugiere que durante
las convulsiones iniciales las células gliales median el proceso de poda como un
mecanismo inflamatorio para compensar la hiperactividad inducida por el crecimiento
de sinapsis aberrantes (Aronica et al., 2007). Ademas, las convulsiones se asocian
con la regulacion al alza de la sefializacion a través de CX3CL1 y su receptor microglial
CR1 (Figura 11), que tienen roles en la poda y la maduracion sinaptica (Xu et al., 2012).
El aumento de la sefalizacion de CX3CL1 y de CR1 se vincula con la migracion
microglial al sitio de la inflamacion (Ali et al., 2015), con la muerte neuronal y con una
reduccion de la funcion GABAérgica (Roseti et al., 2013), lo que agrava el desequilibrio

excitatorio/inhibitorio en respuesta a convulsiones iniciales (Neniskyte & Gross, 2017).
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Figura 11. Componentes moleculares de la poda sinaptica aberrante por la glia en la epilepsia.
Las opsoninas complementarias C1q, C3 y C4 estan reguladas al alza en el cerebro de pacientes con
epilepsia del I6bulo temporal (en microglia, astrocitos y neuronas), asi como CX3CL1 y su receptor,
CR1, lo cual se asocia con la migracion microglial al sitio de la inflamacion (quimiotaxis), con la muerte

neuronal y con una reduccion de la funcion GABAérgica (modificado de Neniskyte & Gross, 2017).

1.10.7. Proteina C reactiva (CRP)

La proteina C reactiva (CRP) fue la primera proteina de fase aguda descrita, se trata
de un marcador sistémico de inflamacion y dafio tisular. Cuando la CRP humana es
reconocida por el sistema del complemento activa la via clasica del complemento,
particularmente por la via de la opsonina C3 (Wolbink et al.,1996). CRP tiene similitud
con algunas de las propiedades clave de los anticuerpos, lo que sugiere que, en
diversas circunstancias, esta proteina puede contribuir a la defensa del huésped contra
una infeccion y funcionar como un mediador proinflamatorio (Lloyd-Jones et al., 2006).
Se ha observado también que los niveles basales de la CRP son mas altos en
pacientes con epilepsia refractaria en comparacion con controles sanos lo que sugiere

que las convulsiones estimulan la produccion de CRP (Alapirtti et al., 2012).
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1.11. ApoE y epilepsia

La apolipoproteina E (ApoE) es una glicoproteina que se expresa en varios tipos de
células, pero en mayor medida en el higado y en el SNC (Mahley, 1988). En el cerebro,
la APOE se expresa predominantemente en astrocitos, pero también en la microglia y
posterior a una lesidén excitotdéxica algunas neuronas son capaces de sintetizarla (Xu
et al.,, 2006). Es la lipoproteina mas abundantemente producida en el SNC y es
secretada por células gliales mediante particulas que tienen forma discoidal y
contienen fosfolipidos y colesterol (DeMattos et al., 2001). La ApoE funciona como un
ligando en la endocitosis mediada por receptores de particulas de lipoproteinas en el
SNC (Holtzman et al., 2012). Los estudios in vitro han mostrado que el colesterol
liberado de las particulas de lipoproteinas que contienen ApoE se usa para apoyar el
mantenimiento de las conexiones sindpticas (Mauch et al., 2001). La presencia de
ciertas variantes alélicas del gen APOE se ha asociado con una variedad de fenotipos
de enfermedades humanas, que incluyen, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer
de inicio tardio (Liu et al., 2013). Otro estudio ha sefalado su estrecha relacion en
pacientes con epilepsia del I6bulo temporal farmacorresistente, sugiriendo que al igual
qgue en la EA, la presencia del alelo APOE €4 se asocia con un inicio mas temprano de
la ELT y, por lo tanto, puede ser una variante genética patogénica (Briellmann et al.,
2000). Asi mismo, se sabe que la inflamacion puede ser modulada por la ApoE
mediante la interaccion con el receptor 1 de lipoproteinas de baja densidad (LRP1)
presente en la glia (Tai et al., 2015). Los datos publicados apoyan que en la microglia
el patron: APOE €2 = APOE €3 = APOE ¢4 (indica que el efecto descrito a continuacion

se ha visto favorecido con el genotipo €2 en comparacion con los genotipos €3 y €4)

39



puede activar de manera diferencial la via de NF-kB, a través de LRP1, modulando a
la baja los niveles de diferentes mediadores inflamatorios (TNFa, NO, IL-1 o IL-6), v,
por el contrario, los niveles de estos mediadores son mayores con el patron: APOE &4
= APOE €3 = APOE €2 (indica que este efecto se ha visto favorecido con el genotipo
€4 en comparacion con los genotipos €2 y €3) (Maezawa et al., 2006). Por lo tanto,
dependiendo de la variante de APOE se vera afectada la respuesta inflamatoria (Tai

et al., 2015).
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Figura 12. Inflamacién y Epilepsia. En esta imagen se resume como la inflamacién puede afectar el
microambiente neuronal, asi como activar diferentes vias de sefializacién que conllevan a un aumento
en la actividad neuronal, en la epileptogénesis, la ruptura de la BHE y la excitotoxicidad (modificada de
Obermeier et al., 2013).

2. ANTECEDENTES

El estudio de la inflamacién en el cerebro y su importancia en la neurodegeneraciéon
ha revelado que las citocinas y las prostaglandinas tienen un papel muy importante en
el desarrollo de muchas enfermedades neurodegenerativas (Allan & Rothweel, 2001;

Kempuraj et al., 2016; Domingues et al., 2017), incluyendo la epilepsia (Li et al., 2011;
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Devinsky et al., 2013; Paudel et al., 2018). Se ha descrito, a partir del andlisis de tejido
cerebral humano, cultivos celulares y estudios en animales transgénicos, que existe
una asociacion entre la neurodegeneracion y los polimorfismos en genes pro-

inflamatorios (Nicoll et al., 2000).

La identificacion de variantes genéticas (polimorfismos) en genes asociados a la
inflamacion ha tenido una gran relevancia en el estudio de los procesos
neurodegenerativos tales como la epilepsia (Webster et al., 2017). En un estudio
realizado por Kariuki et al. (2013) se demostré que el genotipo recesivo G/G de la
variante genética rs17047660 presente en el gen de CR1 contribuye a desarrollar
convulsiones febriles asociadas a la malaria en nifios africanos (Kariuki et al. 2013).
Asi mismo, la variante genética rs6656401 de CR1 se ha asociado con otras
enfermedades neuroldgicas como la enfermedad de Alzheimer (Lambert et al., 2009)
y la angiopatia amiloide cerebral (Biffi et al., 2012). Esta variante genética también
puede actuar en conjunto con la variante APOE €4 para contribuir con el deterioro

cognitivo en la poblacion caucéasica estadounidense (Keenan et al., 2012).

De igual forma, se encontré una relacion entre el alelo A de la variante genética
rs689466 en el gen de COX-2 y las convulsiones febriles en la poblacion taiwanesa

(Hung et al., 2017). También se observo que el genotipo C/T de la variante genética
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rs1143634 en el gen de IL-1 se asocioé con un mayor riesgo de desarrollar epilepsia

post-traumatica en una poblacion caucasica (Diamond et al., 2014).

Contrario a lo observado en los genes de COX y CR1, no se encontré relacion entre el
riesgo de desarrollar convulsiones febriles y la presencia de variantes genéticas en los
genes de IL-1a e IL-1B en la poblacion china (Yu et al., 2018). Se ha observado que
la presencia de los alelos C de los polimorfismos rs1800947 y rs1130864 del gen de
CRP, incrementa el riesgo de que ocurra un accidente vascular isquémico
(Kuhlenbaeumer et al., 2010). Dado el papel que tiene la CRP en el desarrollo de la
epilepsia es necesario investigar si variantes genéticas en el gen CRP pudieran
representar un riesgo para desarrollo de dicha enfermedad. Las variantes genéticas
que se evallan en la presente investigacion ya han sido estudiadas en otros estudios
en diferentes enfermedades como la esclerosis mdultiple en la poblaciéon polaca
(Mirowska-Guzel et al., 2011) y la enfermedad de Alzheimer en la poblacién mexicana

(Toral-Rios et al., 2015).

Antecedentes directos de nuestro laboratorio, sugieren que la presencia de variantes
genéticas en los genes que codifican para CR1, TNF-a y COX-2 pudieran estar
asociados con la presencia de esclerosis mesial temporal en pacientes mexicanos con

epilepsia. El analisis de las frecuencias alélicas sefiala que el efecto de la presencia
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del alelo G en la variante del gen CR1 se encuentra fuertemente asociado con la ELT

mesial (p=0.007).

3. JUSTIFICACION

Las personas con epilepsia sufren de discriminacién, incomprension, estigma social, y
el estrés de vivir con una enfermedad crénica e impredecible, que puede conducir a la
pérdida de autonomia para las actividades de la vida diaria (Quintas et al., 2012).
Aunqgue la epilepsia puede tratarse con éxito en muchos casos, la brecha de
tratamiento es enorme, especialmente en paises de ingresos medios y bajos, debido
a que los medicamentos antiepilépticos son inaccesibles, muchas veces debido a su
alto costo. Ademas, no todos los pacientes responden a los tratamientos
farmacoldgicos disponibles. Por otro lado, se ha demostrado que la cirugia y otros
procedimientos como son la neuroestimulacién y dieta hipocalérica pueden ser otras
rutas terapéuticas que ayudan a mejorar la calidad de vida de los pacientes (Moshé et
al.,, 2015). En este contexto es importante seguir investigando acerca de los
mecanismos patologicos relacionados con la epilepsia para poder ofrecer mejores
tratamientos a los pacientes y, aunque los mecanismos patologicos en la epilepsia
siguen siendo poco claros, evidencia creciente muestra que la expresion de genes

relacionados con la inflamacion contribuye a su etiopatogenia (Cui et al., 2015).
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En afos recientes, ha habido una creciente aparicion de informacion sobre las bases
genéticas de los sindromes epilépticos. Las mutaciones presentes tanto en uno como
en varios genes pueden conducir al desarrollo de la epilepsia y muchos de los
sindromes epilépticos, tienen una base genética compleja, que contribuye a un estado
de excitabilidad celular alterada, que subyace a la epilepsia (Stafstrom & Carmant,
2015). En este sentido, las variantes de un solo nucleétido (SNV), antes conocidos
como los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP), son una de las herramientas mas
empleadas en los estudios de asociacion genética (Iniesta et al.,2005), por lo que
resulta importante investigar si algunas variaciones pueden representar algun cambio
en el riesgo para el desarrollo de la epilepsia. Cabe mencionar que diversas
asociaciones genéticas recomiendan no usar el término polimorfismo, debido al
significado impreciso que se le ha dado en el uso coloquial, y en su lugar optar por
usar términos neutros como variante o cambio genético (den Dunnen et al., 2016), sin
embargo, en el presente trabajo también se utiliza el término polimorfismo debido al
uso frecuente con el que aun se utiliza el termino y asi evitar alguna confusién con

aguellos que no se encuentren familiarizados con la nomenclatura actual.

Las SNV son la forma méas simple de variacion del ADN entre los individuos y se
presentan a lo largo del genoma a una frecuencia de aproximadamente uno en cada
mil pares de bases. Pueden ser responsables de la diversidad entre los individuos, la
evolucion del genoma, los rasgos familiares mas comunes, las diferencias en la

respuesta a los farmacos en las enfermedades complejas y comunes como la diabetes,
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la obesidad, la hipertension y trastornos neurolégicos como la epilepsia (Shastry,

2009).

Las variaciones genéticas juegan un papel importante en la etiologia de los trastornos
epilépticos (Myers & Mefford, 2015). La determinacién de la patogenicidad en las
variantes genéticas de pacientes con epilepsia es fundamental para asesorar a las
familias sobre el riesgo recurrente. Mas aun, en un futuro, podrian permitir el desarrollo

de un tratamiento molecular especifico (Lohmann & Klein, 2014).

En la dltima década, el nimero de genes implicados en la epilepsia ha crecido
exponencialmente (Ran et al., 2014). Estos descubrimientos genéticos han
revolucionado la préactica clinica para evaluar las bases moleculares de la epilepsia y
sentar las bases para el futuro desarrollo de la medicina en epilepsia. Sin embargo, a
pesar de estos avances significativos, las etiologias moleculares para la mayoria de
los pacientes con epilepsia siguen siendo confusas y la mayoria de los estudios en
genética y genémica se han realizado en poblaciones caucéasicas (Wang et al., 2017).
Como se ha mencionado en los antecedentes, muchos estudios (Biffi et al., 2012;
Kariuki et al. 2013; Diamond et al., 2014; Toral-Rios et al., 2015; Hung et al., 2017; Yu
et al., 2018) han encontrado una asociacion entre algunas enfermedades, entre ellas
la epilepsia, y las variantes genéticas relacionadas a la inflamacion, lo que ha puesto

en evidencia la importancia que tiene estudiarlas para poder detectar posibles
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marcadores genéticos asociados a la inflamacién en distintas patologias como la
epilepsia. En México, son pocos los trabajos que estiman la influencia de factores
genéticos y la neuroinflamacion en el curso de la epilepsia (Cruz-Cruz et al., 2017).
Por lo que en esta investigacion se estudiaron algunos polimorfismos presentes en los
genes que codifican para COX-2, CR1, CRP, TNF-qa, IL-1a, IL-1B, IL-6 e IL-10 en
pacientes mexicanos con epilepsia del I6bulo temporal con y sin esclerosis
hipocampal, y epilepsia secundaria a tumor, todas ellas con resistencia al tratamiento

con farmacos.

4. HIPOTESIS

La presencia de variantes genéticas presente en los genes que codifican para COX-2,
CR1, CRP, TNF-q, IL-1 a, IL-1b, IL-6 e IL-10, podrian estar asociadas con la epilepsia
en la poblacion mexicana y estas asociaciones se presentaran de manera diferencial

entre los distintos tipos de epilepsia.

5. OBJETIVO GENERAL

Identificar variantes genéticas de un solo nucle6tido presentes en los genes que
codifican para COX-2, CR1, CRP, TNF-qa, IL-1 a, IL-1B, IL-6 e IL-10, asi como el
genotipo de APOE, y evaluar si estan asociados con la epilepsia de I6bulo temporal
con y sin esclerosis mesial y epilepsia asociada a tumor en pacientes mexicanos con

resistencia a los farmacos.
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6. OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar una comparacion entre la frecuencia alélica, genotipica y haplotipica
de las diferentes variantes genéticas en los genes sefalados en pacientes con
epilepsia de I6bulo temporal sin esclerosis, con esclerosis hipocampal, epilepsia
asociada a tumor y un grupo control.

Reconocer las variables genéticas que pudieran contribuir al desarrollo del

fenotipo en los distintos tipos de epilepsia evaluados en los grupos de estudio.

Analizar las frecuencias genotipicas en los grupos de estudio asociandolas a
variables como edad y género para comprobar si existen diferencias
significativas.

Evaluar los patrones de ligamiento entre los loci para observar si hay un

desequilibrio que pudiera estar asociado a la epilepsia.

Determinar si hay haplotipos que puedan estar asociados a la epilepsia.

Identificar si existe una relacion entre el genotipo de APOE y los polimorfismos
evaluados.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Definicién de la muestra de estudio

Este trabajo fue realizado en 144 adultos mexicanos del Programa de Cirugia de
Epilepsia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN), que fueron
clinicamente diagnosticados con epilepsia en el I6bulo temporal con esclerosis o sin
esclerosis hipocampal, o bien con epilepsia secundaria a tumor, que todos hayan
presentado farmacorresistencia y que no presenten otra enfermedad
neurodegenerativa agregada. Los grupos de estudio fueron comparados con personas
gque no presentaban sintomas de epilepsia u otro tipo de enfermedad
neurodegenerativa. Un comité de ética y un comité de investigacion con revision
independiente responsable por la conducta ética y los principios cientificos en el INNN
han aprobado este estudio (Protocolo 127/15). Los grupos de estudio quedaron

divididos de la siguiente manera:

e 37 pacientes con epilepsia farmacorresistente de l6bulo temporal sin esclerosis

hipocampal.

e 76 pacientes con epilepsia farmacorresistente de I6bulo temporal con esclerosis

hipocampal.

e 31 pacientes con epilepsia farmacorresistente asociada a tumor.
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7.2. Criterios de inclusién para los grupos de estudio
e Mexicanos Femeninos y Masculinos entre 18 y 70 afios.
e Clinicamente diagnosticado con ELT con o sin esclerosis hipocampal, o con
epilepsia asociada a tumor y que presentara farmacorresistencia.

e Que acepten su participacion mediante consentimiento informado (Anexo I).

7.3. Criterios de exclusién paralos grupos de estudio
e Pacientes que presenten otro tipo de enfermedad neuro-degenerativa o0 neuro-
infecciosa agregada.

¢ Que no acepten participar en el estudio.

e [Extranjeros.

7.4. Grupo control

Se cuenta con un banco de ADN de sujetos sanos, mexicanos, que no presentan
ningun tipo de enfermedad neuroldgica, sin antecedentes familiares de epilepsia, cuyo
rango de edad va de los 18 a los 80 afios, de este banco se tomaron las muestras para

el grupo control el cual quedd compuesto por 100 sujetos.

Todos los datos de los pacientes y los controles, tales como sexo, edad, diagndstico y
nacionalidad, fueron obtenidos de los expedientes que se encuentran en la base de
datos del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, dichos expedientes fueron

verificados y realizados por varios especialistas.
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7.5. Andlisis de variantes de un solo nucledtido (SNV) mediante PCR en Tiempo
Real

El ADN gendmico se extrajo a partir de la sangre periférica de los pacientes de los
grupos de estudio y de las personas del grupo control. La purificacion de acidos
nucleicos se realiz6 mediante el empleo del Kit QlAamp DNA BLOOD mini Kit y de
acuerdo con el protocolo establecido por el proveedor (QIAGEN®, Venlo, Paises
Bajos). EI ADN gendmico se cuantificé y se almacené en alicuotas de 10 ng/uL.
Posteriormente, las alicuotas fueron empleadas para realizar los ensayos de PCR en
Tiempo Real para identificar SNV, mediante la técnica de discriminacion alélica con

sondas TagMan (Figura 13).
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Figura 13. Fundamento de la Genotipificacion por PCR en Tiempo Real mediante tecnologia
TagMan®. Un SNV consta de dos alelos, un individuo puede tener una o dos copias de un alelo, por lo
gue esta técnica incluye el disefio de dos sondas marcadas con fluoréforos distintos (V o F) junto con
un bloqueador de la sefial o quencher (Q). Una sonda contiene en su secuencia al nucle6tido
complementario al del alelo ancestral y la otra al nucle6tido complementario al alelo polimorfico. Los
alelos presentados por el individuo dictaran la unién complementaria de las sondas al ADN molde. Al
inicio de la PCR, la doble cadena se desnaturaliza, se unen los respectivos cebadores y se alinean las
sondas a su region complementaria. La polimerasa comienza a extender el ADN, a partir del lugar donde
se localizan los cebadores. Al llegar al lugar de posicionamiento de la sonda, por su actividad de
exonucleasa, libera al primer nucleétido de dicha sonda junto con el fluoréforo separandolo de su
quencher y emitiendo la sefial con la que se identificara un alelo (Modificado de
http://www.salimetrics.com/dna-analysis/snp-genotyping.php).
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El proceso de amplificacion resulta en la deteccion de la sefial de una o ambas sondas,
dependiendo de los alelos de un SNV determinado en un individuo (Figura 14 a, b, c).
La intensidad de la fluorescencia emitida en la curva de amplificacion para cada alelo
fue interpretada por el software del equipo en un diagrama de dispersion con el cual
se pudo llevar a cabo la discriminacion alélica y la identificacion del genotipo
correspondiente a cada uno de los individuos estudiados. Existen 3 genotipos posibles
para cada polimorfismo: homocigoto para el alelo ancestral, heterocigoto y homocigoto

para el alelo de menor frecuencia (Figura 18 d).

Multicomponent Plot b) Multicomponent Plot

ErRox MV EFAN

Multicomponent Plot
d) Discriminacién Alélica

= ’ ' Genotipo
2 > 22 Heterocigoto
o 7| Genotipo e
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Alelo 2 Genotipo
’ Homocigoto
Alelo 1
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0 c or 0 2
W RO« Mve M Alelo 1

Figura 14. Deteccion de la sefial de amplificacién de los alelos y su discriminacién. Se observan
los tres posibles resultados de la sefial de amplificacion alélica: a) Amplificacion del alelo marcado con
2'-’loro-7'fenil-1,4-dicloro-6-carboxi-fluoresceina (VIC), por encima del fluoréforo basal 5-6-carboxi-X-
rodamina (ROX), lo que significa que el genotipo del individuo es homocigoto para el alelo 1, en b) se
observa que la amplificacién del alelo marcado con 6-carboxifluoresceina (FAM) rebasa la fluorescencia
basal, lo cual se interpreta como un genotipo homaocigoto para el alelo 2, y en ¢) se puede observar una
amplificacion bialélica lo que se conoce como un genotipo heterocigoto. Las sefiales anteriores, son
graficadas por el software del termociclador en un diagrama de dispersion, por medio del cual puede
generar la discriminacién de los genotipos de las muestras.
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7.5.1. Polimorfismos propuestos

En este estudio se analizaron 14 variantes genéticas asociadas con la
neuroinflamacion en 8 genes distintos (Tabla 1), que fueron seleccionados con base
en los hallazgos encontrados en el grupo de investigacion, asi como en lo reportado
en la literatura mencionada en los antecedentes (Mirowska-Guzel et al., 2011;

Kuhlenbaeumer et al., 2010; Toral-Rios et al., 2015).

Tabla 1. Variantes genéticas evaluadas.

GEN VARIANTES CROMOSOMA LOCALIZACION ALELOS

IL-1 rs17561 2 Exon GIT
IL-1 4 rs1143634 2 Exoén CIT
rs1800795 -174 Promotor C/IG

IL-6 rs1800796 7 -572 Promotor G/C
rs1524107 Intrén G/A

rs1800871 -819 Promotor G/A

IL-10 rs1800896 1 -1082 Promotor CIT
rs1800872 -592 Promotor C/IA

TNE-o 181799724 6 -850 Promotor G/A
rs1800629 -308 Promotro T/C

rs1800947 Exén CIG

CRP rs1130864 1 3'UTR G/A
PTGS2 rs20417 1 -765 Promotor C/G
CR1 rs6656401 1 Intrén AIG

Se utilizaron 2 sondas para asignar el genotipo de APOE (Tabla 2).
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Tabla 2. Variantes alélicas para designar el genotipo de APOE.

GEN | Variante CROMOSOMA LOCALIZACION | ALELOS
APOE | rs429358 19 Exon T/IC
APOE | rs7412 19 Exon CIT

Con los datos obtenidos mediante la PCR en tiempo real, se asigno6 el genotipo de

APOE a cada muestra como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Asignacion de genotipos de APOE

Genotipo APOE rs429358 APOE rs7412
APOE Genotipo Aminoacido Genotipo Aminoacido
€2/ €2 TIT Cys/Cys TIT Cys/Cys
€2/ €3 TIT Cys/Cys CIT Cys/Arg
€2/ €4 CIT Cys/Arg CIT Cys/Arg
€3/ €3 TIT Cys/Cys C/C Arg/Arg
€3/ €4 CIT Cys/Arg C/C Arg/Arg
€4/ €4 c/C Arg/Arg C/C Arg/Arg
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7.6. Analisis estadistico

Con los datos aportados por el equipo se determinaron: las frecuencias alélicas y
genotipicas con ayuda de los softwares estadisticos SNPStats y Epiinfo, asi como las
frecuencias haplotipicas y las combinaciones multiloci utilizando el software Arlequin.
Ademas, se realizé la prueba para el equilibrio de Hardy-Weinberg (EQHW) con el
software GeneAlEXx, para determinar si las frecuencias genotipicas se encontraban en
equilibrio; aquellos resultados que no cumplieron este criterio fueron excluidos del
analisis. Las frecuencias genotipicas fueron analizadas bajo distintos modelos
(codominante, dominante, recesivo) y se calculd la razén de momios (OR), la cual es
la probabilidad de que una variante alélica, genotipo o genotipo multiloci contribuyan o
no la susceptibilidad de una enfermedad, para ello se toma en cuenta las frecuencias
de dichas variantes en enfermos comparadas con sus frecuencias en los controles
(Lewis, 2002). Para determinar si habia diferencias significativas en las edades de
nuestros grupos se llevo a cabo una prueba de ANOVA de una via. También, para
observar si existian diferencias en la distribucion entre hombres y mujeres en nuestros
grupos se realizé una prueba de X2. Posteriormente se realiz6 un andlisis de
desequilibrio de ligamiento mediante el programa Haploview. Finalmente, se
analizaron las frecuencias genotipicas de los polimorfismos estudiados y se observo

si habia una relacion con el genotipo de APOE con la ayuda del programa SNPStats.
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8. RESULTADOS

8.1. Base de datos

8.1.1. Grupos de estudio
Se obtuvieron 144 muestras de pacientes con epilepsia. De estos, 37 fueron pacientes
con ELT sin esclerosis hipocampal (ELT sin EH), 76 de pacientes con ELT con

esclerosis hipocampal (ELT con EH), 31 con epilepsia asociada a tumor (EPT).

8.1.2. Edad del grupo de pacientes

Los pacientes que se incluyeron en los diferentes grupos de estudio tienian una edad
entre 18 y 70 afios, con un promedio de 35 afios. En el grupo de pacientes con ELT
sin EH la edad promedio fue de 35.94 (+1.68) afios, en el grupo de ELT con EH de
37.14 (x1.21) afios y en el grupo de EPT fue de 36.97 (x2.48) afios, en el grupo control
el promedio de edad fue de 37.71(x1.64) afios, por lo tanto, no se observaron
diferencias significativas (p=0.9588) en la edad entre nuestros grupos (ANOVA de una

via).

8.1.3. Género del grupo de pacientes
En la tabla 4 se muestra la cantidad de hombres y mujeres en cada grupo al comparar
si existian diferencias en la distribucion en el género de nuestros grupos se pudo

observar que no habia diferencias significativas entre ellos (p=0.5550).

57



Tabla 4. Género por grupos (Prueba de X?).

Grupo de Estudio Femenino Masculino p

Total 119 125
ELT 17 20

ELT+EH 33 43 0.555
EPT 15 16

Control 54 46

8.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Este principio determina qué frecuencias genotipicas deberiamos observar al asumir
gue los alelos se transmiten de forma independiente entre generaciones. Si no hay
diferencias significativas entre las frecuencias observadas y las esperadas se dice que
la poblacidon se encuentra en equilibrio. En los estudios de asociacién genética entre
casos y controles, el equilibrio Hardy-Wienberg deberia cumplirse en nuestro grupo
control. De manera contraria, si el equilibrio no se cumple en nuestros grupos de
estudio podria permitir identificar aquellas variantes genéticas que pudiesen estar

involucrados en el desarrollo y aparicion de la enfermedad.
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Al probar si las variantes genéticas estudiadas y su frecuencia genotipica cumplian

con el EQHW se encontr6 que la variante rs1800896 de IL-10 no lo hacia en el grupo

control, por lo que se excluyo de los siguientes analisis (Tabla 5).

Gen
IL-1e

IL-18

IL-6

IL-10

TNF

CRP

CR1

PTGS2

Polimorfismo

rs17561

rs1143634

rs1800795

rs1800796

rs1524107

rs1800871

rs1800896

rs1800872

rs1799724

rs1800629

rs1800947

rs1130864

rs6656401

rs20417

ELT

0.514

0.013

0.573

0.667

0.461

0.461

1.5E-

06

0.292

0.382

0.788

0.573

0.330

0.860

0.036

ELT+EH

0.870

0.450

0.392

0.745

0.441

0.189

7.07E-16

0.406

0.904

0.569

8.06E-13

0.341

0.036

0.523

Tabla 5. Evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

EPT

0.304

0.167

0.769

0.650

0.650

0.643

5.004E-

07

0.643

0.349

0.847

0.769

0.573

0.769

0.460

CONTROL

0.805

0.913

0.170

0.395

0.767

0.793

7.99E-22

0.980

0.242

0.256

0.757

0.300

0.597

0.245
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8.3. Frecuencias alélicas

Con respecto a las frecuencias alélicas, el alelo G de la variante rs1800795 de IL-6 fue
el unico en mostrar diferencias significativas (p=0.018) entre el grupo de pacientes con
EPT y el grupo control. Sin embargo, el valor de OR para la presencia del alelo G fue
de 3.353 (1.169-9.615), como se observa en la tabla 6, lo que nos indica que, para

este estudio, este alelo podria estar asociado con la epilepsia secundaria a tumor.

Tabla 6. Frecuencia alélica de la variante genética rs1800795 de IL-6 en pacientes con EPT vs.

Controles
ALELO EPT CONTROL OR (95% CI) p
G 0.95 0.85 3.353(1.169-9.615) 0.018
C 0.05 0.15 0.2982 (0.104-0.8553)

8.4. Frecuencias genotipicas
El calculo de las frecuencias genotipicas mostré diferencias significativas (p<0.05)
entre los grupos de epilepsia versus el grupo control en cuatro variantes genéticas de

distintos genes (Tabla 7).

60



Tabla 7. Frecuencias genotipicas con diferencia significativa (*p<0.05) ELTvsControl,

ELTEHvsControl y EPTvsControl.

POLIMORFISMO GENOTIPO ELT ELT+EH EPT CONTROL

IL-6 rs1800795 GIG 0.82 0.81 0.90* 0.74
TNF-a rs1799724 G/IG 0.53 0.62* 0.41 0.48
CRP rs1800947 C/IG 0.18* 0.04 0.10 0.06
PTGS2 rs20417 GIG 0.79* 0.71 0.76* 0.61

Al compararse las frecuencias genotipicas del grupo de pacientes con EPT versus el
grupo control se observaron diferencias significativas (p=0.003) en el genotipo G/G en
la variante rs1800795 de IL-6 con un OR de 3.162 (I1C95=1.433-6.978); de igual forma
se encontraron diferencias significativas (p=0.022) entre estos dos grupos en el
genotipo G/G en la variante rs20417 del gen de COX-2 con un OR de 2.025 (ICg5=1.1-
3.726). Estos genotipos al encontrarse con mayor frecuencia en el grupo de EPT en
comparacion con el grupo control se consideran como genotipos asociados a este tipo

de epilepsia para este estudio (Tabla 8).
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas EPT vs Controles de acuerdo con el modelo codominante. En
rojo se muestra los genotipos de riesgo y en verde los genotipos de “proteccion”.

G/G 0.9 0.74 3.162 (1.433-6.978)  0.003

IL-6 (rs1800795) C/IG 0.1 0.22 0.3939 (0.1758-0.8825) | 0.020
C/C 0.00 0.04 --- 0.052
GIG 0.76 0.61 2.025 (1.1-3.726) 0.022
PTGS2 (rs20417) C/G 0.24 0.37 0.5377 (0.2914-0.9922) 0.046

C/C 0.00 0.02 --- 0.156

El genotipo C/G en la variante genética rs1800947 de CRP se encuentra con mayor
frecuencia en el grupo de ELT versus el grupo control con una OR= 3.439 (IC95=1.303-
9.074), de igual forma, el genotipo G/G en la variante rs20417 del gen de COX-2 se
encuentra con mayor frecuencia en el grupo ELT en comparacion el grupo control con
un OR= 2.405 (IC95=1.285-4.502), por lo que ambos se podrian consideran como

genotipos asociados con ELT para este estudio (Tabla 9).
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Tabla 9. Frecuencias Genotipicas ELTvsControl de acuerdo con el modelo codominante. En rojo
se muestran los genotipos de riesgo y en verde los genotipos de “proteccion”.

Gen Genotipo ELT CONTROL OR (95% ClI) D
C/G 018  0.06 3.439 (1.303-9.074) 0.009
CRP G/IG 000  0.00
(rs1800947)
GIG 079 061 2.405 (1.285-4.502) 0.005
PTGS2
(rs20417)
c/C 006  0.02 0.150
IL-10
(rs1800871) G/IA 056 050 0.396
AA 026 017 0.122
IL-10
(rs1800896) TT 006  0.02 0.150
C/C 003  0.00 0.081
IL-10
(rs1800872) C/A 059  0.49 0.157
c/C 023  0.16 0.213

Se observaron diferencias significativas (p=0.04716) en el genotipo G/G en la variante
rs1799724 de TNF-« al comparar el grupo de ELT con EH con el grupo control con
una OR=1.768 (IC95=1.0071-3.104), y al presentarse con mayor frecuencia en el grupo
de pacientes se dice que este genotipo se encuentra asociado con la ELT con EH en

este estudio (Tabla 10).
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Tabla 10. Frecuencias Genotipicas ELTvsControl de acuerdo con el modelo codominante. En
rojo se muestra el genotipo de riesgo y en verde el genotipo de “proteccion”.

Gen Genotipo ELT+EH CONTROL OR (95% ClI) p
1.768
G/IG 0.62 0.48 0.047
TNE-o (1.007-3.104)
(rs1799724) G/A 0.34 0.46 0.084
A/A 0.04 0.06 --- 0.517
IL-10
(rs1800871) G/A 0.58 0.50 --- 0.258
A/A 0.22 0.17 --- 0.373

8.5. Desequilibrio de ligamiento.

Se considera que dos variantes genéticas se encuentran en desequilibrio de ligamiento
cuando estas no segregan de manera independiente, es decir, que se heredan de
manera conjunta con una frecuencia mayor de lo que se esperaria por mero azar. Para
poder saber si las variantes genéticas estudiadas se encuentran en desequilibrio se
toma en cuenta que el valor de D" debe ser igual 0 muy cercano a 1. Este analisis se
realiz6 en primera instancia con los tres grupos de pacientes con epilepsia por
separado y el grupo control. Sin embargo, al encontrar resultados similares en cada
uno de los tres grupos con epilepsia, se decidié unirlos en uno soélo e incluirlo en un

nuevo analisis junto al grupo control, los resultados que se muestran son de este Ultimo

64



estudio. En las Tablas 11 y 12 se observa que Unicamente las variantes rs1800795 y
rs1524107 de IL-6 y las variantes rs1800871 y rs1800872 de IL-10 se encuentran en
desequilibrio de ligamiento en los 3 grupos de pacientes con epilepsia, estos
resultados también se pueden observar en las Figuras 15 y 16. Si bien las otras
variantes genéticas también tienen una D" cercana a 1, su valor de correlacién (r?) es
muy bajo.
Tabla 11. Desequilibrio de ligamiento en el gen de IL-6.
Gen Locusl Locus? D’ r?
rs1800795 rs1800796 0.905 0.063
IL-6 rs1800795 rs1524107 0.962 0.885

rs1800796 rs1524107 0.911 0.067

rs1800795
rs1800796
rs1524107

Block 1 {1 ki
1 2

Figura 15. Esquema de desequilibrio de ligamiento para el gen IL-6. Los rombos rojos indican el valor
de D’
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Tabla 12. Desequilibrio de ligamiento en el gen de IL-10.

Gen Locusl1 Locus 2 D’ r2

IL-10 rs1800871 rs1800872 0.991 0.933

rs1800871
rs1800872

Block 1 (0 Kk
1 2

Figura 16. Esquema de desequilibrio de ligamiento para el gen IL-10. Los rombos rojos indican el valor
de D’

8.6. Haplotipos y combinaciones multiloci

Con los datos obtenidos en el andlisis del desequilibrio de ligamiento se procedi6 a
calcular las frecuencias haplotipicas de las variantes genéticas que se encontraban en
desequilibrio. En el caso de las variantes rs1800795 y 1524107 de IL-6 Unicamente
se observaron diferencias significativas en el haplotipo CG en el grupo de EPT versus
el grupo control, sugiriendo que el haplotipo CG podria ser un genotipo de proteccion
al mostrar mayor frecuencia en el grupo control y presentar una OR de 0.3233 (0.0110-

0.935) con una p=0.03039 (Tabla 13).
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Tabla 13. Frecuencias haplotipicas de las variantes rs1800795 y rs524107 del gen de IL-6 en el
grupo EPT comparadas con el grupo control. Frec.; frecuencia.

Frec.
Frec.
Haplotipo rs1800795 rs1524107 Control
EPT (%)
(%)
0.9158
1 G A 34 36 0.764 (0.512,
1.638)
1.625
2 G G 60 48 0.089 (0.927,
2.846)
0.3233
3 S G 5 14 0.030 (0.110,
0.935)

En el caso de las variantes rs1800871 y rs1800872 de IL-10 se observaron diferencias
significativas en el haplotipo AC en el grupo de ELT sin EH en comparacion con el
grupo control, pero en este caso el haplotipo es de riesgo, ya que se encontrd con

mayor frecuencia en el grupo de ELT sin EH y mostré una OR de 1.845 (Tabla 14).
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Tabla 14. Frecuencias haplotipicas de las variantes rs1800871 y rs1800872 del gen de IL-10 en
el grupo ELT sin EH versus el grupo control.

Frec. Frec.

Haplotipo rs1800871 rs1800872 ELT Control

(%) (%)
0.242 (0.026,
1 A A 1 4 0.1755
2.208)
1.845 (1.049,
2 A C 52 37  0.03326
3.244)
0.7256
3 G A 45 53 0.2599

(0.416,1.265)

Se calcularon las combinaciones multiloci encontrando Unicamente diferencias
significativas entre los pacientes con EPT versus el grupo control en tres
combinaciones multiloci que se muestran en la tabla 15; las tres combinaciones
mostradas podrian ser de riesgo ya que se observan con mayor frecuencia en el grupo
de EPT y presentan OR’s mayores a 7 (con un Cl de entre 0.8996 y 177.2). Sin
embargo, en la combinacién GGAGAGCCGG el Cl del OR pasa por la unidad (0.8996-
61.72), por lo que se debe tomar con mesura el hecho de que esta combinacion sea

de riesgo para la EPT.
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Tabla 15. Frecuencias de las combinaciones multiloci de EPTvsControl.

| IL-6 | IL-10 [TNF-a| CRP |PTGS?

B O~ o NI O NN <

RRIBBN & &8 ~| Frec. OR (IC
2838838888  g|eprcontrol| P (1Css)

cO 0O O 0 0O N~ 00 00 «f o

S I e IR s R o R o O o R s O o I (o]

QP L Lee 0P %

Icg|c|Gg|A|c|G|c|c|Aa|] & 13%/1% | 0.0009 | 14.79 (1.897-115.4)
G GAGAGCCG G 7%/1%  0.0308 7.452 (0.8996-61.72
Ic|c|G|G|A|Alc|c|G|] G | 19%/1% |0.00002]|23.22 (3.004-177.2) |

8.7. Distribucion de genotipos de ApoE

En la figura 17 se observa la distribucion de los genotipos de APOE en el grupo control
y en los 3 grupos de epilepsia reunidos en uno solo. En esta gréafica se observa que el
alelo €4 es mas frecuente en controles que en los grupos de epilepsia, pero cuando se
muestran por separado los grupos de epilepsia, como se ilustra en la figura 18, se
puede observar que el grupo de ELT tiene un mayor porcentaje en cuanto a la
frecuencia del alelo €4 (32.35%) que el grupo control (24.54%) especificamente con el

genotipo €3/ €4.

69



Porcentaje
N w o a1 (o) ~ (0] (o]
o o o o o o o o

[ERN
o

E2/E2 E2/E3 E2/E4 E3/E3 E3/E4 E4/E4
m CONTROL =EP

o

Figura 17. Distribucion de los genotipos de APOE. Se muestran los datos del grupo control y los de
los 3 grupos de epilepsia reunidos en uno solo (EP).
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Figura 18. Distribucion de los genotipos de APOE. Se muestran los datos del grupo control y de los
3 grupos de epilepsia por separado, ELT, ELT+EH y EPT.

Posteriormente se hizo un andlisis en busca de una relacién entre el genotipo de APOE
y las variantes en los genes asociados con la inflamacién ya mencionados.
Unicamente se observo una relacion con la presencia de alelo €4 de APOE vy las
variantes rs1800796 de IL-6 y rs20417 del gen de COX-2 en el grupo de ELT en
comparacion con el grupo control. Para la variante rs1800796 de IL-6 se observo que
la presencia del alelo ¢4 en combinacion con el genotipo G/G se encuentra asociado

con la ELT (OR=4.846; ICgs= 1.02-23.03) como se puede observar en la tabla 16.
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Tabla 16. Andlisis de la interaccion entre la presencia del alelo €4 de APOE y la variante
rs1800796 de IL-6, controles versus ELT bajo el modelo codominante.

APOE Genotipo ELT Controles p OR (95% ClI)

c/C 21% 27% 0.3217 0.718

(0.374,1.381)

Ausencia de alelo
C/IG 38% 37% 0.8842 1.044 (0.588,1.85)

€4
G/IG 8% 9% 0.8003 0.879
(0.324,2.379)
C/C 9% 12% 0.4900 0.725
(0.291,1.806)
Presencia de alelo C/G 15% 13% 0.6843 1.181
€4 (0.5304,2.63)
G/IG 9% 2% 0.03034 4.846 (1.02,
23.03)

Para la variante rs20417 del gen de COX-2 se observé que la presencia del alelo €4
en combinacion con el genotipo G/G se encuentra asociado con la ELT (OR=2.351;

ICos=1.128-4.9) como se observa en la tabla 17.
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Tabla 17. Andlisis de la interaccion entre la presencia del alelo €4 de APOE y la variante
rs20417 del gen de COX-2, controles versus ELT bajo el modelo codominante.

Genotipo ELT Controles OR (95% CI)

G/G 53% 48% 0.4806 1.222 (0.701,2.13)

Ausencia de alelo CIG 9% 24% 0.004367 0.3132 (0.137,

€4 0.71)

C/IC 6% 2% 0.15 3.128 (0.61,15.88)

GIG 26% 13% 0.02065 2.351 (1.128, 4.9)

Presencia de alelo
C/G 6% 13% 0.09223 0.4272 (0.15,1.17)
€4

C/C 0% 0% --- ---

9. DISCUSION

La epilepsia es un trastorno neuroldgico cronico con una alta prevalencia. Aunque se
dispone de tratamiento sintoméatico, 30% a 40% de los pacientes no responden a los
medicamentos antiepilépticos (Pohlmann-Eden & Weaver, 2013). La identificacion de
los mecanismos patoldgicos subyacentes a la epilepsia facilitaria el desarrollo de
nuevos tratamientos. Una gran cantidad de evidencia apunta hacia una participacion
de la inflamacién del cerebro en la epileptogénesis (Vezzani, et al., 2011; Shimada, et

al., 2014; Dey, et al., 2016; lori & Vezzani, 2016; Neniskyte & Gross, 2017; Rana &
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Musto 2018). Sin embargo, el papel exacto de este proceso no esta claro. Llegar a
comprender esto puede llevar a perspectivas importantes con respecto al desarrollo y
evaluacion de tratamientos antiinflamatorios y las posibilidades de deteccion para
pacientes en riesgo (Amhaoul et al., 2014). La identificacion de biomarcadores
celulares y moleculares puede ser util para comprender el ciclo dinamico
epileptogénico en modelos experimentales y humanos (Ran et al., 2014). Esto
permitiria una estratificacion mas precisa en la epilepsia y tendria multiples usos,
incluida la prediccion temprana de la enfermedad después de una lesion cerebral o
una primera convulsién, la medicion de la progresion y la estratificacion de la
resistencia al FAE en funcion de la capacidad de respuesta al farmaco. Ademas, podria
llevar al desarrollo de mejores modelos animales para una deteccion mas efectiva y
rentable de los FAE y disminuir el costo de los ensayos clinicos a través de una mejor

seleccién de pacientes (Walker, 2015).

Uno de los enfoques gendémicos que se han hecho en la epilepsia es realizar estudios
de asociacién genética, disefiados para identificar variantes genéticas comunes que
contribuyen al riesgo para el desarrollo de la enfermedad (Lohmann & Klein, 2014;
Poduri, 2015). La identificacién de variantes en el gen de la subunidad alfa tipo | del
canal de sodio dependiente de voltaje (SCN1A) como factores de riesgo genético para
la epilepsia es, quizas, el mas conocido (Myers & Mefford, 2015). Sin embargo, hay
otros estudios que se han hecho en otros genes, tomando en cuenta aquellos que

estan asociados a la inflamacién (Kariuki, et al. 2013; Diamond, et al., 2014; Hung, et
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al., 2017), como se ha informado en los antecedentes. El presente estudio se enfoco
a la busqueda de factores de riesgo genéticos asociados a la epilepsia de I6bulo
temporal con y sin esclerosis hipocampal, y a la epilepsia asociada a tumor, con

enfoque poligénico y centrado en la inflamacion.

9.1. Género

Al igual que en reportes anteriores (McHugh & Delanty, 2008; Ortiz-Gonzalez et al.,
2013) en este estudio se observé que en todos nuestros grupos de epilepsia hay mas
hombres que mujeres, aunque sin ser significativas las diferencias. Esto se puede
relacionar a que hay una mayor exposicion por parte de los hombres a las causas de

la epilepsia lesional (McHugh & Delanty, 2008).

9.2. Frecuencias alélicas y genotipicas

Las frecuencias obtenidas fueron comparadas con los datos del proyecto 1000
genomas encontrando que los resultados de nuestros controles son similares a los
publicados por éste (Grch37.ensembl.org, 2019). En el presente estudio se encontrd
que el alelo G y el genotipo G/G de la variante rs1800795 de IL-6 se encuentran
asociados con la EPT. Este es el primer estudio que reporta la asociacion de esta
variante genética con la EPT. Las razones por las que esta variante genética pudiera
contribuir con la EPT aun no son claras, sin embargo, varios estudios (Terry et al.,

2000; Villuendas et al., 2002; Chen et al., 2006) han reportado que el alelo G y el
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genotipo G/G de esta variante genética estan asociados con un incremento en los
niveles de ARN mensajero y proteina de IL-6 en el tejido cerebral. Los resultados de
este estudio también sugieren que el genotipo C/G de esta variante genética pudiera
ser considerado como un genotipo de proteccion contra EPT. En el afio 2003 un
estudio (Miflambres et al., 2003) encontré que el alelo C de esta variante genética esta
asociado con menores concentraciones de IL-6, lo que podria asociarse con los
resultados obtenidos en el presente trabajo. Si bien en el genotipo C/C no se vio esta
proteccion hay que resaltar que este genotipo Unicamente estuvo presente en el grupo
control, lo que no descarta que el alelo C este asociado con menores concentraciones
de IL-6. La sobreexpresion de IL-6 disminuye la neurogénesis en el hipocampo y
aumenta la gliosis, creando condiciones que pueden contribuir a la epileptogénesis
(Erta, 2012; Levin, 2017), por lo que un aumento de los niveles de IL-6 causado por
esta variante genética podria contribuir al estado epileptogénico en los pacientes con

EPT.

De igual manera, los resultados muestran que el genotipo G/G de la variante genética
rs20417 en el gen de COX-2, se encuentra asociado con EPT y con ELT. En ambos
grupos se observd que el genotipo C/G de esta variante pudiese tener un efecto
protector. En un estudio realizado por Papafili y colaboradores, en el 2002, se observé
gue aquellos portadores del alelo C de esta variante genética presentaban una
disminucién de alrededor del 28% en la expresiéon del gen de COX-2 en comparacion

con aquellos portadores del alelo G. En este sentido, el genotipo homocigoto G/G
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podria contribuir a una mayor expresion del gen de COX-2 en comparacion con el
genotipo C/G, y esto podria a su vez favorecer a procesos epileptogénicos en los
pacientes con EPT y ELT. Se ha observado que el genotipo G/G de esta variante
genética se encuentra asociado con la enfermedad de Alzheimer en la poblacion
mexicana (Toral-Rios et al., 2015), lo que podria sugerir la presencia de vias en comun

en ambas patologias.

Se observo que el genotipo G/G de la variante genética rs1799724 en el gen de TNF-
o se encuentra asociado con la ELT con EH. Al igual que con las dos anteriores
variantes genéticas, éste también es el primer estudio que reporta una asociacion entre
esta variante genética y la epilepsia. Se ha observado que las variantes genéticas
rs1799724, rs1800795 y rs20417 pueden afectar los niveles de expresion de TNF-q,
dado que se encuentran en el area promotora del gen (Kimura et al., 2016). También
se ha observado que los niveles de TNF-a en el hipocampo estan aumentados en la
ELT con EH (Teocchi et al., 2013); hay que recordar que esta citocina puede contribuir
al desarrollo de la epilepsia (Stellwagen 2005; Kubota 2009; Galic 2012) lo que pudiera
asociar a esta variante genética a la ELT con EH. Se ha observado que TNF-a se
encuentra mayormente expresado en ELT con EH que en ELT sin EH (Aalbers et al.,
2014; Teocchi & D’Souza-Li, 2016), lo que explicaria por qué se observa este resultado

unicamente en el grupo de ELT con EH.
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9.3. Desequilibrio de ligamiento y haplotipos

En el presente estudio se observé que hay dos regiones con alto desequilibrio de
ligamiento. La primera region se indentifico entre las variantes rs1800795 y rs1524107
de IL-6. Al calcular las frecuencias haplotipicas de estas dos variantes genéticas se
encontré que el haplotipo CG se encuentra con mayor frecuencia en los controles
versus el grupo EPT. Se observa que este haplotipo lo compone el alelo C de la
variante genética rs1800795 que esta asociado con una disminucion en la expresion
de IL-6 (Miflambres et al., 2003). Con respecto al alelo G de la variante genética
rs1524107 se sabe que no afecta los niveles de IL-6 (Jiang et al., 2010; Chang et al.,
2016), lo que podria explicar por qué se encuentra presente en los otros haplotipos sin
alguna diferencia significativa. Este es el primer reporte de una asociacion de esta
region con la epilepsia, por lo que se deben hacer mas estudios de este tipo en mas

poblaciones para poder entender mejor su papel en la enfermedad.

La otra region que se observo con alto desequilibrio de ligamiento es la que esta entre
las variantes rs1800871 y rs1800872 de IL-10. El andlisis de las frecuencias
haplotipicas muestran que el haplotipo AC, formado por estas dos variantes, se
encuentran con mayor frecuencia en el grupo de pacientes con ELT, sugiriendo que
esta combinacion alélica pudiera estar asociada con este tipo de epilepsia. En los
datos de las frecuencias alélicas y genotipicas no se registro ningun alelo o genotipo
en estas variantes genéticas que pudiesen asociarse con el grupo de ELT, por lo que
no se descarta que exista alguna otra en la regiébn que comprenden estas dos variantes

genéticas que pudiera estar asociada a ELT.
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9.4. ApoE

La distribucion de los genotipos de APOE mostré que €3/e4 se encuentra con mayor
frecuencia en los pacientes con ELT. Esto concuerda con lo encontrado en otras
investigaciones realizadas en poblaciones caucéasicas y asiaticas (Gambardella et al.,
2005; Huang et al., 2015; Li et al., 2016), y es la primera vez que se evalla esta
asociacion entre el genotipo de APOE vy la epilepsia en la poblacién mexicana. Hay
que mencionar que la distribucién de genotipos de APOE en nuestra poblacién control
es similar a lo reportado por otros estudios (Suastegui-Roman et al., 2002; Aceves et

al., 2006; Campos et al., 2013; Genis-Mendoza et al., 2018) en la poblacion mexicana.

También se analizo si existia una correlacion entre la presencia de al menos una copia
del alelo €4 de APOE vy los genotipos de cada una de las variantes en genes asociados
con la inflamacion. Se observo que el genotipo G/G de rs1800796 en IL-6 y el genotipo
G/G de la variante rs20417 en el gen de COX-2, en presencia de al menos un alelo €4
de APOE, se asocian con mayor frecuencia a la ELT. Se ha sugerido que tanto la
variante genética rs1800796 como el alelo ¢4 de APOE podrian estar asociados con
una respuesta inflamatoria alterada, sin embargo, el mecanismo aun no es claro (Wang
& Jia, 2010). No se ha reportado alguna asociacion entre la EPT y el alelo €4 de APOE,
a diferencia de lo registrado con ELT (Briellmann, 2000; Palop & Mucke, 2009), lo que
podria explicar por qué no se encontré una asociacion entre el alelo ¢4 de APOE y la

variante genética rs1800796 en EPT.
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Ningun otro estudio ha evaluado la asociacion del alelo ¢4 de APOE y estas dos
variantes genéticas en pacientes con epilepsia. Sin embargo, varios autroes (Finch &
Morgan, 2007; Tsoi et al., 2007; Vitek et al., 2009; Fan et al., 2017) han sefalado que
el alelo ¢4 de APOE favorece la respuesta inflamatoria ya que se ha observado un
aumento de la secrecidon de citocinas por parte de los macréfagos y la microglia en
presencia de este alelo en epilpesia. La asociacion del alelo ¢4 de APOE vy las
respuestas inflamatorias se han hecho especialmente en relacién con la enfermedad
de Alzheimer (Palop & Mucke, 2009), por lo que es importante ampliar el conocimiento

de los mecanismos de este alelo en otras patologias neuronales como es la epilepsia.

10. CONCLUSION

Se encontré que el genotipo G/G de la variante rs1800795 de IL-6 se encuentra con
mayor frecuencia en pacientes con EPT. Para la variante rs20417 del gen de COX-2
la frecuencia del genotipo G/G fue significativamente mas frecuente en pacientes con
EPT y ELT. Por su parte el genotipo C/G de la variante rs1800947 de CRP, asi como
el haplotipo AC, conformado por las variantes rs1800871 y rs1800872 de IL-10, se
observaron con mayor frecuencia en pacientes con ELT. Lo mismo sucedi6 con el
genotipo G/G de la variante rs1799724 de TNF-«, que fue mas frecuente en pacientes
que presentan ELT con EH. Asi mismo, se observo que el genotipo G/G de la variante
rs1800796 de IL-6 y el genotipo G/G de la variante rs20417 del gen de COX-2, en
presencia del alelo ¢4 de APOE, se observaron con mayor frecuencia en pacientes con

ELT.
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En este estudio se identificaron alelos, genotipos, haplotipos y combinaciones multiloci
de SNV en genes relacionados con la inflamacion, asociadas con los diferentes tipos
de epilepsia evaluados. A su vez, estas asociaciones se presentaron de manera
diferencial entre los distintos grupos de epilepsia; por lo que estos resultados
presentan posibles marcadores genéticos asociados a la inflamacion para la ELT, EH
y EPT, sin embargo, hay que continuar investigando los efectos de estas variantes
genéticas en otras poblaciones, ademas de describir los mecanismos que contribuyan

a la patogenia de la epilepsia.

10.1. Perspectivas

Este estudio contribuye en la busqueda de marcadores genéticos para la epilepsia en
nuestra poblacion. De igual forma, aporta conocimiento sobre la participacion de la
inflamacion en la epilepsia. Este es el primer estudio que evalla la asociacion de
variantes genéticas relacionadas con la inflamacion en la poblacién mexicana y los
resultados son prometedores, por lo que se evaluaran los niveles de expresion del
RNA mensajero y de las proteinas de los genes analizados en biopsias de tejido
cerebral de pacientes con epilepsia. Asi, este estudio tiene el potencial de seguir

aportando mas informacion en torno a esta enfermedad.
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ANEXO |

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA SA LU D
MANUEL VELASCO SUAREZ

Ciudad de México a de del

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO VALIDAMENTE INFORMADO

En caso de tratarse de un paciente que se encuentre en estado de incapacidad transitoria 0 permanente
y que por consiguiente no pueda expedir el consentimiento libremente, la autorizacién sera suscrita por
el familiar mas cercano en vinculo que le acomparie, 0 en su caso por tutor o representante legal.

|. DATOS GENERALES

NOMBRE: EDAD:;
SEXO: FECHA DE NACIMIENTO:

TELEFONO: VIVE CON:

DOMICILIO:

Nombre de la persona que recibié la informacién y otorga el consentimiento:

Paciente ( ) Representante legal ( ) Familiar () Parentesco

Médico’ Tratante:
DIAGNOSTICO: Epilepsia

A.

PLAN DE MANEJO: Toma de muestra de sangre total y tejido obtenido a partir de la
cirugia, para la determinacién de marcadores moleculares relacionados con la epilepsia;
con el fin de realizar investigacién basica, que permita identificar posibles blancos
terapéuticos

RESULTADOS ESPERADOS: identificacion de polimorfismos en los genes de proteinas
gque participan en la requlacién de procesos inflamatorios y que puedan estar asociados
con el desarrollo de la Epilepsia

RIESGOS Y COMPLICACIONES: Este estudio no representa ningin riesgo para su salud,
el riesgo es el inherente a la cirugia programada para el manejo del tratamiento.
ALTERNATIVAS DE MANEJO: No tomar muestra, sin que esto repercuta en la calidad de
atencion que se le brinda.

ACEPTO EL PROCEDIMIENTO y ACEPTO PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO DE
INVESTIGACION

Si ( ) No ( )

El propésito del procedimiento es purificar los acidos nucleicos, para la creacion de un
banco que permita realizar estudios de Biologia Molecular y nos ayude a identificar el perfil
genémico de la poblacion. Estos estudios permitiran la identificacion de blancos
terapéuticos que ayuden al diagnéstico temprano de la epilepsia. El estudio se realizara en
individuos clinicamente diagnosticados con epilepsia.
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Se aclar6 al paciente (y/o su familiar o representante legal) que los antecedentes clinico-
patoldgicos referidos en la historia clinica, no pueden considerarse como causas naturales
de complicaciones potenciales para el procedimiento actual.

Los beneficios derivados de este trabajo son el incrementar el conocimiento sobre el
proceso clinico y patolégico de las demencias y epilepsia, que abren la posibilidad de
deteccidén temprana, tratamientos mas eficaces y mejor calidad en la atencion médica de
estos padecimientos propios y exclusivos del ser humano.

POR LO TANTO Y CON LA ANOTACION VERBAL Y ESCRITA

Declaro en forma libre y voluntaria sin existir ninguna presion fisica o moral sobre mi
persona, que he comprendido, por las explicaciones que se me han proporcionado el
propésito y los riesgos del procedimiento, aclarando las dudas que he planteado. Asi
mismo declaro que he leido y comprendido totalmente el consentimiento y los espacios en
blanco han sido llenados antes de firmar.

Estoy enterado que en cualquier momento y sin necesidad de dar explicacién alguna,
puedo revocar el consentimiento que otorgo.

AUTORIZO:

MI PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION Y QUE SE ME (LE)
REALICEN LOS PROCEDIMIENTOS PLANEADOS

Toma de muestra de sangre venosa para el estudio de polimorfismo relacionado con el
desarrollo de la epilepsia.

Lugar y fecha Hora.
Nombre y firma de la persona que dio el Nombre, firma del investigador principal
consentimiento
TESTIGOS
Nombre y firma Nombre y firma

Los datos personales recabados seran protegidos e incorporados en el sistema de registro de datos de
pacientes cuya finalidad se integra a un registro que proporcione la capacidad de definir con precision
y diligencia la situacion clinica del paciente con la finalidad de dar seguimiento a la atencion médica
integral. Para cualquier duda comunicarse con la Dra. Victoria Campos Pefia al 56063822 ext. 2010 o
al 044-5554569605, email neurovcp@ymail.com. Comité de Bioética del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia (56063822 ext. 5027).
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ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00204
Maticda: 2163301994

-

EVALUACION DE POLTMORFISMOS
EN GENES RELACIONADOS CON LA
INFLAMACION EN PACIENTES
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 15:30 horas
del dia 29 del mes de te del aflo 2019 en la Unidad
Iztapalapa de la uUniver d Autéroma Metropolitana, leos
suscrites miembros del jurado:
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DR. ALBERTO ORTEGA VAZQUEZZ
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Bajo la ?Presidencia de la primera y con carzicter de
Secretario el ultime, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya dencminacién aparece al margen, para la
ocbtencidén del grade de:
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oE: YATR EMILIANO DELGRDO NAMCRADO

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamentc de Estudios iores de la Universidad
Auténoma Metropelitana, miembros del jurade
resolviercn:

A by
Acte continua, la presidenta del Jjurade comunicéd al

interesado el resultado de la evaluacién y, en caso
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