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Encefalopatia epiléptica: del fenotipo al genotipo

RESUMEN

Introduccién: Las encefalopatias  epilépticas (EE) representan un  grupo
de trastornos epilépticos devastadores con inicio habitualmente en la infancia vy
caracterizadas  por epilepsia farmacorresistente, anomalias  electroencefalograficas

significativas y deterioro cognitivo grave.

Objetivo: Analizar las caracteristicas clinicas y el seguimiento en pacientes afectados de EE
a los que se les ha realizado un estudio genético con un panel de genes relacionados con
epilepsia o un exoma clinico dirigido a epilepsia, analizando las variantes patogénicas

encontradas.

Material y métodos: Se realiza un estudio retrospectivo observacional, descriptivo y
analitico, en el que se analizan variables clinicas y analiticas de 34 pacientes (18 varones y
16 mujeres) con diagnostico de EE y a los que se realizd estudio genético (panel de

epilepsias o exoma clinico).

Resultados: La media de edad de presentacion de primera crisis fue de 14,2 +16,9 meses.
Los pacientes con diagnéstico genético definitivo iniciaron las crisis a una edad menor
(10,30 +10,17 meses). El 67,6% de los pacientes presentaban crisis generalizadas y
precisaron una media de 5,8 13,7 farmacos antiepilépticos (FAES). Se solicité el exoma
clinico (trio) en 27 casos (79,4%), que identificd variantes patogénicas en 7 casos (25,9%).
Cuando se realizo el estudio del panel de epilepsia (7 casos) se llegd a un diagnostico

etioldgico en 2 casos (11,1%).

Conclusiones: La presencia de malformaciones congénitas, fenotipo peculiar y menor edad
de inicio de las crisis parece que puede estar relacionada con un aumento de la probabilidad
de presentar un resultado en el test genético. El rendimiento diagnéstico del panel de
epilepsia en nuestra muestra de nifios con EE ha sido del 11,1%, y el del exoma clinico un
25,9 %. El estudio genético mediante exoma-trio se esta posicionando como prueba de

primera linea en el estudio de estos pacientes.

Palabras clave: Encefalopatia epiléptica, panel epilepsia, exoma clinico, exoma-trio,

farmacos antiepilépticos.



Encefalopatia epiléptica: del fenotipo al genotipo

ABSTRACT

Background: Epileptic encephalopathies (EE) represent a group of devastating epileptic
disorders that usually begin in childhood and are characterized by drug-resistant epilepsy,

electroencephalographic abnormalities, and severe cognitive impairment.

Objetive: To analyze the clinical characteristics and the follow-up in patients affected by EE
who have undergone a genetic study with a panel of genes related to epilepsy or a clinical

exome directed to epilepsy, analyzing the pathogenic variants founded.

Material and methods: A retrospective observational, descriptive and analytical study was
carried out, in which clinical and analytical variables of 34 patients (18 men and 16 women)
with a diagnosis of EE were analyzed and who underwent a genetic study (panel of

epilepsies or clinical exome).

Results: The mean age of presentation of the first crisis was 14.2 £ 16.9 months. The
patients with a definitive genetic diagnosis started the seizures at a younger age (10.30 %
10.17 months). 67.6% of the patients presented generalized seizures and required an
average of 5.8 + 3.7 antiepileptic drugs (FAES). The clinical exome (trio) was requested in 27
cases (79.4%), which identified pathogenic variants in 7 cases (25.9%). When the study of
the epilepsy panel was carried out (7 cases), an etiological diagnosis was reached in 2 cases
(11.1%).

Conclusions: The presence of congenital malformations, peculiar phenotype and lower age
of onset of seizures seems to be related to an increase in the probability of presenting a
result in the genetic test. The diagnostic performance of the epilepsy panel in our sample of
children with EE was 11.1%, and that of the clinical exome was 25.9%. The exome-trio

genetic study is positioning itself as a first line test in the study of these patients.

Keywords: Epileptic encephalopathy, epilepsy panel, clinical exome, exome trio,

antiepileptic drugs.
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ABREVIATURAS EMPLEADAS

indice abreviaturas ‘
aCGH

CGH-array
AD Autosdmico dominante
AR Autosomico recesivo
BD Base de datos
CNV Variante en el numero de copias
CIR Crecimiento intrauterino retrasado
DE Desviacion estandar
DG Diabetes gestacional
DI Discapacidad intelectual
EE Encefalopatia epiléptica
EEG Electroencefalograma
ES Secuenciacion del exoma
FAES Farmacos antiepilépticos
FIV Fecundacion in vitro
ERGE Reflujo gastroesofagico
HTS Secuenciacion alto rendimiento
ILAE Liga Internacional Contra la Epilepsia
PRN Peso recién nacido
RM Resonancia magnética
SNC Sistema nervioso central
SEG Semanas edad gestacional
TEA Trastorno del espectro autista
VOUS/VUS

Variante de significado incierto
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1. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

El concepto actual de encefalopatia epiléptica (EE) propuesto por la Comisién de
Clasificacion y Terminologia de la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) hace
referencia a un conjunto heterogéneo de sindromes epilépticos en los que la actividad
epiléptica contribuye por si misma al desarrollo de un deterioro progresivo de las
funciones corticales cerebrales '2.

La EE en la infancia es un término descriptivo para un grupo de trastornos epilépticos
graves caracterizados por un inicio temprano de las crisis convulsivas, resistentes a
tratamientos, con estancamiento o regresién del desarrollo cognitivo?®.

La incidencia estimada de EE es de 4,3 por cada 10.000 nacidos vivos por afio®.
Supone una importante carga de cuidados para las familias, para los servicios de
salud, un riesgo significativo de comorbilidad y acortamiento de la esperanza de

vida®8.

1.2 HISTORIA DE LA ENCEFALOPATIA EPILEPTICA

Las descripciones clinicas durante el siglo pasado de entidades que ahora
consideramos EE contribuyeron a la creacion del concepto. Esto ocurrié porque la idea
de que no solo las convulsiones sino también estados epilépticos aparentemente
subclinicos podrian interferir con el estado cognitivo. Ademas del sindrome de West,
este concepto se ha utilizado ampliamente en el sindrome de Lennox-Gastaut. Henri
Gastaut considerd el retraso mental (discapacidad intelectual) como un sintoma
obligatorio del sindrome y una consecuencia de la actividad epiléptica
electroencefalografica interictal. ElI concepto de que un déficit neuropsicoldgico podria
ser determinado por la actividad paroxistica electroencefalografica interictal, continua o
subcontinua, también estuvo presente en la primera descripciéon del sindrome por
Landau y Kleffner (1957). El concepto fue desarrollado por Dulac (2001) en la década
de 1990, y finalmente se incluyé en la propuesta de la clasificacion de la ILAE en
20017, donde el término de EE se uso para condiciones en las que se cree que "las
anomalias epileptiformes contribuyen a la alteracion progresiva de la funcion cerebral".
Posteriormente, en 2006, Engel defini6o EE como condiciones donde "existe un
proceso de neurodesarrollo o neurodegeneracion que es dependiente de la epilepsia,

involucrado en la evolucion del sindrome (en contraposicion a un proceso metabdlico,
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degenerativo o encefalitico subyacente)", excluyendo asi estas etiologias progresivas
especificas del espectro causal de EE. Engel también describe que "es importante
distinguir entre los déficits que son debidos a la etiologia de la epilepsia, los que se
deben a la farmacoterapia utilizada y los que se deben a la propia epilepsia (EE).
Desafortunadamente, esto puede ser dificil y muchos EE son tedricos".

La ILAE en 2010°® sefialé que "la EE incorpora la nocion de que la actividad epiléptica
misma puede contribuir a alteraciones cognitivas y conductuales, mas alla de lo que se
podria esperar de la patologia subyacente por si sola (por ejemplo, malformacion
cortical), y que pueden empeorar con el tiempo. Aunque ciertos sindromes a menudo
se conocen como EE, los efectos encefalopaticos de las convulsiones y la epilepsia
pueden ocurrir en asociacion con cualquier forma de epilepsia". La ILAE en 2001’
diferencia entre las EE y las encefalopatias con epilepsia. En Sciacca en abril de 2012,
Capovilla propuso el nuevo concepto de encefalopatias epileptogénicas, que son
afecciones progresivas con diversas etiologias, que pueden producir deterioro
cognitivo (per se) y epilepsia. Pueden tener diferentes etiologias, como tumores
cerebrales, enfermedades neurodegenerativas o metabdlicas y enfermedades
inflamatorias o autoinmunes. En las encefalopatias "epileptégenas", el deterioro es
independiente de la epilepsia, incluso si la epilepsia deteriora el cuadro clinico; pueden
producir una EE, pero no tienen EE pura. Esta distincién tiene un valor fundamental
porque, si se tiene el concepto de EE, en estas condiciones el tratamiento debe ser
agresivo, pero si el deterioro se produce debido a la etiologia especifica, existe el
peligro de un sobretratamiento injustificado. Es bien sabido que los tratamientos, en
particular la politerapia agresiva, pueden empeorar el perfil neuropsicologico, y este
empeoramiento se puede considerar consecuencia de EE, lo que provoca un excesivo
tratamiento farmacoldgico.

En la ultima clasificacion de la ILAE de 2017 se propone un concepto de EE aplicable
a las epilepsias en todas las edades, no sélo para epilepsias graves con inicio en la
infancia y nifiez. Afirman que muchos sindromes de epilepsia asociados con
encefalopatia tienen etiologia genética. Muchos de estos trastornos genéticos tienen
consecuencias en el neurodesarrollo, que surgen directamente del efecto de la
variante patogénica genética, ademas del efecto de la actividad epiléptica. En
conclusion, se sugiere que el término “encefalopatia epiléptica y del desarrollo” sea
utilizado cuando corresponda y se pueda aplicar a personas de cualquier edad. Esto
permite su uso de una o de ambas descripciones: encefalopatia del desarrollo cuando
s6lo haya deterioro del desarrollo sin actividad epiléptica, encefalopatia epiléptica

cuando no haya retraso preexistente del neurodesarrollo y la variante patogénica
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genética no sea causante de este y por ultimo encefalopatia epiléptica y alteracion del
desarrollo. Este nuevo concepto permitira una clasificacion mas precisa de estos
pacientes epilépticos. En muchos casos, donde una variante patogénica genémica sea
la causante, se podra utilizar el nombre de la condicién subyacente, por ejemplo,
"Encefalopatia STXBP1" o "Encefalopatia KCNQ2" 8.

1.3 APROXIMACION DIAGNOSTICA

El diagnéstico en la EE supone un gran desafio, ya que existen numerosas etiologias
con importante superposicion fenotipica; se incluyen causas no genéticas, asi como
mas de 200 trastornos convulsivos monogénicos, errores congénitos del metabolismo

y sindromes con discapacidad intelectual®.

Un enfoque de diagndstico tipico para la EE abarca dos pasos: evaluaciones de primer

y segundo nivel.

Evaluacion de primer nivel incluye revisidon neurolégica y clinica, deteccion de
trastornos metabdlicos, neuroimagen, neurofisiologia, microarrays cromosémicos y
pruebas genéticas especificos para condiciones clinicamente sospechosas'®'! . Esto
permite el diagnéstico de EE secundaria a malformaciones corticales, hemorragia o
accidentes cerebrovasculares, hipoxia-isquemia perinatal, lesiones focales
susceptibles de cirugia, algunas enfermedades metabdlicas y mitocondriales,
sindromes clinicamente reconocibles como esclerosis tuberosa, nimero de copias
cromosomicas patégenas variantes y sindromes electro-clinicos asociados con un gen

particular como el sindrome de Dravet relacionado con el gen SCN1A (MIM 607208).

Sin embargo, entre el 40%-50% de los pacientes afectados de EE permanecen sin

diagnosticar tras la evaluacion de primer nivel'213,

La evaluacion de segundo nivel implica evaluaciones clinicas seriadas,
neuroimagenes adicionales, estudios metabdlicos y secuenciacion de genes'®'!. Este
enfoque a menudo representa una odisea diagndstica para pacientes, sus familias y
los médicos: es invasivo, costoso, consume mucho tiempo y tiene un bajo rendimiento

diagnostico (<10%)"".
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First Tier testing
* \enous gas: glucoseflactate.
* Plasma amino acids, full blood

count, urea and electrolytes, liver = No Diagnosis
biochemistry, alkaline phosphatase, l
uric acid, creatine kinase, ammonia,
B12, folate, biotinidase, copper, Second ter testing
caeruloplasmin, TORCH screen. * High throughput
* Urine metabolic screen, urine sequencing(HTS): exome
piperideine -6-carboxylate, alpha- sequencing/panel, with
aminoadipic semialdehyde. consent.
* DMNA extraction and storage, * Genetic tests not covered
chromosomal microarray. by HTS platform (ARX exon
= Magnetic resonance 2 expansions, methylation
imaging/spectroscopy +/- at Angelman locus,
cerebrospinal fluid (C5F) studies common mitochondrial
(CSF lactate, glucose). point mutations, deletions
* Clinical Genetics and Neurology and duplications). |
reviews. Ophthalmology. J,
[ - Pathogenic/ Variant of uncertain
Diagnasts likely pathogenic [€—— significance/no
genetic cause diagnosis
; v
Ongoing best practice management Multidisciplinary team
clinic MRBENE. .
; ’ Consideration adjunctive
Genetic counselling testing
Family support HTS review/reanalysis

Figura 1.1: Ruta de diagndstico recomendada para las EE que incorpora secuenciacion de alto rendimiento.
Adaptada de Palmer et al, 2018 ™.

El bajo rendimiento diagnéstico de las pruebas estandar de segundo nivel refleja la
dificultad de focalizar las pruebas genéticas para las EE: se reconoce cada vez mas
que los genes rara vez respetan el concepto de sindromes electro-clinicos, como los
propuestos por la ILAE3. Las variantes en un gen pueden causar diferentes sindromes
electro-clinicos, y por el contrario cada sindrome electro-clinico puede tener un rango
creciente de genes causales®'>'®'7- Ademds, este campo de la genética esta
cambiando rapidamente. OMIM actualmente enumera 56 causas genéticas de EE de

inicio en la infancia, pero hay unas 200 condiciones monogénicas que incluyen EE".
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1.4 PAPEL DE LA GENETICA EN EL DIAGNOSTICO
1.4.1 Implicaciones genéticas en la practica pediatrica

Los problemas médicos asociados con enfermedades genéticas pueden presentarse a
cualquier edad, aunque los mas evidentes y graves suelen manifestarse durante la
infancia. Se estima que 53/1.000 nifos y adultos jovenes tendran enfermedades con
un componente genético significativo. Si se incluyen anomalias congénitas, la tasa
aumenta a 79/1.000.

1.4.2 Aplicacion clinica de los avances genéticos

Los avances en genética han sido extremadamente rapidos en los ultimos afos. En
ocasiones los pacientes pueden presentar unas caracteristicas que sugieran
enfermedades concretas que se asocien a alteraciones genéticas determinadas. En
ese caso, el genetista clinico o el neuropediatra pueden solicitar directamente los test
geneéticos apropiados. Para ello es necesario un buen conocimiento clinico de los
sindromes, asi como de los mecanismos genéticos que puedan originarlo. Conociendo
estos mecanismos, no solo se obtiene un resultado etioldgico, sino la informacion

necesaria para realizar un asesoramiento genético adecuado'®.

Gene pame/inheritance [refer-  Age of onset Seizure type(s) Development/cognitive
ence] functions
DNMEAD [R3] 2= 13mo ES, AAbS GTCS GDD, 1D
GNAOIF AD [24] Td =T mo PCS, TCS, I8 GDD. 1D
KCNCIY AD |85] 614y MS, TCS 1D, motor disability
CHD2! AD [86, 87] 2y MS, AbS. GTCS GDD, 1D
CRINT AD [E5] 3 mo Ms, P& GDD, 1D
KCNA2! AD [R9) 5= 17 mo F5, M5, AbS, FSE, GDD, ID
GTCS

KIAA2022( K-linked [90, 91] 2=3y GS, IS, GMS 1D, hypotonia
LMNB2 AR [92] G-Ty MS, TCS GDD. ID
SIK 1 AD [93) Shortly after M5, 18 GDD, ASD

birth
SLOBAL AR [94] Tmo-by MS, MAS, AS Regression, |D
SPTANI AD [95] Iwk-3mo MS, TS, GTCS. AbS GDD, 1D

AD Autosomal dominant; AR Autosomal recessive; MY Myoclonic seziures; AbS Absence seirures; GICS
Generalized tonic-clonic seizures; GDO Global developmental delay; 1 Intellectual disability; £5 Epileptic
spasms; AARS Atypical absence seinure; PCS Partial complex seizures; TCS Tonic clonie seizures; I8 Infantile
spasms; PS5 Partial seizures; FX Febrile seizures; FSE Febrile status epilepticus; G5 Generalized seimares; GMS
Grand mal seizures; MAS Myoclonic-atonic seizure; A8 Atonic seizure; TS Tonic seizures

Figura 1.2: Revision de la literatura para nuevos genes causantes de EE: Patron de herencia, edad de inicio,

tipos de convulsiones y retraso del desarrollo?.
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Los progresos en el campo de la genética molecular han revolucionado el proceso
diagnéstico y se estan constituyendo en muchos casos en la primera prueba a realizar:
la identificacion de una variante patogénica cierra el estudio etiolégico, ayuda a
obtener las respuestas buscadas y a optimizar el seguimiento. A su vez evita la
necesidad de muchos otros estudios complementarios y permite el asesoramiento
genético y un futuro diagndstico prenatal y preimplantacional, constituyéndose en
herramienta preventiva de primer orden.

El rango de pruebas disponibles para el clinico es amplio, y probablemente pronto
estara dominado por el exoma completo y, en un futuro no muy lejano, la
secuenciacion del genoma completo. Ambas técnicas han demostrado tener mayor
rendimiento diagndstico que la mayoria de pruebas disponibles actualmente. Muchos
genes han sido implicados en las epilepsias, con evidencia emergente de la
participacion de vias multigénicas particulares?'.

Estos avances genéticos asocian un abaratamiento de estudios menos dirigidos, y la
tendencia es, en ausencia de un diagnostico clinico de certeza, a realizar estudios
ampliados a las posibilidades diagnodsticas existentes; resulta mas econdémico en
tiempo y dinero un estudio amplio que continuar buscando variantes patogénicas
especificas en los diferentes genes candidatos??.

Pese a todo ello, todavia quedan pacientes sin diagndstico etiolégico a pesar de haber
realizado investigaciones previas exhaustivas, las posibles razones son?:

- La variante patogénica genética no se ha asociado previamente con el fenotipo de la
enfermedad.

- Existe heterogeneidad alélica (mismo gen, pero diferente variante patogénica
causante de un fenotipo diferente).

- Existe heterogeneidad de locus (distintos genes producen un fenotipo similar).

- Presentacion de un solo sintoma o de caracteristicas inusuales de una enfermedad

compleja o rara.

Aunque actualmente la mayoria de las pruebas genéticas tienen como finalidad
identificar o confirmar un diagndstico, en el futuro, el conocimiento de la causa
geneética subyacente proporcionara nuevos conocimientos sobre la patogénesis de la

EE y allanara el camino hacia el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento.
1.4.3 Panel de epilepsias y secuenciacion del exoma

El estudio mediante paneles de genes, consiste en analizar varios genes de forma

simultanea. Esta indicado para enfermedades o grupos de enfermedades que pueden
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estar causadas por diferentes genes. Tiene la ventaja de que el disefio especifico de
las sondas de captura permite el analisis de practicamente la totalidad de los genes
estudiados. Simplifica y acelera el estudio, ademas de ampliar la informacién obtenida
Sin embargo, tiene grandes limitaciones como la necesidad de redisefar el
experimento si se desea incluir nuevos genes y tampoco permite la identificacion de

nuevos genes causales para una patologia.

La secuenciacion del exoma, se utilizan kits de captura para todas las regiones
codificantes, reguladoras y de splicing de todos los genes codificantes del genoma
humano (mas de 19.000 genes). La mejora de cobertura para los genes en el disefio
de los kits de captura de exoma en los ultimos afios, con una cobertura cercana al
100% para genes OMIM ha permitido que el abordaje por exoma del estudio de
enfermedades asociadas a varios genes sustituya a la mayoria de los paneles de
genes por captura selectiva. Mediante la tecnologia de exoma se obtiene la
informacion de las secuencias de todos los genes codificantes. El analisis de estos
datos se realiza segun las necesidades, pudiendo realizarse el analisis de un numero
limitado de genes (exoma dirigido), de todos los genes conocidos asociados a
patologia (exoma clinico, ~5.700 genes) o bien de su totalidad (19.000-23.000 genes).
Para ello se emplean “pipelines” de analisis segun el objetivo. El pipeline es la
informacion detallada de todo proceso de analisis bioinformatico con los softwares
utilizados en cada fase. Dado que el analisis de datos no sigue un modelo Unico y la
combinacion de distintas herramientas de software y bases de datos puede dar lugar a
resultados variables es necesario el uso de pipelines de analisis eficientes y precisos

para la correcta identificacion y caracterizacion de variantes gendmicas.

Las nuevas tecnologias estdn permitiendo la identificacion de nuevos genes
implicados en patologia de modo exponencial. El estudio mediante exoma presenta la
gran ventaja de la posibilidad de reanalisis, ya que, al disponer de toda la informacién
sobre el exoma, en caso de considerar posteriormente el estudio de otros genes
puede realizarse Unicamente a través de un analisis bioinformatico. El abordaje mas
eficiente a dia de hoy es el exoma-trio, que compara los datos del exoma obtenidos
en el paciente con los de sus progenitores. Esta estrategia es muy util ya que nos
permite identificar el origen parental o “de novo” de cualquier variante identificada en el
paciente, especialmente las variantes de significado incierto. Ademas, al realizarse el
estudio sobre todos los genes incluidos en el exoma permite la identificacion de genes
potencialmente causales y no estan incluidos en los estudios convencionales

dirigidos?2.
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Los estudios a través de exoma pueden servir para la busqueda de variantes
patogénicas causantes de una enfermedad de sospecha en la que estan implicados
varios genes, para la busqueda de variantes patogénicas en genes de grupos de
enfermedades o para la identificacion de variantes patogénicas en ausencia de una
sospecha clinica definida. Actualmente y cada vez en mas centros, el estudio del
exoma es parte de la rutina clinica diagndstica de enfermedades de origen genético?.
Por otra parte, se ha demostrado que los estudios genéticos mediante exoma son
coste-eficientes?* ya que, generalmente a partir del estudio de dos genes, su coste es
inferior respecto a la secuenciacién Sanger y, por su elevado rendimiento, permiten
una mejor tipificacién etioldgica, descartan hipotesis alternativas, evitan estudios
complementarios innecesarios, permiten el asesoramiento genético familiar y
reproductivo, mejoran el seguimiento clinico del paciente y, en algunos casos,
principalmente en algunas enfermedades metabdlicas, se puede realizar un
tratamiento precoz. Se han publicado numerosos articulos sobre secuenciacion de

exoma a nivel clinico?325.

Mumber of patients Number of patients Dhagnostic  Mutations identified m the Applied method (number of genes)
[references) with a genetic yreld genes causing epilepsy
defect
33 [#] 16 48.5% SCNIA, SCN24, STYRPI. KCNJHO, KCTD?, Tarzeted next genemtion
KONO3, ARHGEFQ, SMS, TPPI. MFSDS sequencing (265 genes)
53 [75) 12 23% SCNIA, SCN2A, STXBPI, CDKLS, MECP2, CASK Targeted capture sequencing
{35 genes)
500 [ 78] 52 10R% ECNi4, SCN2A, STXRPI, CDKLS, MECP2, CASK, Targeted re-sequencing (65 genes)

SON8A, MEF2C, KCNO2, PCDITY, HNRNPU,
MBDS. GABRG2, PNKP. PNPO, SCNBA, URESA,
CHIDZ, SYNGAP!

1977 7 47% DCX, ALDHTAL GPROS, SCNIA, KCNQZ, Targeted next generation
GABRG2, GRIN2A sequencing (67 zenes)

28 [78] & 21.4% TCF4, SCNIA, CDELS, KCNQ2, POLG Targeted next gencration

sequencing (38-53 genes)

10 [79] 7 Tive SCNIA, CDELS, EEFIA2 KONHS, CLONS, ARHGEFIS Whole exome sequencing

LI (&) " Taog GRINZA, FOLRI, SCN84, KCNQZ, GRIN2A, Whole exome sequencing
ASAHT, SYNJI, SYNGAP!

18 [81] 5 28% PNPO, ADSL, STXRPI, CASK, ALG13 Whole exome sequencing

264 [E2] 29 11% SCNI4, STXRP! GABRE3. CDKLS, SCNS4, Whole exome sequencing
SON24, ALGI3, DNMI, HDACH

356 [83] 53 15% ALGI3, CDKLS, CHD2 DNMI, FASN, GABBR?, Whaole exome sequencing

GABRBRZ GNAOL, HDACH, KCNQ2, PIK3API,
RANGAPY, RYR3, SCNIA, SCN2A, SCNEA,
SLO3542 STYBPI, TN,
234 [84] 4 1.7% GNAGT Whole-exome sequencing
24 [85] 26 1% NEUI, NHLRCI, AFGIL2, EPM2A, CLNb, Whole-exome sequencing
SACE, TBCID24, SERPINIL, PRNP,
SCNIA, KCNCT
a[7] 4 6% KCNQ2, SCN24, KCNTE PICGE Whole genome sequencing

Figura 1.3: Revision de la literatura para el diagnéstico genético en epilepsia mediante secuenciacién exoma

completo y secuenciacion del genoma?.
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1.4.4 Interpretacion de los resultados

El exoma humano es el conjunto de secuencias codificantes para proteinas y ARNs
con diversas funciones en el organismo y representa el 1-2% del genoma (35-70 Mb
frente a 3.200 Mb). Sin embargo, se considera que el 85% de las variantes

patogénicas responsables de patologias se encuentran en el exoma.

Las enfermedades genéticas pueden estar causadas por variantes patogénicas,
alteraciones cromosémicas o cambios epigenéticos, y pueden encontrarse en todas

las células de un individuo o sélo en un porcentaje de ellas (mosaicismo).

Las variantes patogénicas son alteraciones que afectan a la secuencia del ADN
codificante o regulador de los diversos genes. Hoy en dia se ha pasado a utilizar mas
el término “variante”, que puede ser clasificada como patogénica, de significado
incierto (VOUS o VUS, del inglés Variant Of Uncertain Significance) o polimérfica
(variacion que aparece en al menos el 1% de la poblacién); reservando el término

variante patogénica en caso de ser causa demostrada de patogenicidad.

Cuando se identifica una variante en el numero de copia (CNV) o polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP), se establece si ha sido previamente asociada a patologia en las

bases de datos existentes, en cuyo caso probablemente sera diagndstico.

Si no ha sido reportado asociado a patologia se valora el tipo de variante patogénica y
como afecta a la secuencia proteica. Las variantes que originan un codén de stop y
por tanto generan una proteina truncada se consideran patogénicas, aunque no se
hayan descrito previamente. Si se trata de otro tipo de variante y no esta reportada
previamente se establece como variante de significado clinico incierto (VOUS). En
esos casos se realizan los estudios de prediccion bioinformaticos. Se han desarrollado
una serie de programas y aplicaciones informaticas para predecir los efectos que una
determinada variante tendra sobre la correspondiente proteina y algoritmos de
prediccion de splicing. Estos analisis bioinformaticos de prediccion del efecto de las
variantes patogénicas o estudios “in silico” indican la probabilidad de que sean o no

patogénicas.

En los casos de variantes de splicing se pueden realizar estudios a partir de ARN para
estudiar su efecto y verificar si origina una alteracion en el transcrito. En algunos casos
se pueden realizar estudios de expresion proteica o estudios funcionales a partir de

fibroblastos.
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En todos los casos se estudia a los progenitores; si se trata de una variante
patogénica de novo, apoya la patogenicidad, aunque hay descritas enfermedades de
herencia AD donde existe una penetrancia incompleta y expresividad variable, de
forma que puede haber progenitores asintomaticos portadores de las variantes

patogénicas??.

1.5 TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

El concepto actual de EE refuerza la idea de que ciertas formas de actividad
paroxistica epiléptica mantenida en el EEG, principalmente en las edades criticas del
neurodesarrollo, alteran el desarrollo madurativo cerebral y conducen a una afectacion

grave evolutiva en las funciones neurocognitivas y conductuales.

De forma inherente al desarrollo de este concepto, surge la idea de que, al suprimir o
prevenir el desarrollo de esta actividad epiléptica sostenida, se podria mejorar la
funcion cognitiva y conductual de estos nifios?’. Esta premisa es vélida siempre y
cuando nuestra intervencion terapéutica se realice de forma precoz, antes de que la
actividad epiléptica deteriore irreversiblemente el normal proceso madurativo cerebral.
Sin embargo, hoy en dia sigue siendo casi imposible saber si el deterioro evolutivo que
sufren estos pacientes se debe soélo al efecto deletéreo de la actividad epileptiforme, a
la causa que genera la EE, al efecto de los farmacos usados para tratar la epilepsia o

a la combinacion de todos estos factores?.

Estos datos hacen muy atractiva la idea de tratar con farmacos antiepilépticos (FAES)
a todos los nifios que presenten frecuentes anomalias paroxisticas epileptiformes en el
EEG, aunque no tengan crisis clinicas. Sin embargo, no existe evidencia suficiente
para realizar un tratamiento rutinario con FAE en aquellos nifios con descargas EEG
subclinicas y problemas de lenguaje, aprendizaje, atencion y conducta. No obstante,
se debe considerar seriamente el tratamiento con FAE en aquellos pacientes con
frecuentes descargas epileptiformes y evidencia clinica de alteracion cognitiva

transitoria?.

El enfoque del tratamiento de la EE comparte algunos de los principios generales del
enfoque general del tratamiento de la epilepsia pediatrica. Primero, se selecciona el
antiepiléptico mas apropiado segun el sindrome epiléptico, si el diagndstico especifico
se ha realizado. Esta eleccion se basara en la evidencia actual disponible, pero falta

para la mayoria de los sindromes de EE infantil y, por lo tanto, el tratamiento debera
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seleccionarse utilizando la evidencia aportada por estudios de series de casos,
consenso profesional o experiencia personal. La guia reciente del Instituto Nacional
para la Excelencia Clinica us6 el consenso de expertos para hacer recomendaciones
para el tratamiento de las epilepsias infantiles, incluidos algunos de los sindromes
asociados con las EE®. En segundo lugar, el principio general es evitar la politerapia
siempre que sea posible, aunque esto es mucho menos factible en las epilepsias
graves. Si es necesaria la politerapia, ésta debe limitarse al uso de medicamentos
sinérgicos, siempre que sea posible. En tercer lugar, si se realizan cambios en el
tratamiento, se debe tomar suficiente tiempo para evaluar la eficacia segun la historia
natural fluctuante de muchas de las EE. Muchas de las EE se caracterizan por
convulsiones que permanecen intratables a medicamentos, por lo que a menudo se
racionalizan los objetivos de tratamiento para mejorar la calidad de vida, evitar el
ingreso hospitalario, etc.

Como tratamiento complementario al farmacoldgico, se dispone de otros tratamientos
como la dieta cetogénica, alta en grasas, baja en proteinas y muy baja en
carbohidratos, que ha demostrado ser efectiva en una amplia gama de epilepsias.
Ademas, la dieta puede ser util para periodos de exacerbacion de crisis graves o si
con un inicio abrupto de EE®.

El papel de la cirugia de la epilepsia para nifios con epilepsia focal intratable y EEG
concordante y hallazgos de imagenes es claro. Otros tratamientos quirurgicos para las
EE incluyen la callostomia corporal o la estimulacion del nervio vagal, que pueden ser
utiles en una amplia gama de convulsiones®'.

Ademas, se requiere un enfoque holistico que considere la epilepsia y el deterioro

cognitivo del nifio dentro del contexto de la familia, el colegio y el entorno social.
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2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL
Analizar las caracteristicas clinicas, fenotipicas y el seguimiento en pacientes
afectados de EE a los que se les ha realizado el estudio genético con panel de
genes de epilepsias, exoma clinico dirigido a epilepsia (exoma trio) durante su
seguimiento en las consultas de Neuropediatria del Hospital Infantil Universitario
“Miguel Servet” de Zaragoza y valorar las variantes patogénicas que han permitido

llegar al diagnéstico etioldgico.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

. Analizar el seguimiento realizado en estos pacientes desde las consultas de

Neuropediatria de nuestro Hospital.

Conocer qué porcentaje de pacientes han sido diagnosticados mediante los

estudios genéticos realizados.

. Analizar si existe relacion entre determinadas variables clinicas (prematuridad,

fenotipo, etc.) y obtener un diagndstico especifico.

. Analizar las diversas variantes patogénicas identificadas en los estudios genéticos

realizados.
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las encefalopatias epilépticas (EE) representan un grupo de trastornos epilépticos
devastadores que tienen normalmente su inicio durante la infancia y a menudo se
caracterizan por una epilepsia farmacorresistente, anomalias electroencefalograficas

significativas y persistentes y disfuncion o deterioro cognitivo grave.

Los crecientes avances en el campo de la genética nos estan permitiendo disponer de
novedosos examenes complementarios en periodos de tiempo cada vez mas cortos.
El descubrimiento de nuevas técnicas de citogenética y genética molecular, como ha
sido el caso del CGH-array (aCGH) para el estudio de la discapacidad intelectual®? o el
estudio de epilepsias con paneles de genes dirigidos, ha hecho posible dar un
diagnoéstico de certeza a un mayor numero de niflos que previamente sélo podian
disponer de un diagndstico clinico. No obstante, todavia existen pacientes afectados
de enfermedades graves e incapacitantes en los que no es posible establecer el
diagnéstico etioldgico y para los que el estudio del exoma abre una nueva puerta para

llegar al mismo.

En los ultimos 4 afios se ha comenzado a solicitar directamente la secuenciacion del
exoma para tratar de llegar a la asociacion entre enfermedades, fenotipos y genes. El
avance mas util en el diagnostico clinico basado en ADN ha sido la secuenciacion del
exoma completo. Esto ha permitido la secuenciacion masiva en paralelo de cientos de
genes de todas las secuencias génicas codificantes (alrededor de 20.000 genes) a

partir de una misma muestra.

Esta reciente implantacion esta incrementando enormemente la velocidad del

descubrimiento de genes implicados en esta patologia.

Gracias a estos avances en el campo de la genética, se podran obtener diagndsticos
definitivos cuyos beneficios son claros®: realizar una eleccion de farmacos
antiepilépticos a administrar de forma personalizada y orientada®* o tratamiento
metabdlico concreto®, evitar realizar pruebas complementarias innecesarias y
molestas al nifio; poder establecer un seguimiento mas adecuado e individualizado
con vigilancia de comorbilidades reconocidas, aportar hojas de informacion a los
padres sobre la evolucidon esperable y revisiones previstas, precisar la estimacion de
probabilidad de recurrencia en la familia, asesoramiento sobre opciones reproductivas,

provision de "cierre" de diagndstico, acceso a grupos de apoyo especificos para
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familias®” y la posibilidad en un futuro de una nueva direccion en el tratamiento de esta

patologia con la terapia génica dirigida.

Dado que se trata de un avance relativamente nuevo en el campo de la genética y se
esta integrando en la practica pediatrica diaria, consideramos necesaria la realizacion
de estudios que aporten datos sobre la experiencia en su utilizacion y que nos ayuden

a aumentar el rendimiento diagndstico de esta técnica en nuestro medio.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio retrospectivo observacional, descriptivo y analitico, de los
pacientes controlados por EE en nuestra Seccion de Neuropediatria a los que se les
ha solicitado un panel de genes de epilepsia, exoma (trio) clinico dirigido a EE o

completo para intentar llegar a su diagndstico etiolégico especifico.
4.1.1 Poblacién a estudio

La poblacion a estudio esta formada por todos los nifios afectados de EE sin
diagnoéstico etiolégico establecido que han sido valorados por la Seccién de
Neuropediatria del Hospital Infantil Universitario “Miguel Servet” de Zaragoza (unidad
de referencia para Aragon, La Rioja y Soria), desde su puesta en funcionamiento y a
los que se les ha realizado en su estudio panel de genes de epilepsia y/o

secuenciacion del exoma (trio).

Los pacientes se han obtenido de la Base de Datos (BD) de Neuropediatria, en la que
se incluyen todos los pacientes valorados en dicha Seccion desde su puesta en
marcha el 15/05/1990 hasta la fecha limite de recogida de datos, 11/07/2018.

En la Base de Datos, a fecha 11/07/2018, hay recogidos 21.595 pacientes, de los
cuales 1.889 tenian epilepsia. De estos pacientes se habian realizado pruebas
genéticas en 51. De los pacientes afectados de EE, en 2 pacientes se llegé al
diagnostico definitivo solicitando una prueba genética concreta en funcion de la
sospecha clinica (sindrome de Dravet), y en 34 se solicitd estudio genético (panel de

genes de epilepsia o exoma(trio).
A continuacion, se detallan los criterios de inclusion y exclusion del estudio:

e Criterios inclusion:
- Nifos diagnosticados de EE seguidos en nuestra consulta e incluidos
en la BD de Neuropediatria del Hospital Infantil Universitario “Miguel
Servet” de Zaragoza.
- Pacientes con EE sin diagndstico etiolégico establecido de los que se
dispone del resultado del estudio genético realizado (panel de genes de

epilepsia y/o exoma-trio).
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e Criterios exclusion:

- Pacientes que no cumplen los criterios de inclusion.

4.2 METODOLOGIA

Se realiza un estudio retrospectivo observacional, descriptivo y analitico, en el que las
variables a analizar de cada paciente fueron recogidas de la BD de Neuropediatria.
Las variables estudiadas fueron las siguientes: antecedentes prenatales y perinatales,
antecedentes personales y familiares, tiempo de seguimiento en las consultas de
Neuropediatria, descripcion clinica del tipo de crisis, pruebas complementarias
realizadas, farmacos antiepilépticos (FAES) utilizados, resultados de los estudios
genéticos realizados (variantes patogénicas identificadas) y situacion funcional del

nifio en la ultima visita.

4.2.1 Datos perinatales
- Fecha de nacimiento.
- Abortos previos: Numero.

- Fecundacion in vitro (FIV): Si la concepcion del embarazo del paciente fue mediante

esta técnica de fecundacion o fue de forma espontanea.

- Ecografias prenatales: Si en las ecografias realizadas durante el embarazo se
encontré algun hallazgo patoldgico, y en caso de encontrarse especificar de qué se

trataba.

- Crecimiento intrauterino retardado (CIR): Segun si durante el periodo fetal se objetivo

0 no en las ecografias prenatales retraso del crecimiento.

- Diabetes gestacional (DG): Si durante el embarazo la madre padecid diabetes tratada

con dieta o con insulina.

- Gemelaridad: Si el embarazo fue o no gemelar.

- Semanas de edad gestacional (SEG)

- Tipo de parto: Segun fuera eutdcico, instrumental o mediante cesarea.
- Apgar: Al primer minuto y a los 5 minutos.

- Reanimacion: Si tras el nacimiento el recién nacido requirié reanimacion.
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- Peso de recién nacido (PRN): En gramos.

4.2.2 Antecedentes familiares
- Consanguinidad.

- Antecedentes familiares de crisis epilépticas: Segun si en los familiares de primer

grado (madre, padre y hermanos) existen o no antecedentes de epilepsia.

4.2.3 Seguimiento realizado en consulta de Neuropediatria
- Primera visita: Fecha de primera consulta del nifio en Neuropediatria.

- Ultima consulta: Ultima vez que se ha atendido en consulta de Neuropediatria al

paciente, haya sido dado de alta o continte en seguimiento.

- Afos de seguimiento: Afos (con dos decimales) transcurridos entre la fecha de

primera visita y ultima consulta.

- Afio de diagndstico: Afo en el que se obtiene el resultado del panel de epilepsia o de
la secuenciacion del exoma (trio) y es una variante patogénica, cerrandose asi el

diagnéstico etioldgico.

- Edad al diagndstico: Afos (con dos decimales) que tiene el paciente cuando se

realiza el diagnostico etiologico.

- Resonancia magnética cerebral (RM): Si presenta o no alteraciones en la

neuroimagen y se especifica a continuacion de cuales se trata.

- Electroencefalograma (EEG): Segun sea normal, focal, multifocal, generalizado o

presente algun patron tipico (hipsarritmia, burst suppression).

4.2.4 Parametros del paciente

- Fenotipo: Si es un fenotipo anodino o presenta alteraciones, en cuyo caso se sefialan

qué malformaciones presenta.

- Otras malformaciones: Segun el paciente presente malformaciones asociadas a nivel

cardiaco, oftalmoldgico, gastrointestinal o uroldgico.
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- Edad de inicio de crisis: Edad en la que el paciente presenta la primera crisis

convulsiva.

- Tipo de crisis epiléptica: Segun si las crisis que padece el paciente son: Parciales
simples, parciales complejas, tdnico-clonicas, mioclénicas, atonicas, ausencias o

generalizadas.

- Frecuencia de crisis maxima: Segun presente el paciente crisis a diario, semanal,
mensual o de forma ocasional en el momento de la evolucién en el que padezca

mayor frecuencia de crisis.

- Frecuencia de crisis actual: Segun presente el paciente crisis a diario, de forma

semanal, mensual u ocasional en la ultima consulta.

- Farmacos antiepilépticos utilizados por el paciente (FAES): Farmacos que ha

precisado el paciente durante los afios de seguimiento en consulta.

- Farmacos antiepilépticos utilizados por el paciente en el momento actual (FAES):

Tratamiento antiepiléptico utilizado por el paciente en la ultima consulta.

- Situacion funcional del nino en la ultima consulta: Describir como se encuentra el

nifo en tres esferas: Cognitiva, motora y social.

4.2.5 Estudio genético

- Panel epilepsia: Si en el estudio genético se encuentra una variante patogénica que
sea diagnodstica o si por el contrario no se encuentre variante patogénica o la hallada

no sea diagnodstica (porque se trate de VUS o sea dudosa).

- Exoma (trio): Si se encuentra una variante patogénica que sea diagndstica o no, o la

identificada no sea diagnostica (porque se trate de VUS o sea dudosa).

- Estudios genéticos previos: Se reflejan los estudios genéticos complementarios
realizados previos al panel de genes de epilepsias y exoma (trio). Pueden ser:
Cariotipo, Array-CGH, variantes patogénicas puntuales, o estudios de sindromes

especificos: Sindrome X Fragil, Sindrome de Angelman, etc.

- Anomalias asociadas a la variante patogénica: Describir las anomalias que aparecen
descritas en la literatura asociadas a la variante patogénica encontrada en el exoma

del paciente.
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Por ultimo, se revisaron los informes genéticos de cada paciente y se clasifico a los

pacientes en funcion del resultado del mismo en normal, patolégico o dudoso.

e Normal: No se encuentran alteraciones que justifiquen la EE o se ha
encontrado variantes patogénicas de significado incierto (VOUS o VUS), no
responsables de la patologia que presenta el paciente.

o Patoldgico: La alteracion encontrada determina un diagnoéstico etiolégico de su
EE, ya que es responsable de la patologia que padece el paciente.

e Dudoso: Se encuentran variantes patogénicas no descritas previamente en la
literatura asociadas a EE ni como variantes de la normalidad, por lo que se
debe valorar el tipo de variante patogénica y como afecta a la secuencia
proteica. Se pueden realizar estudios de expresion proteica o estudios

funcionales y estudiar a los progenitores.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO Y BASE DE DATOS

Con los datos obtenidos de la BD de Neuropediatria se realiz6 el estudio descriptivo y

analitico con el programa SPSS Statistics v.22.0 para Windows.
4.3.1 Analisis descriptivo

Se calculd la distribucion de frecuencias de los porcentajes de cada categoria para
cada variable cualitativa (sexo, FIV, fenotipo dismoérfico, antecedentes familiares
positivos para epilepsia, retraso psicomotor, etc.). Las variables estudiadas
cuantitativas (SEG, edad, edad al diagndstico, edad de inicio de las crisis, etc.) se
exploraron con la pruebas de conformidad de Kolmogorov—Smirnov (prueba de
bondad de ajuste a una distribucion normal) y de Shapiro-Wilk. Se estudié la
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. Se calcularon indicadores

de tendencia central (media o0 mediana) y de dispersion (desviacion estandar).
4.3.2 Analisis estadistico

La asociacion entre los factores estudiados y el resultado del panel/exoma se investigd
mediante pruebas de contraste de hipétesis, con comparacién de proporciones cuando
ambas variables eran cualitativas (chi-cuadrado y correccion con la prueba exacta de
Fisher cuando mas del 25% de las casillas de la tabla de contingencia presentaban
una n menor a 5) y comparaciones de medias cuando una de ellas era cuantitativa (t
de Student, y si no seguian la distribucion normal el test de la U de Mann-Whitney o el

de Kruskall-Wallis). Se completé el analisis con la construccion de modelos de
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regresion logistica binaria, tomando como variable dependiente los resultados del
panel/exoma e independientes aquellas variables clinicas que parecian mas
interesantes, ya que ninguna presentaba diferencias estadisticamente significativas en

los contrastes anteriores.
El analisis se realizé tomando como estadisticamente significativo p<0,05.

El paquete estadistico utilizado fue el PASW Statistics.

4.4 ASPECTOS ETICOS

El estudio se llevd a cabo siguiendo las normas deontolégicas reconocidas por la
Declaracion de Helsinki (592 Asamblea General, Seul, Corea, Octubre 2008)%, las
Normas de Buena Practica Clinica®® y cumpliendo la legislacion vigente y la normativa
legal vigente espafola que regula la investigacion clinica en humanos (RD 223/2004

sobre ensayos clinicos y Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica)*o4'.

Los datos fueron protegidos de usos no permitidos por personas ajenas a la
investigacion, considerando la informacion generada en este estudio como
estrictamente confidencial, permitiéndose, sin embargo, su inspeccidon por las
Autoridades Sanitarias. Asi mismo se solicité la aprobaciéon del Comité Etico de

Investigacion Clinica de Aragén.
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5. RESULTADOS

5.1 ESTUDIO DESCRIPTIVO
Realizamos la valoracion de los 34 pacientes incluidos en el estudio.

5.1.1 Datos de filiacion y perinatales
La fecha de nacimiento de los pacientes incluidos se sitia desde junio de 1997 hasta
septiembre de 2014.
De los 34 pacientes incluidos el 44,1% fueron mujeres y el 55,9% varones.
De la muestra el 2,9% fueron concebidos mediante fecundacion in vitro (FIV). Se
encontraron hallazgos patolégicos en la ecografia prenatal de 1 paciente (2,9%).
Fueron CIR el 2.9% de los pacientes. Padecieron diabetes gestacional (DG) el 8,8%
de las madres. Hubo 1 embarazo gemelar.
En cuanto a los datos perinatales, las semanas de edad gestacional se situan en una
media de 38,53 12,36 semanas. El tipo de parto fue en la mayoria de los casos
eutocico: 52,9%, instrumental en el 14.7% y un 32.4% fueron cesareas. El peso medio
al nacimiento fue de 3.078,33 1619,2 g, el Apgar al minuto 1 fue de media 8 1 y al
minuto 5 fue de 9 x1. El 8,8% de los recién nacidos precis6 reanimacion tras el

nacimiento.
5.1.2 Antecedentes familiares

Existen antecedentes de abortos previos en el 26,5% de los embarazos.
Se detectd consanguinidad en el 2,9% de los casos.

Se identificaron antecedentes familiares de crisis epilépticas en el 17,6% de los casos.

5.1.3 Seguimiento realizado en la consulta de Neuropediatria

La media de afos de seguimiento en la consulta es de 7,90 4,75 afios. El minimo de
seguimiento ha sido de 1 ano mientras que el maximo se sitla en 17,67 afnos. Esto se
debe a que algunos pacientes fueron diagnosticados a una edad temprana mientras
que en otros se solicitdé prueba diagndstica genética antes de pasar a ser controlados
en la consulta de Neurologia de adultos.

La edad media de diagndstico fue de 8,89 15,24 afios, mediana de 10 afios. Edad
minima de llegar al diagnostico es de 2,63 afios y la maxima es de 18,30 afos.

En las RM cerebrales se encontraron hallazgos patolégicos en el 47,1% de los casos.
Las alteraciones encontradas fueron: Leve atrofia encefalica con adelgazamiento de

sustancia blanca, dilatacion tetraventricular con atrofia supratentorial y en cerebelo,
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menor desarrollo de un hemisferio con alteraciones morfologicas periventriculares,
areas de displasia cortical, alteraciones de sustancia blanca subcortical y alguna zona
yuxtacortical, alteraciones en FLAIR en sustancia blanca periventricular, hipoplasia de
cuerpo calloso con dilatacion de ventriculos laterales, megacisterna magna, atrofia
encefalica difusa cortico-subcortical...

El electroencefalograma (EEG) se encontraba alterado en el 100% de los casos y el
patrén mas repetido fue generalizado, en el 70,6% de los pacientes, 8,8% fue focal,
8,8% multifocal, 8,8% presentaba un patron caracteristico (2 casos burst-suppression

y 1 caso hipsarritmia).

EEG

Forcentaje FPorcentaje

Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Yalidos  Focal 3 8,49 8.8 8.8
Multifocal 3 8.8 82 17 6
Generalizado 28 T35 T35 91,2
FPatrdn caracteristico 3 8,8 8,8 100,0

Total 34 100,0 100,0

Figura 5.1: Tabla de los resultados obtenidos en los EEG de la muestra.

5.1.4 Parametros del paciente

Fenotipo: Presentaba alteraciones el 24.2%. Ejemplos de alteraciones fenotipicas
encontradas: En un paciente se objetivo retromicrognatia y labio superior fino con boca
en carpa; en otro raiz nasal estrecha y ojos rasgados; en otro microcefalia, retrognatia,

philtrum largo; y otro caso presentaba microftalmia con orejas de baja implantacion.

Malformaciones asociadas: El 11,8% presentaba malformaciones cardiacas, el 14,7%

oftalmoldgicas. El 75,8% restante no presenté ninguna malformacion.

La media de edad de presentacion de la primera crisis fue de 13,79 £17,09 meses,
siendo la mediana de 5,50 meses. La crisis mas temprana comenzé a los 3 dias de

vida, el caso que comenzé con mayor edad fue con 3 afos.

Tipo de crisis epiléptica: el 64,7% de los pacientes presentaron crisis generalizadas,

mientras que el 2,9% presentd crisis parciales simples y el 11,8% crisis parciales
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complejas.
Tipo crisis
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Parcial simple Parcial compleja Tonico-clonica Mioclonica Generalizada
Tipo crisis

Figura 5.2: Grafica con los porcentajes de los tipos de crisis: Parcial simple, parcial compleja, tonico-clénica,

mioclénica, generalizada.

- Frecuencia maxima de crisis durante el seguimiento de estos pacientes en consulta:
hasta el 73,5% de los pacientes presentaron crisis a diario, 5,9% mensual y 20,6% de
forma ocasional.

- Sin embargo, en la ultima visita la frecuencia de crisis era mayoritariamente ocasional
(55,9%), siendo los pacientes que continuaban presentando crisis a diario un 26,5%,

semanal 14,7% y mensual 2,9%.
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FRECUENCIA CRISIS MAXIMA(diaria, semanal, mensual, ocasional)
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Figura 5.3: Grafico con el porcentaje de frecuencia maxima de crisis en la muestra.
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Figura 5.4: Grafico sobre el porcentaje de frecuencia actual de crisis.
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- Durante los afios de seguimiento estos pacientes precisaron de media 6,03 13,68

FAES. En la ultima consulta los pacientes utilizaban de media 1,62 +1,07 FAES.

- Situacion funcional del nifio en la ultima consulta: a nivel cognitivo el 94,1%
presentaba algun grado de discapacidad intelectual. Respecto a la parte motora
presentaban tetraparesia espastica el 52,9%, torpeza motora el 20,6% y no tenian
alteraciones motoras el 26,5%. Por ultimo, en cuanto a la esfera social presentaban
nulo o muy pobre contacto el 38,2%, un 38,2% estaban catalogados de trastorno del
espectro autista (TEA), un 8,8% presentaban trastornos de conducta no presentando

alteraciones a nivel social el 14,7% de la muestra.

5.1.5 Estudios genéticos de los 34 pacientes

- Panel de genes de epilepsia: Realizado en 18 pacientes (52,9%). Aporté diagnéstico

etiolégico especifico en 3 casos (16,6%).

- El exoma clinico dirigido se realiz6 en 17 pacientes (50%), de los pacientes que
forman la muestra y el exoma (trio) en 19 (55,9%). En conjunto, el estudio del exoma

consiguio un diagnostico definitivo en 7 pacientes (36.8%) de los casos.

- De las variantes patogénicas encontradas en el panel de genes de epilepsia y
exoma, el 52,4% fueron catalogadas de VOUS, mientras que el 47,6% de variantes

patogénicas.

- Mediante el panel de genes de epilepsia y el exoma se llegé a un 29,4% de
diagnésticos etiologicos definitivos, es decir, 10 pacientes del total de 34 pacientes

estudiados.

- Se habian realizado estudios diagndsticos genéticos previos en el 76,5% de la
muestra. De ellos, cariotipo en el 52,9%, CGH-array en el 61,8%, S. X Fragil en 32,4%
casos Yy estudio de gen unico en el 47,1%. Se realizé directamente el exoma sin otras

pruebas genéticas previas en el 23,5% de los pacientes.

A continuacion, se presenta una tabla resumen de todos los pacientes con diagndstico
genético definitivo y sus principales caracteristicas clinicas. A cada paciente se le ha
asignado un numero (caso 1, caso 2, etc.) para simplificar y referirnos a ellos de esta

forma a lo largo del texto.
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TABLA 5.1. Pacientes con diagnodstico genético definitivo y sus principales caracteristicas clinicas.

EDAD EDAD
INICIO p FENOTIPO ESTUDIO . OTRAS
CASO CRISIS AL DIAGNNOSTICO EEG FISICO/FUNCIONAL GENETICO VARIANTE PATOGENICA CARACTERISTICAS
(afios)
(mes)
1 6 11 Hipsarritmia ~ Anodino Exoma Gen HNRNPU: ¢.364G>A; p.Glu122Lys  RM normal
Retraso cognitivo Malformacion oftdlmoldgica
2 5 14 Burst- Anodino Exoma-trio Gen SCN1A: c.301C>T RM: Leve atrofia cortical
supression Retraso cognitivo
3 3 6 Focal Raiz nasal estrecha, ojos Exoma-trio Gen PIGN: ¢.283C>T; p.(Arg95Trp) y RM: Leve atrofia encefdlica difusa
rasgados €.1783_1795del con adelgazamiento de sustancia
Discapacidad intelectual blanca
CIA-OS y estenosis pulmonar leve
4 3er. dia 2 Generalizado  Microcefalia, orejas Exoma-trio Gen GNAO1: c.596 T>C RM: Alteracién sustancia blanca
implantacién baja subcortical y zona yuxta-cortical de
Discapacidad intelectual zona temporal y parietofrontal
Discinesias orolinguales
5 15 18 Focal Macrocefalia,rasgos toscos  Exoma-trio Gen KMT5B: ¢.1295_1296del; RM: Leve dilatacion ventriculos
Discapacidad intelectual p.(lle432Lysfs*2) laterales de predominio posterior
6 12 4 Generalizado  Anodino Exoma-trio Gen TBR1:c.1118A>G (p.GIn373Arg) RM normal
Discapacidad intelectual y Gen SIRT5: ¢.28C>T (p.Argl0%*)
trastorno espectro autista
7 3 2 Generalizado  Anodino Exoma-trio Gen RHOBTB2: c.1531C>T RM: Sutiles alteraciones en flair en
Retraso cognitivo p(Arg511Trp) sustancia blanca periventricular
Episodio de encefalopatia aguda
con edema cerebral localizado vy
hemiparesia; respuesta corticoide
8 7 11 Generalizado  Anodino Panel genes Gen GABRG2: c.316G>A (p.Alal06Thr)  RM normal
Discapacidad intelectual epilepsia Fotosensibilidad
Tetraparesia espastica
9 2 10 Multifocal Anodino Panel genes Gen STXBP1:c.1651C>T (p.Arg551Cys)  RM normal
Discapacidad intelectual epilepsia
10 36 6 Generalizado  Anodino Panel genes Gen CHD2: c.3734+2_3734+5delinsCA RM normal
Discapacidad intelectual epilepsia
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5.2 ESTUDIO ANALITICO

De la muestra estudiada (n=34), se solicitdé el exoma-trio en 27 casos (79,4%), de
estos se llegd a un resultado patogénico (diagndstico etiolégico definitivo) en 7
casos (25,9%). El rendimiento diagnéstico del exoma en esta muestra fue de un
25,9%. El resto de casos (74,07%) se consideré que el resultado fue de significado
incierto. En el caso del panel de genes de epilepsia en la misma muestra (n=34),
se solicitdé en 18 casos (52,9%), de los cuales se llegd a un diagnostico etiolégico

en 3 casos (16,6%). El rendimiento diagnéstico del panel fue de un 16,6 %.

Se analizaron las caracteristicas demograficas, perinatales y clinicas segun el
resultado del test genético de panel de epilepsia y exoma (segun aportara
resultados normales o patogénicos). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas para la mayoria de las variables estudiadas en los

dos grupos.

Se ha realizado el estudio estadistico tal y como queda reflejado en el apartado de
material y métodos y que se resume en las tablas que se presentan a

continuacion.
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Tabla 5.2. Estudio sobre las variables de datos perinatales entre el grupo de Panel/Exoma normal y el grupo de

Panel/Exoma alterado.

Encefalopatia epiléptica: del fenotipo al genotipo

Variable Panel/Exoma normal Panel/Exoma p
(n=24) patolégico
(n=10)

Sexo (%) 0,755

- Mujeres 45,8 40

- Hombres 54,16 60
Edad (media afios £DE) 10,13 4,78 10,89 £5,50 0,210
FIV (%) 4,2 0 0,512
Eco prenatal alterada (%) 4,2 0 0,512
CIR (%) 4,2 0 0,512
Diabetes gestacional (%) 8,3 10 0,876
Embarazo gemelar (%) 4,2 0 0,512
Tipo de parto (%) 0,585

- Eutdcico 50 60

- Instrumental 12,5 20

- Cesarea 37,5 20
Apgar min 1 <7 (%) 13,6 10 0,773
Apgar min 5 <7 (%) 4,5 0 0,493
Reanimacién tras parto (%) 12,5 0 0,242
SEG (media semanas +DE) 38,25 12,73 39,20 +0,78 0,293
Prematuridad (%) 16,7 0 0,169
PRN (media g +DE) 2.952,83 634,22 3367 +497,12 0,077
PRN DE (media * DE) -0,7 1,17 0,27 +1,33 0,462

DE: Desviacion estandar, p: Nivel de significacidon estadistica (p <0,05).
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Tabla 5.3. Estudio sobre las variables de antecedentes familiares entre el grupo de Panel/Exoma normal y el

grupo de Panel/Exoma alterado.

Variable Panel/Exoma Panel/Exoma P
normal alterado
(n=24) (n=10)
Abortos (%) 29,2 20 0,581
Consanguinidad
4,2 0 0,512
(%)
AF crisis (%) 25 0 0,081

p: Nivel de significacion estadistica (p< 0,05).

Tabla 5.4. Estudio sobre las variables de datos clinicos de pacientes entre el grupo de Panel/Exoma normal y el

grupo de Panel/Exoma alterado.

Variable Panel/Exoma Panel/Exoma P
normal (n=24) alterado
(n=10)

Fenotipo (%) 21,7 30 0,611
Edad inicio crisis (media meses * DE) 15,83 +19 8,90 £ 10,56 0,288
Tipo de crisis (%) 0,617

- Parcial 16,7 10

- Generalizada 83,3 90
Frecuencia maxima crisis (%) 0,763

- ocasional 25 30

- diario 75 70
Frecuencia actual crisis (%) 0,763

- ocasional 75 70

- diario 25 30
N2 max. FAES usados (media +DE) 6,13 +3,67 5,8 £3,88 0,819
N2 actual FAES usados (media +DE) 1,67 1,12 1,50 0,97 0,687
Otras malformaciones (%) 20,8 40 0,248
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Afios seguimiento en consulta (media £DE) 7,93 4,73 7,81 £5,06 0,949
Nivel cognitivo (%) 0,347
- Normal 8,3 0
- Discapacidad intelectual 91,7 100
Nivel motor (%) 0,955
- Normal 25 30
- Torpeza motora 20,8 20
- Tetraparesia espastica 54,2 50
Nivel social (%) 0,183
- Normal 20,8 10
- Contacto pobre 41,6 30
- Trastorno conducta 4,1 20
- TEA 33,3 50

DE: Desviacion estandar, p: Nivel de significacidon estadistica (p< 0,05).

Tabla 5.5. Estudio sobre los resultados de otros examenes complementarios realizados entre el grupo de

Panel/Exoma normal y el grupo de Panel/[Exoma alterado.

Panel/Exoma Panel/Exoma P
Variable normal alterado
(n=24) (n=10)

RM alterada (%) 50 40 0,595
EEG (%) 0,132

- Normal 0 0

- Focal 41 20

- Multifocal 12,5 0

- Generalizado 791 60

- Patrédn caracteristico 41 20
Pruebas genéticas previas (media +DE) 1,67 1,46 2,60 +1,35 0,093

DE: Desviacion estandar, p: Nivel de significacién estadistica (p<0,05).
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5.2.1 Correlaciones entre variables

Tabla 5.6: Correlacion entre la edad de inicio de las crisis, FAES usados, edad de diagnéstico y afos de

seguimiento.

Edad Ne Ne Ne Aios
Edad al
inicio FAES FAES pruebas seguimie
diagnastico
crisis usados actual genéticas nto
Edad inicio P de Pearson - 0,131 0,146 0.193 0,051 0,013
crisis
p - 0,460 0,411 0.275 0,889 0,941
N2 FAES P de Pearson - - 0,647 -0,167 -0,099 -0,053
usados
p - - 0,000* 0,345 0,786 0,768
Ne FAES P de Pearson - - - -0,225 -0,182 -0,249
actual
p - - - 0,201 0,614 0,155
N2 pruebas | PdePearson - - - - 0,352 0,294
genéticas
p - - - - 0,318 0,091
Edad al P de Pearson - - - - - 0,554
diagnostico
p - - - - - 0,096
Afos P dePearson = o o = - -
seguimiento
p - - - - - -

FAE: Farmaco antiepiléptico; P de Pearson: Coeficiente de correlacion de Pearson; p: Nivel de significacion

estadistica.
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Entre las variables, edad a la que se llega al diagndstico etiolégico y afos de
seguimiento en consultas de Neuropediatria se encuentra una correlacion positiva
moderada (P de Pearson 0,554), no estadisticamente significativa (p=0,096),
probablemente por la muestra de tamafio reducido. Esto indica que parece que a
mayor edad a la que se llega al diagndstico etiolégico, existe mayor seguimiento en

consultas.

Entre la variable edad al diagndstico y numero de pruebas diagnésticas genéticas
realizadas con anterioridad a solicitar el panel de genes de epilepsia o exoma; se
observa que presentan una correlacion positiva débil (P de Pearson 0,352), que no es
estadisticamente significativa (p=0,318). Lo que muestra que parece existir relacion y
que a mayor edad a la que se llega al diagnostico, mayor numero de pruebas

genéticas se han solicitado previamente.

Por otro lado, también es destacable la correlacion entre el niUmero de FAES utilizados
durante el seguimiento de estos pacientes con el numero de FAES utilizados en la
ultima consulta, que tienen una correlacion positiva moderada (P de Pearson 0,647).
Esta correlacién si que es estadisticamente significativa (p=0,000); lo que indica que a
mayor numero de FAES utilizados durante el seguimiento, mas numero de FAES
utilizan estos pacientes en la actualidad (a fecha de ultima consulta de

Neuropediatria).

A continuacién, vamos a mostrar las graficas que muestran las correlaciones

existentes entre las variables que hemos comentado.
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Figura 5.5: Grafico de correlacion entre las variables edad al diagnostico y afios de seguimiento.
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Figura 5.6: Grafico de correlacion entre las variables edad al diagnéstico y afios de seguimiento.
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Figura 5.7: Grafico de correlacion entre las variables niumero de FAES utilizados y niumero de FAES usados en

la actualidad.

5.2.2 Regresion

Tabla 5.7: Tabla de regresion logistica binaria. Variables estudiadas: fenotipo, RM patolégica, EEG,

malformaciones asociadas, frecuencia maxima de crisis.

Variables OR (IC 95%) P
Fenotipo 1,5(0,2-8,2) 0,612
RM alterada 0,6 (0,1-2,9) 0,596
EEG 2,5(0,5-12,5) 0,256
Malformaciones asociadas 2,5(0,5-12,5) 0,256
Frecuencia maxima crisis 0,7 (0,5-4) 0,764

RM: Resonancia magnética, EEG: Electroencefalograma, OR: Odds ratio, p: Nivel de significacion estadistica.

Se realiza regresion logistica binaria eligiendo algunas variables clinicas, consideradas

mas interesantes, aunque no se haya llegado previamente a diferencias significativas
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en las tablas de contingencia. Se encuentra que con fenotipo alterado parece que hay
una probabilidad 1,5 veces mayor (OR: 1,5) de llegar a tener un diagnéstico alterado,
aunque no es estadisticamente significativo. Por otra parte, en cuanto a
malformaciones asociadas en estos pacientes, parece que hay 2,5 veces mayor
probabilidad de diagndstico genético definitivo (OR: 2,5), aunque tampoco es
estadisticamente significativo. No se llega a diferencias estadisticamente significativas;
esto puede ser debido al pequefio tamafo muestral o que no exista relacién entre

estas variables y llegar a un diagndstico genético cerrado.

35



Encefalopatia epiléptica: del fenotipo al genotipo

6 DISCUSION

6.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA Y COMPARATIVA
ENTRE GRUPO DE PANEL/EXOMA ALTERADO Y GRUPO PANEL/EXOMA
NORMAL

La proporcién de hombres y mujeres fue predominante de hombres tanto en el grupo
de panel/exoma alterado como en el panel/exoma normal, siendo superior en el grupo
con resultado patolégico (60%), respecto a 54,16% en el grupo sin diagnéstico. Como
se recoge en otras muestras que los trastornos genéticos, EE son mas frecuentes en

varones.

Se encuentra mayor porcentaje de prematuridad en el grupo sin diagnéstico (16,7%),
que en el grupo con diagndstico (0%), no siendo estadisticamente significativas estas
diferencias (p=0,169). Revisando las variables perinatales estudiadas, se observa que
no se encuentran en general alteraciones perinatales en estos pacientes afectados de
EE, ni en los que no se llega a diagndstico, ni en los que si se llega. Aunque es cierto
que hay mayor numero de FIV (4,2% vs 0%), ecografias prenatales con hallazgos
alterados (4,2% vs 0%), prematuridad (16,7% vs 0%), bajo peso en los pacientes
(media de DE -0,7 +1,17 vs 0,27 £1,33) pertenecientes al grupo sin diagnéstico; no
siendo estas diferencias estadisticamente significativas. Puede ser debido a que las
malformaciones cerebrales estructurales, las lesiones en el nacimiento y los errores
innatos del metabolismo pueden causar EE, pero una vez que se tienen en cuenta
estas causas; ya que estamos revisando pacientes en los que se realiza el panel o
exoma porque no se tiene filiada la etiologia, se presume que la mayoria de los casos
restantes de EE tienen una base genética. También es posible que estos casos de EE
estan condicionados por una variante patogénica genética, por las crisis o estado
epiléptico sin crisis, sin tener relacion con incidencias perinatales. En la literatura no se
hace referencia a que exista relacion entre llegar a un diagnostico genético cerrado y
prematuridad u otras variables perinatales, si bien hay estudios que concluyen que

existe relacion entre prematuridad e incidencia de epilepsia #2.

Antecedentes en familiares de primer grado con crisis epilépticas se encontraron 6
(25%), todos ellos dentro del grupo con resultado no alterado, no siendo
estadisticamente significativo (p=0,081). Si bien es cierto que pacientes con epilepsia
tienen antecedentes familiares ** en un porcentaje elevado, en la literatura se describe

hasta un 73,9%, no se encuentra relacion a favor de encontrar genética alterada con
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tener antecedentes familiares. Esto probablemente suceda porque la mayoria de las

variantes patogénicas encontradas en estos pacientes son de novo.

Dentro de las variables clinicas estudiadas de los pacientes, se encuentra fenotipo
peculiar con mas frecuencia en el grupo con resultado genético alterado (30% frente al
21,7% respectivamente), como se recoge en otras series; aunque*® en nuestro caso
no son diferencias estadisticamente significativas (p=0,611). Los pacientes de este
grupo iniciaron las crisis a una edad menor (8,90 +10,56 meses) que en el grupo con
resultado normal (15,83 +19 meses). Asi aparece reflejado en la literatura, que los
pacientes identificados con variantes patdgenas tuvieron un inicio mas temprano de
convulsiones (mediana de 3,6 m frente a 1,1 y, p<0,001, OR 0,6/afio, p<0,02) en
comparacion con aquellos sin variantes patégenas*t. Esto sugiere que los pacientes
con EE de inicio temprano pueden ser mas propensos a portar variantes patogénicas
de novo que causan excitabilidad anormal e interrumpen la plasticidad sinaptica en el
cerebro en desarrollo®. Hacen falta mas estudios con un mayor nimero de pacientes
para llegar a determinar si esta tendencia que se muestra en nuestro estudio es
estadisticamente significativa; hecho que podria tener importantes implicaciones a

nivel de pronéstico y de tratamiento.

En ambos grupos el tipo de crisis mas frecuente fue generalizadas (como suele
corresponder a las epilepsias de origen genético en contraposicion a las secundarias a
lesiones, que son parciales), siendo mas frecuente en el grupo con resultados
alterados (90% y 83,3% respectivamente), no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p=0,617). En ambos grupos la frecuencia maxima de
crisis fue diaria y en el momento de la ultima consulta fue ocasional; no se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos en cuanto a la frecuencia de crisis
maxima (p=0,763), ni en ultima visita en consulta (p 0,763). En cuanto al nUmero de
FAES utilizados con estos pacientes, tanto en nimero maximo de farmacos en el
grupo con resultado normal (6,13 +3,67), grupo con resultado alterado (5,8 +3,88),
como en numero de farmacos utilizados en la ultima consulta (sin diagnéstico: 1,67
11,12, con diagnéstico: 1,50 1£0,97), es superior en el grupo con resultado genético
normal que en el grupo con resultado patoldgico; aunque los resultados no son

estadisticamente significativos (p=0,819, p=0,687).

En el grupo sin diagnéstico se encontraron menos malformaciones (20,8%), que en el
grupo con diagnéstico (40%), no siendo significativa esta diferencia (p=0,248). Esto
sigue en la linea de relacion que hemos mostrado con el fenotipo alterado, de que, a

mas alteraciones asociadas, mas probabilidad de encontrar diagnostico genético*.
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El porcentaje de pacientes con discapacidad intelectual dentro del grupo con
diagndstico fue del 100%, siendo superior al grupo sin diagndstico, 91,7%; no siendo
estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,347), ya que la mayoria de
pacientes afectados de EE padecen discapacidad intelectual en distinto grado de

gravedad.

Las pruebas complementarias que se han revisado han sido resonancias magnéticas
cerebrales, electroencefalogramas, y las pruebas genéticas solicitadas previamente al
panel de epilepsia y al exoma. La resonancia aporté resultados alterados con mayor
frecuencia en el grupo sin diagnostico que en el grupo con diagnoéstico (50% y 40%
respectivamente). Esto parece estar en concordancia con lo encontrado en la
literatura, en que los resultados de la RM suelen ser normales o muestran alteraciones
leves o inespecificas?®; se muestra un porcentaje amplio de pacientes sin lesion
cerebral (40,4%) en los que se llega a diagndstico genético®’.

Dentro de las alteraciones observadas en la RM cerebral en nuestra muestra se
encuentran: atrofia encefalica difusa en un caso, en otro disgenesia de cuerpo calloso,
menor desarrollo hemisferio izquierdo, alteraciones morfolégicas periventriculares, en
otro caso agenesia de cuerpo calloso y nédulos de heterotopia ventriculares, areas de
displasia cortical, frontal posterior, parietal y temporal derechas; en otro caso se
encontré atrofia cortical con predominio fronto-temporal y megacisterna magna, en otro

atrofia corticosubcortical, etc.

Los EEG fueron en ambos grupos mayoritariamente generalizados, siendo mayor el
porcentaje en el grupo sin diagnodstico (79,1%), que en el grupo con diagndstico (60%).
En el grupo con resultado genético alterado, tras el patron generalizado que es el
predominante, se observan patrones de EEG focal y caracteristico de forma mas
frecuente que en el grupo sin diagndstico (p 0,132). Como sucede en nuestra
muestra, en la literatura no se encuentra que determinados patrones en el EEG se
relacionen con encontrar pruebas genéticas alteradas. Con estos datos no se puede
concluir que haya patrones de EEG patognomoénicos de distintas variantes

patogénicas'®.

En cuanto a las pruebas genéticas realizadas previamente al panel/exoma, se habia
realizado un mayor numero de pruebas en el grupo con resultado genético alterado
(2,60 £1,35), en comparacion con el grupo sin diagnéstico, que se realizaron de media
1,67 £1,46 pruebas geneéticas. En otras series estudiadas se ha visto que cada sujeto
recibié previamente a llegar al diagnostico numerosas pruebas, con un minimo de

hasta 24 pruebas*®. Esto puede estar relacionado con que en el grupo con resultados
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alterados sean casos con mayor frecuencia de crisis, con fenotipo alterado y
malformaciones asociadas; que parezcan cuadros mas graves que hagan sospechar
que pueda haber una variante patogénica genética causante y por ello se soliciten
mayor numero de pruebas genéticas. Es cierto que en nuestra muestra no se ha
llegado a encontrar diferencias estadisticamente significativas, probablemente debido

al tamafo muestral.

La media de edad al diagndstico encontrada en nuestra muestra fue de 8.89 1+5.24
anos, siendo el paciente con la edad minima de diagnostico de 2,63 afos y la maxima
es de 18,30 afos. Revisando la literatura se encuentra que en otros estudios donde se
ha realizado exoma en EE, el paciente con mayor edad al diagnéstico fue de 16 afos,

algo menor que nuestro nifio con mayor rango de edad “.

6.2 VARIANTES PATOGENICAS ENCONTRADAS EN LOS CASOS CLIiNICOS

La gran cantidad de nuevos genes identificados como causas de EE ha revelado una
heterogeneidad genética y fenotipica previamente desconocida. Ahora se entiende
que variantes patogénicas en genes unicos son capaces de dar lugar a un amplio
espectro de fenotipos; por el contrario, genes diferentes pueden causar el mismo
sindrome epiléptico. Por tanto, el descubrimiento del gen debe ser seguido por una

cuidadosa consideracion del potencial espectro fenotipico*.

A continuacién, queremos destacar algunas peculiaridades de los casos en los que se

ha llegado a un diagndstico genético concreto.

En el caso 1 se diagnostica mediante exoma dirigido la variante patogénica en
heterocigosis en el gen HNRNPU, p.Glu122Lys; C.364G>A. El gen HNRNPU (OMIM *
602869) codifica la ribonucleoproteina U heterogénea nuclear que se expresa en el
cerebro del feto y en el corazon, rifidén, higado, cerebro y cerebelo adultos*®. En la
literatura aparecen reflejadas microdeleciones en la region 1q44 que abarca el gen
HNRNPU que se han asociado con discapacidad intelectual (DI) y otras caracteristicas
clinicas, como convulsiones, anomalias del cuerpo calloso y microcefalia. Estudios
recientes han revelado que las variantes heterocigéticas de HNRNPU dan como
resultado una epilepsia de inicio a edad temprana y DI grave. Se identificé una
variante patogénica de novo en el marco de lectura en HNRNPU en un nifio de 5 afios
con retraso en el desarrollo asociado con caracteristicas similares al sindrome de Rett,
que incluyen movimientos estereotipicos de la mano y anomalias respiratorias con

episodios de apnea e hiperpnea seguidos de caidas. También mostré un episodio de
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encefalopatia aguda con convulsiones bifasicas y difusién tardiamente reducida
seguida de hemiplejia y epilepsia intratable. Las caracteristicas clinicas unicas y
variables estan relacionadas con la pérdida de funcion o haploinsuficiencia de
HNRNPU *°.

En el estudio de Shimada S. et al (2018), recogen a 5 pacientes con variante
patogénica en este gen, concluyendo que el fenotipo en individuos con variantes
en HNRNPU se caracteriza por convulsiones de inicio temprano, DI severa,
discapacidad grave del habla, hipotonia y sistema nervioso central (SNC), cardiaca y

anormalidades renales.

Al igual que lo encontrado en la literatura, nuestro caso inicia crisis epilépticas a
temprana edad (6 meses) y presenta un importante retraso cognitivo. Por otro lado no
presenta alteraciones en el fenotipo, no se encuentran alteraciones en la RM cerebral
y tampoco presenta malformaciones a nivel cardiaco ni renal, aunque si a nivel

oftalmoldgico.

Caso 2 se diagnostica mediante exoma-trio la variante patogénica en SCN71A
c.301C>T (p.Arg101Trp). La presencia de variantes patogénicas en SCN71A (que
codifica la subunidad a1 del canal de sodio dependiente de voltaje), se asocia, con un
patron de herencia autosémico dominante, al sindrome de Dravet (MIM #607208), a la
epilepsia generalizada tipo 2 (MIM #604403) y a la migrafia hemipléjica familiar (MIM
#609634).

Han surgido evidencias de las consecuencias de la disfunciéon de SCN1a en diferentes
redes neuronales en todo el cerebro. Estas apuntan hacia un modelo de canalopatia
que causa las caracteristicas neuroldgicas del sindrome de Dravet, que va mas alla
del dafio puramente relacionado con las convulsiones®'. De este modo, este sistema
ya vulnerable puede ser susceptible a eventos secundarios agravantes como el estado

epiléptico.

Los trastornos convulsivos relacionados con esta variante patogénica suelen

heredarse de forma autosémica dominante®?

En cuanto al fenotipo relacionado con la variante patogénica, en el sindrome de Dravet
las crisis suelen iniciarse a la edad de 4-15 meses, presentan discapacidad intelectual.

La neuroimagen suele ser normal o presentar alteraciones inespecificas.

Nuestro caso comienza a presentar crisis con 5 meses de edad, inicialmente presentd

hemiconvulsioén, posteriormente crisis generalizadas frecuentemente relacionadas con
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fiebre. A su vez discapacidad intelectual. La RM cerebral muestra leve atrofia

encefalica con adelgazamiento de sustancia blanca.

En cuanto al tratamiento, el modelo de canalopatia implica que el tratamiento
farmacoldgico y la restauracion de la neurotransmision del acido y-aminobutirico
alterado (GABA), podrian ayudar a prevenir las convulsiones, y a su vez podrian
intervenir en las comorbilidades relacionadas con el sindrome®'. Aspecto muy

interesante de cara al manejo futuro de estos pacientes.

En este caso se llegd al diagnéstico mediante el exoma, algo inusual en esta variante
patogénica, ya que el cuadro clinico suele ser lo suficientemente caracteristico para

solicitar directamente la genética dirigida mediante sospecha clinica.

En el caso 3 se diagnosticd la variante patogénica en el gen PIGN c.283C>T;
p.(Arg95Trp) y c.1783_1795del; p, mediante exoma trio. La presencia de variantes
patogénicas en PIGN se asocia, con un patrén de herencia autosémico recesivo al
sindrome de multiples anomalias hipotonia y convulsiones (MIM #614080). Si bien, se
ha descrito en la literatura individuos que presentan epilepsia sin otros signos clinicos

adicionales.

PIGN es uno de los mas de 20 genes de la familia de fosfatidilinositol implicados en la
biosintesis de glicosilfosfatidilinositol (GPI). GPI actia como un anclaje de superficie
celular para mas de 150 proteinas que estan involucradas en la interaccién célula-
célula, transduccién de senales, adhesion celular y defensa del huésped; los defectos

en esta familia se clasifican como defectos de anclaje GPI°34,

Los defectos en la ruta biosintética del ancla del glucosilfosfatidilinositol humano estan
asociados con deficiencias heredadas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) caracterizadas
por una amplia gama de fenotipos que se han asociado con epilepsia®®, e incluyen
anomalias congénitas multiples, rasgos dismorficos, hipotonia, retraso global del
desarrollo. Dentro de las anomalias congénitas se pueden encontrar: malformaciones

en manos, pies, corazon, sistema gastrointestinal, sistema genitourinario y cerebro.
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Figura 6.1: Paciente 4 a los 4 meses de edad muestran caracteristicas distintivas de la cara, las manos y los
pies. (A, B) Observe las caracteristicas faciales toscas, el estrechamiento bitemporal, el puente nasal
deprimido, la micrognatia. (C) La falange distal ausente del quinto digito y las falanges distales hipoplasicas
del 2. ° al 4. ° digito en la vista de PA de la mano derecha. (D-F) Falanges hipoplasica 2 ° a 4 ° distal, anoniquia
de los 2 ° y 3 ° digitos y ufias hipoplasicas del pulgar, 4 ° y 5 ° digitos (mano izquierda) y todas las uiias de los

pies %.

Nuestro caso, como se expone en la literatura, presenta malformaciones, en este caso
a nivel cardiaco (CIA-OS y leve estenosis pulmonar) y un fenotipo peculiar con raiz
nasal estrecha, ojos rasgados. También presenta crisis generalizadas y discapacidad
intelectual. Nuestro paciente presenta caracteristicas dismoérficas que concuerdan con
lo descrito en la literatura, si bien informes recientes relacionan variantes no truncantes
con un fenotipo mas leve, destacando la importancia de los estudios funcionales en la

interpretaciéon de variantes de secuencia.

En el caso 4 se ha detectado la variante patogénica c.596 T>C en heterocigosis en el
gen GNAO1, que origina el cambio aminoacidico p.L199P. Se trata de un cambio de

novo, no presente en ninguno de los progenitores.

Las variantes patogénicas heterocigotas de novo en el gen GNAO1, que codifica la
subunidad Gao de las proteinas G, son la causa de un trastorno grave del
neurodesarrollo, con convulsiones infantiles tempranas, disfuncién cognitiva profunda
y, ocasionalmente, trastorno del movimiento (encefalopatia epiléptica infantil
temprana-17)%"%8. La variante p.L199P no ha sido descrita previamente, segun
busqueda bibliografica. Diversos programas de prediccion indican un probable papel

deletéreo de la variante encontrada. Varias de las variantes patogénicas de novo en
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GNAO1 fueron también de cambio de sentido y estudios funcionales apoyaron su
probable patogenicidad®. Ga, codificado por GNAO7T (MIM #139311), es
extremadamente abundante en el tejido cerebral, donde puede constituir hasta
aproximadamente el 0,5% de la proteina de la membrana, lo que sugiere funciones

importantes en la funcién cerebral®®°,

Existe un estudio en el que se evalian 4 pacientes afectados de EE con variante
patogénica en el gen GNAO7%, los cuatro individuos mostraron discapacidad
intelectual grave y retraso en el desarrollo motor; lo que muestra que la aberracion de
Ga , afecta el desarrollo intelectual y motor. Ademas, los cuatro individuos mostraron
EE, y dos de ellos mostraron movimientos involuntarios. Variantes patogénicas en este
gen dan como resultado desarrollo neurolégico pobre en todos los pacientes descritos
hasta ahora. Las imagenes de RM pueden revelar distintas anomalias cerebrales,

como atrofia cerebral, mielinizacién retardada y/o cuerpo calloso adelgazado®’.

Nuestra paciente comenzd con crisis en periodo neonatal (a los 3 dias de vida).
Presento a su vez discinesia oral y lingual. Un estudio previo de RM cerebral, realizado
a los 18 dias de vida, mostré signos compatibles con atrofia cerebral leve, como

sucede en otros casos de variante patogénica en gen GNAO1.

Figura 6.2: Resonancia magnética cerebral a los 18 dias. Vista Sagital TIWI que muestra el adelgazamiento del

cuerpo calloso (flecha), con predominio anterior y cierto grado de reduccion del volumen del I6bulo frontal®.

Dado que la inhibicion de los canales de calcio es una consecuencia bien conocida de
Ga o, que es mediada por la senalizacion inducida por norepinefrina, es posible que las

convulsiones epilépticas asociadas con variantes patogénicas en el gen GNAOT1
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puedan beneficiarse de moduladores de los canales de calcio®. Por ejemplo, la
pregabalina y la gabapentina actian como bloqueadores selectivos de los canales de
calcio. El topiramato es un FAE que actua modulando los canales de calcio®2. En
nuestro caso, las convulsiones persistieron sin cambios a pesar del uso de multiples
FAES, aunque con el tiempo se obtuvo una ligera mejoria en la frecuencia de las

convulsiones con carbamazepina, topiramato y clobazam.
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Figura 6.3: Validacion de la variante patogénica identificada mediante PCR y secuenciacion de Sanger: Los
electroferogramas muestran la secuencia de tipo salvaje en los progenitores (arriba) y la

novedosa variante GNAO1 c.596 T> C en el probando (abajo), produciendo el cambio de aminoacido

p.Leu199Pro®.

Caso 5, mediante exoma trio se llega a la variante patogénica: ¢.1295 1296del,

p.(lle432Lysfs*2) en el gen KMT5B.

Se han identificado, en la literatura reciente, variantes patogénicas de novo,
mayoritariamente de pérdida de funcion en el gen KMT5B en pacientes con fenotipos

que incluyen retraso psicomotor, epilepsia y en alguno de los casos macrocefalia.

Variantes en heterocigosis en gen KMT5B asocian de leve a moderada discapacidad
intelectual, alguno con pobre o ausente lenguaje, alteraciones de la psicomotricidad,
algunos autismo, problemas de atencion y frecuentes crisis febriles. Variables rasgos

dismorficos, criptorquidia, alteraciones de los pies, trastornos del suefio y algunos talla
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alta. Puede haber alteraciones en la neuroimagen, incluidos dilatacion de ventriculos.
Stessman et al. (2017)% informaron de 4 pacientes no relacionados y revisaron 3
pacientes previamente informados por Lossifov et al. (2014)% con una variedad de
trastornos cognitivos del neurodesarrollo asociados con variantes heterocigéticas en el
gen KMT5B. Los pacientes tenian edades comprendidas entre 5 y 19 anos. Todos
presentaban retraso en el desarrollo con discapacidad intelectual leve a moderada, 3
de 4 (75%) hablaban mal o no hablaban, y 3 de 5 (60%) presentaban retraso en el
desarrollo motor o dificultades de coordinacion. Cinco de 6 (83%) tenian trastorno del
espectro autista y 4 tenian anomalias conductuales, incluidos problemas de atencion.
Tres pacientes tenian antecedentes de convulsiones febriles. Todos presentaban
caracteristicas variables e inespecificas adicionales, incluyendo rasgos faciales
dismorficos, criptorquidia, deformidades del pie y dificultades para dormir, y algunos
tenian una tendencia hacia la estatura alta. Dos tenian anomalias cerebrales leves en
la RM, incluidos los ventriculos dilatados. Un paciente tenia inmunodeficiencia
combinada variable. En nuestro caso se encuentran alteraciones pertenecientes al
espectro fenotipico de la variante patogénica descrito en la literatura; macrocefalia,

discapacidad intelectual, a su vez presenta dilatacién ventricular en la RM cerebral.

Caso 6, se llega a la variante patogénica c.1118A>G (p.GIn373Arg) de novo en el gen
TBR1, mediante exoma trio. Esta variante patogénica se ha asociado a discapacidad
intelectual y autismo. Ademas tiene una variante patogénica truncante, en el gen
SIRT5 (c.28C>T, p.Arg10*), que se ha asociado a epilepsia y su funcién parece estar
relacionada con la regulacion del metabolismo mitocondrial. TBR1 es un gen implicado
en el neurodesarrollo, participa en la diferenciacion y migracion de las neuronas,
interactuando con varios genes y proteinas para regular el desarrollo cortical,
especificamente dentro de la capa VI del cértex humano en desarrollo de seis capas.

Es necesario para el normal desarrollo del cerebro.

El knock-out de Tbr1 causa defectos de la laminacion cortical, conexiones de axones y

diferenciacién especifica de capa®.

Nuestro paciente presenta discapacidad intelectual y TEA, en consonancia con lo

descrito en la bibliografia en relacion con la variante patogénica en TBR1.

En el caso 7 se encuentra, mediante exoma trio, una variante patogénica en
heterocigosis tipo cambio de sentido con cambio de nucleétido ¢.1531C>T cambio de
aminoacido p(Arg511Trp) en el gen RHOBTB2. RHOBTB2 codifica® una Rho GTPasa
atipica que es un adaptador especifico del sustrato o es un sustrato para el complejo

de ubiquitina ligasa basada en Cullin-3 (CUL3).
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Figura 6.4: Variantes de novo en RHOBTB2 y sus impactos sobre la estabilidad de la proteina y la unién con
CcuL3se.

Mediante la secuenciacion completa del exoma, en el siguiente estudio se identifican
tres variantes de novo de RHOBTB2 en tres pacientes con EE. Curiosamente, los tres
pacientes mostraron encefalopatia aguda (estado febril epiléptico), con imagenes de
RM que revelan la inflamacion del hemisferio o difusion reducida en diversas regiones
cerebrales. Las caracteristicas clinicas de estos nifios eran: convulsiones iniciadas a
los 3 meses de edad en pacientes 1 y 2, mientras que el paciente 3 desarrollo
convulsiones a los 15 meses. Los tres pacientes mostraron encefalopatia aguda, que
se repiti6 en dos de ellos. Las imagenes de la RM cerebral mostraron edema o
reduccion de la difusién de varias regiones del cerebro durante la encefalopatia aguda
en los tres pacientes, y subsecuente atrofia cerebral en los pacientes 1y 2. EEG de
los tres pacientes mostraron puntas o polipuntas, pero no patrones especificos. El
retraso en el desarrollo fue severo en los pacientes 1 y 2 (con atrofia cerebral) y
moderado en el paciente 3. Microcefalia postnatal fue reconocido en pacientes 1y 2,y
trastornos del movimiento fueron observados esporadicamente o actualmente en todos
los pacientes. Estos datos indican que la EE relacionada con el gen RHOBTB2 no se
ajusta a los sindromes electroclinicos existentes, y que la encefalopatia aguda puede
ser una caracteristica comun en EE relacionado con RHOBTB2. También se puede
extraer que las variantes de RHOBTBZ2 son una causa genética rara de EE, en la cual

la encefalopatia podria ser una caracteristica.
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También Straub et al (2018) reporta esta variante patogénica de novo de pérdida de
sentido en RHOBTB2 en 10 pacientes afectados de EE®’. En este caso se observo el
estado epiléptico en cinco de los 10 pacientes lo que indica como en el estudio previo,
que la encefalopatia aguda podria ser una caracteristica relativamente especifica en
EEs relacionados con RHOBTB?2.

En nuestro caso, el paciente en la RM cerebral uUnicamente destacaban sutiles
alteraciones de sefial en secuencia FLAIR en sustancia blanca periventricular
adyacente a astas temporales, con l6bulos temporales de morfologia y tamafio normal;
sin mostrar inflamacién ni disminucion de la sefial flair. Recientemente nuestro
paciente ha presentado un episodio de encefalopatia aguda en contexto febril con
edema cerebral localizado y hemiparesia; hallazgo que aparece descrito en la
literatura como caracteristico de EE RHOBTB2 y del que se recuperd favorablemente
tras recibir tratamiento corticoideo. Por otra parte, este paciente inicio crisis a una edad

temprana (3 meses) y presenta a su vez retraso del desarrollo.

El caso 8 presenta una variante patogénica c.316G>A (p.Ala106Thr) de novo en el

gen GABRGZ2, diagnosticada mediante panel de epilepsia.

El gen del receptor gamma-aminobutirico A (GABRGZ2) codifica la proteina GABRY?2,
que ha sido implicada en la susceptibilidad a la epilepsia®®*®°. Variantes patogénicas en
GABRG2 se han asociado con ataques febriles simples y con sindromes de epilepsia
genética, incluyendo epilepsia de ausencia infantil, epilepsia generalizada con
convulsiones febriles plus, y sindrome de Dravet o epilepsia mioclénica grave en la
infancia. La heterogeneidad fenotipica de la epilepsia asociada con variantes
patogénicas del gen GABRG2 puede estar relacionada con la reduccion de la funcion
del canal del receptor GABAA y la supresion negativa dominante diferencial, asi como
con la toxicidad relacionada con el metabolismo de las proteinas subunitarias
mutantes resultantes de cada subunidad y2 mutante, ademas de diferentes
antecedentes genéticos’™. Parece que una estrategia terapéutica combinada para
mejorar el GABA, la funcion del canal receptor y la eliminacion de la produccién de
proteina mutante usando ARNi como objetivo de los transcritos mutantes o moléculas
pequefias para promover la eliminacion de la proteina mutante podria ser un enfoque

util para el tratamiento de la EE asociada a GABRG2.

El fenotipo descrito en la literatura parece relacionar esta variante patogénica con
trastornos epilépticos autosdmicos dominantes, acompafados de trastorno del

movimiento y deterioro de la visién”""2,
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Nuestro caso presenta epilepsia refractaria con fotosensibilidad, como aparece
descrita en la literatura en relacién con la variante patogénica presentada. También
presenta alteracion del movimiento, ya que padece tetraparesia espastica. El fenotipo

del paciente concuerda con lo encontrado en la bibliografia sobre la EE por GABRG2.

GABRG2 mutations
A A FS, CAE GEFS+ Dravet syndrome

{-) Sevenity of molecular defects (+)

R82Q, P83S, PE3S, W420X, Q40X, Q390X
R177G, R136X e
S443delC
Green = @l
Yellow = B 2 A =
rihy Sy AN
B ‘i‘i = /P
/
(o*"'- 9_ fk") /
N~ -
al+B2+ wildtype al+ E}.—mulml Y2 causing al+ E’:"""““’"' f2 causing
2 haplomsufficiency domiant negative suppression
No seizures Mid epilepsy Severe epilepsy

Figura 6.5: Esquema que muestra las variantes patogénicas del gen GABRG2 y la gravedad de los sindromes

epilépticos™.

En el caso 9 se encuentra una variante patogénica de novo en el gen STXBP1
c.1651C>T (p.Arg551Cys), mediante panel de epilepsia. Dicha variante patogénica

provoca una sustitucién de aminoacido de Arg a Cys.

La encefalopatia STXBP1 se caracteriza por una encefalopatia de inicio temprano con
epilepsia. La edad media de inicio de las convulsiones es de seis semanas (rango de 1
dia a 13 meses). Los tipos convulsivos pueden incluir espasmos infantiles,
convulsiones ténico-clonicas, clonicas o tonicas generalizadas y ataques mioclonicos,

focales, atdnicos y de ausencia.

El EEG se caracteriza por actividad epiléptica focal, supresion de rafagas, hipsarritmia
u ondas generalizadas. Otros hallazgos pueden incluir tono anormal, trastornos del
movimiento (especialmente ataxia y distonia) y trastornos del comportamiento (incluido

TEA). Las dificultades de alimentacion son comunes™.

Debido a que los fenotipos de muchas EE genéticas se superponen, la mayoria de los
ninos con EE STXBP1 se diagnostican mediante un panel multigen o CMA o

secuenciacién gendémica completa.
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En un primer trabajo de 20127* se analizaron 175 trio de exomas (pacientes y sus
padres) con la intencidon de identificar factores de riesgo de sufrir desordenes del
espectro autista. Casi la mitad de estos pacientes (46.3%) eran portadores de una
variante de cambio de sentido generada de novo, y las proteinas que codifican los
genes afectados mostraban un elevado grado de conectividad entre ellas y ya habian
sido relacionadas previamente con autismo, en otros trabajos. La proteina STXBP1 se
encontraba entre estas proteinas y la relacionaban también con epilepsia y retraso
mental. Indican, ademas, que el modo de herencia es autosémico dominante.
Finalmente, entre las variantes patogénicas detectadas se encontraba la alteracion
p.Arg551Cys que muestra este paciente, si bien no se dan mas detalles sobre los
sintomas mostrados. En otro trabajo de 2013, analizan’ un paciente que presentaba
exactamente la misma variante patogénica. Realizan una descripcion exhaustiva de la
evolucion de la enfermedad, asi como los tratamientos y pruebas que se realizaron al
paciente a lo largo de sus primeros afios de vida. El paciente empez6 a sufrir
convulsiones epilépticas a los 3 meses, y a edad mas avanzada mostré una profunda
discapacidad intelectual. Entre los sintomas también se destacaba la presencia de

respiracion irregular.

Nuestro paciente parece que concuerda con lo descrito en la literatura sobre la EE
STXBP1. Ya que comenzo a presentar crisis generalizadas a una temprana edad (con
2 meses de vida), en el EEG se objetivaron hipsarritmias y presenta discapacidad
intelectual. Es cierto que no presenta alteraciones respiratorias, como se refleja en la

bibliografia revisada.

Por ultimo, el caso 10 se diagnosticO mediante panel de genes de epilepsia de EE
asociada al gen CHD2, con la variante patogénica c¢.3734+2_3734+5delinsCA. La
familia de proteinas de unién a ADN de cromodomain helicasa (CHD) son
remodeladores de cromatina dependientes de ATP que contribuyen a la
reorganizacion de la estructura de la cromatina y a la deposicion de las variantes de
histona necesarias para regular la expresién génica, éstas desempefian un papel
importante en el neurodesarrollo. Las variantes patégenas en CHDZ2 se asocian con
encefalopatia epiléptica del desarrollo, sin embargo, se sabe muy poco sobre como
estas variantes contribuyen a este trastorno’®. CHD2 podria ser responsable de un
fenotipo caracterizado por epilepsia generalizada de inicio en la infancia, discapacidad
intelectual y fotosensibilidad, que podria superponerse con los sindromes MAE,

Lennox-Gastaut, Dravet y Jeavons’’.
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Nuestro caso comenzd con crisis de tipo ténico-clonicas a los 36 meses de edad,
presenta retraso cognitivo, pero no presenta fotosensibilidad; como aparece

relacionada en la literatura con esta variante patogénica.

6.3 RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DEL PANEL Y EXOMA

En este momento existe un amplio campo de trabajo que demuestra que la aplicacion
de secuenciacion de alto rendimiento (HTS) a través de paneles multigenes
especificos o la secuenciacién de exoma (ES) mejora el rendimiento diagnédstico en
EE en un 20%-40% "8798° Esta descrito que la HTS tiene el potencial de minimizar
esta "odisea” que supone el diagnostico para estos pacientes, sus familias y los
sanitarios, que en numerosas ocasiones se prolonga en el tiempo y a su vez es
invasiva y costosa. Hay numerosos estudios que afirman que realizar HTS implica
rentabilidad diagnostica 88'82 y coste eficiencia; si bien es cierto que todavia faltan
mas datos soélidos para confirmar la superioridad del HTS a nivel de rendimiento
diagnostico y eficiencia econémica sobre el método diagndstico tradicional. Se han
publicado articulos sobre secuenciacion de exoma a nivel clinico, algunos estiman un
rendimiento diagnostico del exoma de un 25-30%2*%. En un estudio realizado en 2018
analizan el rendimiento del panel de EE en pacientes con EE de etiologia sin filiar. El
rendimiento de las variantes patégenas fue del 28,5%, el mas alto en EE de inicio
temprano (<3 meses), incluyendo el sindrome de Ohtahara y el mas bajo en la
epilepsia generalizada. El coste promedio de la evaluacion etiolégica fue menor con el
uso temprano del panel de EE en comparacion con el enfoque de investigacion
tradicional (5.990 ddlares australianos (AUD) frente a 13.069 AUD, p=0,02) entre los
pacientes con variantes patdgenas identificadas. En este estudio concluyen que la
prueba MPS dirigida es una investigacién exhaustiva y econdmica que permite el
diagnoéstico genético temprano en nifios con EE, a su vez refieren que la seleccion
clinica cuidadosa de pacientes con EE de inicio temprano pueden maximizar el

rendimiento de las pruebas de panel EE*.

En otro articulo publicado este mismo afo el rendimiento diagndstico fue a su vez
mayor para la secuenciacion del exoma (16/32, 50%) que siguiendo el diagndstico
estandar (2/32, 6,2%). La via de secuenciacion del exoma-trio fue costo-efectiva en
comparacion con la via de diagndstico estandar con un ahorro de costes de $5.236
(intervalos de confianza del 95% $2.482; $9.784) por diagndstico adicional; la ruta

estandar cuesta aproximadamente 10 veces mas por diagnostico. El analisis de
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sensibilidad demostrdé que la mayoria de la secuenciacion del exoma comercial y los

paneles multigénicos estudiados también eran rentables 48,

De nuestra muestra estudiada (n=34), se solicité el exoma-trio en 27 casos (79,4%),
de estos se llegé a un diagndstico etioldgico definitivo en 7 casos. El rendimiento
diagnéstico del exoma en esta muestra fue de un 25,9%. El resultado es concordante
con lo hallado en la literatura (entre 20-40%). En el caso del panel de epilepsia en la
misma muestra (n=34), se solicitd en 18 casos (52,9%), de los cuales se llegd a un
diagnostico etiologico en 3 casos. El rendimiento diagndstico del panel es de un 16,6
%, algo menor que lo que se refleja en los estudios citados previamente (11,1% vs
28,5%). No hemos analizado coste-efectividad del panel de epilepsia-exoma, seria

interesante para préximos estudios.

Los estudios genéticos en las EE infantiles tienen un balance general muy positivo
porque suprimen la angustia y la ansiedad de las familias que derivan de no tener un
diagnéstico etiolégico definido, evitan realizar pruebas complementarias innecesarias,
ahorran tiempo y dinero al obtener un diagnéstico precoz dirigido, son importantes en
algunos casos para conocer mejor la evolucidon natural de la epilepsia y del
neurodesarrollo en un determinado sindrome epiléptico, pueden ayudar en algunos
genes concretos a seleccionar mejor el tratamiento y permiten realizar un

asesoramiento genético familiar 8.
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7. LIMITACIONES

Entre las limitaciones del estudio es preciso mencionar el reducido tamafio muestral
(n=34), que, si bien permite alcanzar los objetivos principales, posiblemente dificulte

llegar a encontrar diferencias que sean estadisticamente significativas.

Por otra parte, al tratarse de un estudio realizado de forma retrospectiva, existen
parametros interesantes para investigar, que no se han podido afiadir durante la

realizacion del estudio.

8. CONCLUSIONES

1. El rendimiento de la técnica diagnoéstica de panel de epilepsia en nuestra muestra
de nifios afectados de encefalopatia epiléptica ha sido del 11,1%. En el caso del
exoma-trio se ha obtenido un diagnéstico etioldégico en un 25,9 % de los casos.

2. La presencia de malformaciones congénitas parece que puede estar relacionada
con un aumento de la probabilidad de presentar un resultado en el test genético en
2,5 veces.

3. El presentar un fenotipo alterado parece que puede incrementar en 1,5 veces la
probabilidad de llegar a un diagndstico etioldgico cerrado.

4. Los pacientes que comienzan a presentar a una edad mas temprana crisis
epilépticas, parece que tienen mayor probabilidad de presentar alteraciones
patogénicas en el panel de epilepsia 0 exoma.

5. Para interpretar adecuadamente el resultado del panel de epilepsia y del exoma-
trio y conseguir asi disminuir los resultados dudosos es necesaria una estrecha
colaboracion entre clinicos y genetistas.

6. No hemos encontrado factores que se asocien con detectar con mayor
probabilidad resultados genéticos patoldgicos que aporten un diagnostico
etiolégico cerrado, que sean suficientes para preseleccionar a los candidatos
ideales para estos test.

7. Actualmente el estudio genético mediante la técnica de exoma-trio constituye una
prueba de primera linea en el estudio de los pacientes afectados de EE, que debe

ofrecerse a todos los individuos sin diagnéstico etiolégico establecido.
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9. FUTURAS INVESTIGACIONES

La prueba genética de exoma-trio se ha comenzado a solicitar de forma sistematica
para el diagnédstico etiologico de EE en las consultas de Neuropediatria hace
relativamente poco tiempo. Seria interesante recoger a todos los pacientes a los que
se solicite esta prueba genética de forma prospectiva. Con un seguimiento en el
tiempo se podrian valorar diversos aspectos que puedan estar relacionados con el

rendimiento diagndstico del exoma-trio.

El objetivo seria comprobar a cuantos diagnésticos etiolégicos cerrados nuevos se
llega mediante el exoma-trio en una muestra mas amplia de pacientes afectados de
EE y estudiar su evolucién y seguimiento en consultas tras haber llegado al
diagnéstico etioldgico. Podria asi valorarse el rendimiento de estas pruebas genéticas
y sus hallazgos para estos pacientes; a la hora de seguimiento en diversas consultas,
tratamientos utilizados, etc. Por otra parte, también se podria analizar si tras llegar al
diagnéstico etioldgico se diagnostican patologias ligadas o consecuencia de la variante

patogénica genética hallada.

Puede ser interesante comprobar la utilidad que puede tener o esta teniendo este
rapido avance en el campo de la genética y la manera nueva de diagnosticar en
Neuropediatria. Y por supuesto valorar los beneficios que aporta a estos pacientes y

sus familias.
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