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El polimorfismo G1465A del gen GABBR1 es un marcador de riesgo para el desarrollo de Epilepsia Mesial Temporal con Esclerosis del Hipocampo
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Resumen:
Introducción: Aunque el síndrome de la Epilepsia Mesial Temporal con Esclerosis del Hipocampo (EMTEH) fue considerado como un trastorno adquirido, actualmente es aceptado que factores genéticos serían importantes en su génesis. El polimorfismo G1465A del gen del receptor para GABA tipo B (GABBR1) fue asociado con un mayor riesgo a padecer Epilepsia del Lóbulo Temporal. Sin embargo, estudios recientes fallaron en encontrar esta asociación, existiendo controversia sobre el rol que el mencionado polimorfismo tiene en el desarrollo de esta enfermedad.

Objetivos: Investigar la asociación entre el polimorfismo G1465A de GABBR1 y el riesgo a padecer EMTEH. Estudiar la asociación genética con características clínicas particulares de la enfermedad.

Métodos: Seleccionamos 52 pacientes con diagnóstico de EMTEH y 39 controles sanos coincidentes en características étnicas con los pacientes. Realizamos la genotipificación del polimorfismo G1465A de GABBR1 en todos ellos mediante PCR-RFLP.

Resultados: El polimorfismo G1465A fue más frecuentemente observado en los pacientes que en los controles. (p=0,00013) El genotipo A/G fue encontrado en 23 pacientes (44%) y  en 3 controles (8%). La portación del genotipo A/G confiere un riesgo 9,5 veces mayor para el desarrollo de EMTEH que la portación del genotipo G/G. (OR 9,51; IC 95% 2.59-34.87). Los pacientes portadores del genotipo A/G tuvieron una mayor frecuencia de crisis nocturnas. (p=0,01)

Conclusión: El polimorfismo G1465A del gen GABBR1 es un marcador de riesgo para el desarrollo de EMTEH. 
Palabras Claves: Epilepsia. Esclerosis del Hipocampo. Factores Genéticos. Estudio de Asociación. GABA.
Introduction: Although, the syndrome of Mesial Temporal Lobe Epilepsy with Hippocampal Sclerosis (MTLEHS) has been considered an acquired disorder, recent evidence has indicated that genetic factors are important in its genesis. The G1465A polymorphism of the GABA type B receptor gene (GABBR1) was associated with an increased risk to suffer from Temporal Lobe Epilepsy. Nevertheless, recent studies failed to find this association leading to a state of controversy about the real role of this polymorphism in the development of the disease.

Objectives: To investigate the association between the G1465A polymorphism of GABBR1 and the risk to develop MTLEHS. To study the genetic association with distinctive clinical features of the disease.

Methods: We have selected 52 patients with diagnosis of MTLEHS and 39 healthy controls ethnically matched with the patients. We genotypified the G1465A polymorphism of GABBR1 of the whole group by means of a PCR-RFLP assay.

Results: G1465A polymorphism was more frequently observed in patients than in controls. (p=0,00013) The genotype A/G was found in 23 patients (44%) and in 3 controls (8%). To have the A/G genotype increase the risk to develop MTLEHS 9,5 times (OR 9,51; IC 95% 2.59-34.87). The patients having the A/G genotype suffered more frequently from nocturnal seizures. (p=0,01)
Conclusion: The G1465A polymorphism is a risk marker for the development of MTLEHS.
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Introducción

Aunque el síndrome de la Epilepsia Mesial Temporal con Esclerosis del Hipocampo (EMTEH)(1) fue considerado por mucho tiempo como un trastorno adquirido, actualmente es aceptado que factores genéticos parecen ser importantes en su génesis. Esto se basa en la descripción de formas familiares con patrón de herencia monogénico(2), en que hasta un 30% de los pacientes refieren la presencia de antecedentes familiares positivos para convulsiones febriles y/o epilepsia(3) y que polimorfismos en seis genes diferentes han sido implicados como factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad.(4-9) 
El ácido gamma aminobutírico (GABA) es el principal aminoácido inhibitorio del sistema nervioso central mediando su acción a través de receptores ionotrópicos (tipos A y C) que producen corrientes inhibitorias sinápticas rápidas y receptores metabotrópicos (tipo B) que producen una corriente inhibitoria lenta y sostenida. El receptor para GABA tipo B (GABBR) es un heterodímero de 2 receptores transmembrana relacionados (tipos 1 y 2). Existe evidencia que indica que cambios en las corrientes inhibitorias gabaergicas mediadas a través de GABBR1 tienen un rol en la fisiopatología de la Epilepsia del Lóbulo Temporal. Cambios en la expresión de GABBR1 fueron encontrados en hipocampos de pacientes sometidos a lobectomías temporales como tratamiento de su EMTEH(10).

El desarrollo de estudios de asociación resulta ser una herramienta válida para la investigación genética de enfermedades de herencia compleja como la Epilepsia.(11) En el 2003 fue identificada la asociación de un polimorfismo (G1465A) del gen que codifica para GABBR1 con un mayor riesgo a padecer Epilepsia del Lóbulo Temporal en una población de pacientes italianos.(9) En cambio, cuatro reportes publicados recientemente han fallado en replicar los hallazgos de la primera investigación.(12-15) Esta situación ha generado controversia sobre el rol que el mencionado polimorfismo tiene en el desarrollo de esta enfermedad.

Los objetivos de nuestro trabajo fueron investigar la asociación entre el polimorfismo G1465A del gen codificante de GABBR1 y el riesgo a padecer EMTEH en una población de pacientes con diagnóstico de EMTEH, y como objetivo secundario investigar la asociación genética con características clínicas particulares de la enfermedad. 

Pacientes y Métodos
Sujetos Participantes

El presente estudio incluyó 52 pacientes con diagnóstico de ETMEH y 39 controles sanos no relacionados y sin antecedentes comiciales. Un consentimiento informado, aprobado previamente por la Comisión de bioética del Hospital Ramos Mejia, fue tomado a cada uno de ellos antes de su inclusión. El diagnóstico de EMTEH fue hecho en base a las características semiológicas clínicas de las crisis según lo relatado por el paciente o testigos, en base a los hallazgos electrofisiológicos (EEG de superficie en todos y VideoEEG en alguno de ellos) y en base a los hallazgos de las IRM. Las IRM fueron realizadas de acuerdo a un protocolo de optimización para la detección de EH que incluyó adquisición  volumétrica, T2, FLAIR e IR coronales y axiales, paralelos y perpendiculares al eje mayor del hipocampo. Sólo aquellos pacientes que cumplían completamente el diagnóstico de EMTEH (clínica-EEG + IRM) fueron incluídos. Se recabaron características demográficas tales como edad y sexo, tiempo de evolución de la epilepsia, historia familiar para comicialidad, antecedentes de convulsiones febriles, tipología de sintomatología ictal, frecuencia mensual de crisis y respuesta al tratamiento farmacológico.
Análisis Genético. Genotipificación del Polimorfismo G1465A de GABBR1
A todos los sujetos participantes se le extrajo 10 cc de sangre venosa mediante venopunctura. De 800 microlitros de sangre entera se extrajo ADN genómico total mediante lisis con TE10, extracción con CTAB, precipitación con Cloroformo/Isopropanol y lavados con Etanol mediante procedimientos estándares. Mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificó un fragmento de 441 pares de bases flanqueante al exón 7 del gen que codifica para GABBR1. Para ello se utilizó el siguiente par de primers:  

5'-AACAGTAACACAAACCCATCC-3' (sense) y 

5'-GCATGTTTGTAGAAGGTGCC-3' (antisense).

El protocolo de amplificación consistió en la dilución del ADN genómico purificado en 5 microlitros de buffer (Invitrogen), 1,5 microlitros de ClMg, 4 microlitros de dntps, 1 microlitro de cada uno de los primers arriba mencionados en un volumen final de 50 microlitros. Dicho volumen fue sometido a 1 ciclo a 95ºC por 5 minutos, agregándose luego 1 U de Taq polimerasa (Hot Start PCR) y seguido luego por 1 minuto a 95º C, 1 minuto a 55º C y 1 minuto a 72º C repetido durante 35 ciclos.

A fin de determinar el polimorfismo G1465A el producto de PCR era sometido a digestión enzimática con 3U de EagI (New England BioLab) durante 3 horas en un volumen final de 20 microlitros. El producto de la digestión era visualizado mediante corrida electroforética en agarosa al 2%. El polimorfismo investigado consiste en el cambio de una guanina (G) por una adenina (A). Éste cambio resulta en la pérdida de un sitio de restricción o corte para EagI, por lo que cuando el alelo A estaba presente se observaba una banda de 441 pares de bases indicativa de una falta de digestión, en cambio la presencia del alelo G (no se altera el sitio de restricción y se produce la misma) mostraba dos bandas de 258 y 182 pares de bases. Por lo tanto podían inferirse los tres genotipos posibles en la forma de una sola banda de 441 pb para A/A, tres bandas de 441, 258 y 182 pb para G/A y dos bandas de 258 y 182 pb para G/G.  (ver figura1)
Análisis Estadístico

Las frecuencias de los alelos y genotipos entre pacientes y controles, así  como entre los diferentes subgrupos de pacientes fueron comparadas utilizando la prueba de chi cuadrado. Se estableció un nivel de significancia bilateral en 0,05.

El equilibrio de Hardy-Weinberg en casos y controles fue probado con test exacto.

Odds Ratio y sus intervalos de confianza fueron estimados a partir de las respectivas tablas de contingencia.
Se utilizó como herramienta informática el paquete SPSS versión 11.5

Resultados
La distribución de los genotipos  y las frecuencias alélicas del polimorfismo G1465A del gen codificante de GABBR1 en pacientes y controles se resume en la tabla 1. La distribución genotípica de los controles se ajusta al equilibrio de Hardy-Weinberg (p= 1), mientras que no ocurre  lo propio con la distribución de los casos. (p= 0,05)

La frecuencia de los genotipos fue diferente entre los casos y los controles. (p=0,00013), no habiendo diferencia en el resto de las variables demográficas analizadas entre estos 2 grupos de sujetos. El genotipo A/G fue encontrado en 23 pacientes (44%) y  en 3 controles (8%). La portación del genotipo A/G confiere un riesgo 9,5 veces mayor para el desarrollo de EMTEH que la portación del genotipo G/G. (OR 9,517; IC 95% 2.597-34.877)

No encontramos diferencias significativas en la frecuencia de antecedentes familiares o convulsiones febriles en la infancia y eventos traumáticos entre los dos grupos de pacientes. Se observó una mayor frecuencia de pacientes con crisis nocturnas en el grupo de pacientes portador del genotipo A/G. (p= 0,01, prueba exacta de fisher) No encontramos asociación entre el polimorfismo investigado y una mayor frecuencia mensual de crisis ni con la respuesta al tratamiento, ya que no hubo diferencias significativas en la distribución de sujetos refractarios entre los dos grupos de pacientes. En aquellos sujetos con el genotipo A/G se observó con mayor frecuencia la presencia de estado de mal epiléptico y clusters de crisis parciales, aunque sin alcanzar significancia estadística. (ver tabla 2)
Discusión

A través del presente estudio hemos demostrado que el polimorfismo G1465A del gen codificante de GABBR1 es un marcador de riesgo para el desarrollo de EMTEH. 

En el 2003, Gambardella y col, reportaron la asociación del polimorfismo G1465A con un riesgo aumentado a desarrollar Epilepsia del Lóbulo Temporal en una población italiana,(9) aunque, el número de pacientes con EH era pequeño como para poder sacar conclusiones en esta población particular. La elección para nuestro estudio de pacientes con EMTEH hace que estemos tratando una población con comportamiento electro-clínico homogéneo dentro de los pacientes con Epilepsia del Lóbulo Temporal. Esto remarca la asociación encontrada en nuestra serie y no acabadamente analizada en el reporte inicial arriba citado.

Por el contrario, cuatro reportes recientes fallaron en encontrar asociación entre el polimorfismo investigado y un mayor riesgo a padecer ELT, dos de ellos con un número adecuado de pacientes con EH(14, 15). Sin embargo, la frecuencia poblacional de G1465A, en estos estudios, era menor al 1% lo cual puede hablar de marcadas diferencias poblacionales con la población de Gambardella y la nuestra como explicación a esta disparidad de resultados. Tal vez, nuestros pacientes sean étnicamente más parecidos a la población investigada por Gambardella como consecuencia de la importante inmigración italiana del siglo pasado, no siendo, por tanto, extraño observar que determinados polimorfismos resultarían sólo informativos en determinados grupos poblacionales(16). 

Un análisis detallado de los pacientes italianos del reporte inicial muestra que esta asociación es más fuerte en aquellos pacientes con formas de epilepsias más severa y de comienzo más temprano.(9) Aunque aquellos pacientes con EMTEH tienen más posibilidades de padecer una epilepsia refractaria al tratamiento medicamentoso(17), nuestros resultados no apoyan la existencia de asociación entre el polimorfismo investigado y este subtipo de pacientes.  Esto, quizás, sea evidencia de un rol menor de este polimorfismo en modificar el curso de la enfermedad. 

La caracterización molecular del gen GABBR1 ha revelado la existencia de 5 polimorfismos que resultan en cambios de la secuencia aminoácidica(18). Aquel que cambia una glicina por una serina en la posición 489, dentro de la porción N-terminal del receptor GABA B es el que ha sido investigado por nosotros. Es posible que esta mutación, que afecta la porción extracelular, altere sitios de unión a ligando que resulten en un funcionamiento ineficiente del receptor contribuyendo al mecanismo epileptogénico. Una de las formas de analizar el efecto de una mutación puntual en la función proteíca es mediante el análisis del grado de conservación entre especies de esa posición aminoacídica en la cadena peptídica(19). La posición 489 resulta altamente conservada, ya que un análisis de homología entre 18 especies la mostró conservada en 14 de ellas. (ver figura 2) Esto apoya la posibilidad que el polimorfismo G1465A sea funcional. Más aún, la sustitución de una glicina por una serina disminuye la probabilidad de ajuste al modelo de dominio funcional de receptor ANF utilizando el programa HMMER2(20) sobre la base de datos PFAM(21).

Variantes alélicas del gen GABBR1 resultan ser un marcador de riesgo biológicamente plausible para el desarrollo de EMTEH. Estudios en humanos y en modelos animales han mostrado el rol de la transmisión gabaérgica, a través del receptor tipo B, en la epileptogénesis de la Epilepsia del Lóbulo Temporal. Ratones que carecían del gen para GABBR1 desarrollaban un fenotipo similar a la ELT humana caracterizado por convulsiones, actividad epileptiforme en el EEG y trastornos de memoria(22). La región CA3 del hipocampo de estos ratones resultó más excitable que la de aquellos que expresaron GABBR1, pareciendo esto estar mediado por receptores glutamatérgicos tipo NMDA y consiguientes cambios crónicos plásticos en redes neuronales del hipocampo(23). En el mismo sentido, una expresión aumentada en un 172% de GABBR1 fue encontrada en hipocampos de pacientes con ETMEH comparada con hipocampos no epilépticos(10). Princivalle y col, también encontraron aumento en los niveles de ARNm de GABBR1 y GABBR2 en distintas regiones  del hipocampo provenientes de pacientes con EMTEH(24). Este aumento en la expresión podría ser una forma de contrarrestar la hiperexcitabilidad neuronal mediante una inhibición glutamatérgica presináptica. Por otro lado, teniendo en cuenta que la presencia de una malformación del desarrollo cortical asociada es una de las  hipótesis acerca de la etiología de la Esclerosis del Hipocampo(25), resulta  interesante que GABBR1 parecería ser importante en la maduración y organización de la corteza cerebral a través de la regulación de procesos migratorios durante la corticogenesis y la modulación de la transmisión sináptica(26, 27). Lopez Bendito demostró que el bloqueo de GABBR1 impide la migración tangencial interneuronal durante el desarrollo, indicando por tanto el importante rol modulatorio de esta subunidad en este mecanismo de migración neuronal(28).
A pesar de la simplicidad anatómica del hipocampo, las hipótesis sobre cual o cuales son las causas de la EMTEH siguen siendo muchas(29). Tradicionalmente, la EMTEH no ha sido considerada un trastorno genético. El síndrome de EMTEH rara vez es observado en más de un miembro en una familia, aunque sí es reportada una alta frecuencia de convulsiones febriles en otros miembros de la misma(3). No hay una alta concordancia entre gemelos, aunque sí hay reportes de agregación familiar de características estructurales del hipocampo(30). La importancia que los factores genéticos puedan tener en la génesis de la EH o en brindar susceptibilidad a su desarrollo ulterior luego de una injuria pasada, convulsiones febriles por ejemplo, es apoyada por los reportes realizados en los últimos años de la asociación entre polimorfismos en diferentes genes y un riesgo aumentado al desarrollo de ELT y/o EMTEH. Variantes alélicas en los genes codificantes de Interleukina 1(4)APOE(5), Proteína Priónica(8), prodinorfina(6) y KCNJ10(7) han sido identificadas como marcadores de un riesgo aumentado para el desarrollo de ELT. Los resultados de nuestro trabajo, en esta línea, apoyan la importancia de los factores genéticos en el desarrollo de EMTEH, considerándola una enfermedad multifactorial con herencia compleja.
Nuestra observación de la relación entre la presencia de crisis comiciales durante el sueño y la portación del genotipo A/G resulta interesante a la luz del rol que el receptor para GABAB tiene en modular el sueño REM.(31) También resulta remarcable la tendencia observada hacia una asociación entre la variante alélica investigada y una mayor posibilidad de presentar estado de mal epiléptico o crisis parciales en cluster, teniendo en cuenta la más amplia epileptogenicidad postulada como consecuencia de una hipofunción de GABBR1(22). 

A pesar de que los estudios de asociación están sujetos a potenciales sesgos y limitaciones(32) creemos que nuestros resultados son válidos por el hecho de que nuestro estudio sea parcialmente replicativo de una asociación previamente reportada. Además, el diseño cumple con los requerimientos para la investigación de factores genéticos en enfermedades de herencia compleja(33).  Ya que, la población de controles ha sido especialmente seleccionada de sujetos que compartan las mismas características étnicas y geográficas que los pacientes. Cabe mencionarse, que la genotificación del grupo de pacientes no se encuentra en equilibrio de Hardy-Weimberg siendo indicativo que el efecto genético del polimorfismo es aditivo y no multiplicativo(32, 34). 
Conclusión:

El polimorfismo G1465A del gen que codifica para la subunidad 1 del receptor para GABA tipo B es un marcador de riesgo para el desarrollo del síndrome de la Epilepsia Mesial Temporal con Esclerosis del Hipocampo y podría ser más frecuentemente encontrado en aquellos pacientes que presentan crisis nocturnas. 
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Tablas

Tabla 1. Distribución de Genotipos del Polimorfismo G1465A del gen GABBR1 en pacientes con EMTEH y controles

	Polimorfismo G1465A
	Casos

N=52
	Controles

N=39
	ODDS RATIO
	Valor de p

	A/A
	0
	0
	N/A
	0,00013

	A/G
	23 (44)
	3 (8)
	9,517 (2.597-34.877)
	

	G/G
	29 (56)
	36 (92)
	0,105 (0,031-0,365)
	




Tabla 2. Variables Analizadas en pacientes con EMTEH

	Variables
	Variante G1465A +

N=23
	Variante G1465A – 

N=29
	ODDS RATIO
	Valor de p

	Hombres, n (%)
	8 (35)
	17 (59)
	0,376 (0,121-1,168)
	0,153*

	Mujeres   n (%)
	15 (65)
	12 (41)
	
	

	Edad de inicio de Epilepsia media en años
	15,5 
	15,4
	
	0,969+

	Historia de Convulsiones Febriles, n (%)
	8 (35)
	13 (45)
	0,656 (0,217-1,995)
	0,654*

	Historia Familiar de CF/Epilepsia,

n (%)
	5 (22)
	5 (17)
	0.574 (0,187-1,772)
	0,505*



	Estado de mal, 

n (%)
	9 (39)
	6 (21)
	2,464 (0,742-8,161)
	0,250*



	Cluster, n (%)
	6 (26)
	3 (10)
	3,059 (0,723-12,716)
	0,262*



	Nocturnas, 

n (%)
	19 (83)
	15 (52)
	4,433 (1,249-15,480)
	0,01**



	Frec Mensual

media de rangos
	28,4 
	23,18
	
	0,227++


	Refractariedad,

n (%)
	12 (52)
	19 (65)
	0,574 (0,190-1,732)
	0,491*






Figura 1. A) Secuencia flanqueante nucleotídica y aminoácidica del polimorfismo G1465A. Sitio polimórfico indicado en azul. B) Sitios de Restricción de EagI, donde puede observarse que el cambio de G por A resulta en la pérdida del sitio de reconocimiento (a la derecha) y la falta de corte por parte de la enzima. C) Gel de Agarosa al 2% de producto de amplificación digerido, donde se observan 2 bandas (a la izquierda) y 3 bandas (a la derecha) indicativas de los genotipos G/G y G/A, respectivamente.

	  1393 CAG GAG GCA CCG CTG GCC TAT GAT GCC ATC TGG GCC TTG GCA CTG GCC    

   465 Gln Glu Ala Pro Leu Ala Tyr Asp Ala Ile Trp Ala Leu Ala Leu Ala 

  1441 CTG AAC AAG ACA TCT GGA GGA GGC G/AGC CGT TCT GGT GTG CGC CTG GAG    

   481 Leu Asn Lys Thr Ser Gly Gly Gly  Gly  Arg Ser Gly Val Arg Leu Glu 

                                        Ser                             

  1489 GAC TTC AAC TAC AAC AAC CAG ACC ATT ACC GAC CAA ATC TAC CGG GCA    

   497 Asp Phe Asn Tyr Asn Asn Gln Thr Ile Thr Asp Gln Ile Tyr Arg Ala 

  1537 ATG AAC TCT TCG TCC TTT GAG GGT GTC TCT GGC CAT GTG GTG TTT GAT    

   513 Met Asn Ser Ser Ser Phe Glu Gly Val Ser Gly His Val Val Phe Asp
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Figura 2. Alineamiento múltiple donde se observa la alta conservación del residuo 489 de GABBR1.


� Los valores expresados como n (%)


Valor de p estimado a partir de X2 de Pearson con corrección de Yates








� *X2 de Pearson con corrección de Yates


**prueba exacta de Fisher


+ prueba de t


++ prueba de Mann-Whitney








