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RESUMEN

La Epilepsia es un trastorno neurolégico frecuente que afecta entre el 1 y 2% de la
poblacion general. Del total de los pacientes que son diagnosticados con epilepsia,
aproximadamente el 25% de ellos no logran control de sus crisis pese al tratamiento con
farmacos antiepilépticos; dicho fendmeno se conoce como epilepsia resistente a farmacos y
su etiologia se considera multifactorial. Una de las posibles causas es la presencia de
bombas de expulsion a nivel de la Barrera Hematoencefalica, que actuan disminuyendo la
concentracion de farmaco activo en el sitio de interés, con niveles plasmaticos que pueden
encontrarse normales. Dentro de los estudios se ha encontrado asociacion genética entre la
presencia de polimorfismos y la resistencia a farmacos, entre ellos ABCB1 y ABCC2. Esto
se ha asociado a pacientes con epilepsia resistente a farmacos en poblaciones Caucésicas y
Asiaticas. En la poblacion chilena, sin embargo, se desconocen estudios que determinen lo
anterior. El objetivo de este trabajo es comprobar la hipotesis que sefiala que los pacientes
con epilepsia resistente a farmacos presentan una distinta distribucion genotipica de los
polimorfismos en los genes mencionados, lo cual permitiria utilizarlos a futuro como

potenciales biomarcadores de resistencia a anticonvulsivantes.

Palabras claves: epilepsia resistente a farmacos — polimorfismo- ABCB1 - ABCC2 -
glicoproteina P
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CAPITULO 1

Introduccidn

La Epilepsia es uno de los principales trastornos neuroldgicos que afecta a la
poblacion general, con una prevalencia estimada entre un 1y 2% (1).

La epilepsia afecta aproximadamente a 50 millones de personas en el mundo.
Corresponde a un problema importarte de Salud Publica en el Mundo, que reduce los afios
de vida saludable en un grupo de pacientes socialmente productivos (1).

A pesar de los mdltiples avances en la disponibilidad de farmacos
anticonvulsivantes (FAC), se estima que un 20 a un 25% de los pacientes falla en alcanzar
un adecuado control de crisis, pese al uso de uno o mas farmacos, fendbmeno que se conoce
como epilepsia resistente a farmacos (2). La falta de respuesta a farmacos se configura
como un grave problema en un importante grupo de los pacientes que la presentan,
conllevando mayor disfuncion social y neuropsiquiatrica, menor calidad de vida, mayores
comorbilidades médicas y mayor riesgo de muerte (3). Dichas consecuencias pueden ser 2 a
10 veces mayor frente a la poblacion de pacientes con epilepsia sin resistencia a farmacos y

se relacionan inversamente con el control que se logre de las crisis (3).

No existen, a la fecha, biomarcadores de respuesta al tratamiento farmacol6gico que
orienten a un mayor riesgo de resistencia a FACs. Es por lo anterior que el tratamiento de la
epilepsia resulta complicado, pues existe nula predictibilidad de la eficacia de los farmacos
utilizados, efectos adversos asociados al uso de éstos y un constante intento de alcanzar la
dosis dptima para controlar las crisis. En ese sentido, existen estudios que indican la

presencia de variantes genéticas asociadas a un mayor riesgo de resistencia.

En los estudios de genotipificacion ha resultado promisoria la asociacion de ciertos
polimorfismos con la presencia de resistencia al tratamiento farmacoldgico en pacientes
epilépticos, tanto en estudios aislados de poblacion caucasica (Reino Unido e Irlanda) y
Asiatica (China e India), como también a nivel de meta-analisis de estudios (3). No
obstante, cabe mencionar que no todas las investigaciones han demostrado una relacién

clara o positiva entre la presencia de polimorfismos y un mayor riesgo de resistencia. Los
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principales motivos son variaciones de la poblacion estudiada, los criterios diagnésticos y

los farmacos con los cuales fueron tratados los pacientes.

Cabe destacar que se desconocen estudios de polimorfismos en poblacion
sudamericana con epilepsia refractaria. Por lo tanto, la importancia de la investigacion en
esta area se hace necesaria, dado el gran porcentaje de pacientes epilépticos que presentan
resistencia a farmacos.

Debido a esta situacion, se considera importante la busqueda de nuevas formas para
identificar precozmente a los pacientes que potencialmente desarrollaran epilepsia
resistente a farmacos, asi como también el descubrimiento de nuevos blancos terapeuticos
que sean susceptibles de intervencion farmacoldgica.

En esta investigacion proponemos evaluar la presencia de polimorfismos genéticos
en pacientes con epilepsia resistente a farmacos y compararlos con un grupo control de
pacientes con epilepsia respondedores a farmacos, a través de la buasqueda de
polimorfismos de nucledtido Unico, mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa asociada a Restriccion de Longitud de Fragmentos de Polimorfismos, PCR-
RFLP (polymerase chain-restriction fragment length polymorphism)

Nuestro proposito es encontrar marcadores geneticos que permitan la temprana
estratificacion del riesgo en los pacientes, separandolos entre pacientes con mayor 0 menor
riesgo de resistencia, de manera de enfocar de distinta forma el estudio, seguimiento y
tratamiento de éstos. Nuestra hipOtesis es que existira una distinta proporcién de la
distribucion de los polimorfismos entre pacientes respondedores Yy resistentes al
tratamiento, con mayor proporcion de los polimorfismos de riesgo en los pacientes
resistentes.

Realizaremos una evaluacién clinica y genética de un grupo de pacientes con
epilepsia, separandolos en pacientes respondedores Yy resistentes al tratamiento
farmacoldgico. Esta investigacion intenta caracterizar la presencia de los polimorfismos a
evaluar en la poblacion chilena de pacientes con epilepsia y determinar el potencial
diagnostico de la busqueda de estas variaciones genéticas, correlacionandolas con la
presencia de resistencia a farmacos. La identificacion de marcadores de la evolucion de los

pacientes permitiria a los clinicos seleccionar de mejor forma el tratamiento farmacoldgico



o0 plantear desde el inicio del tratamiento la conducta intervencionista a realizar a futuro,

con un seguimiento mas estricto en los pacientes con elementos de riesgo.



CAPITULO 2

Marco Tedrico

2.1. Epilepsia

La Epilepsia es una alteracion que afecta al Sistema Nervioso Central (SNC) ,
especificamente a la corteza cerebral, caracterizada por la predisposicion a tener crisis de
epilepsia y a las consecuencias sociales, psicoldgicas, cognitivas y neurobiolégicas de esta
condicion (4). Corresponde a uno de los trastornos neurolégicos mas frecuentes, afectando
a personas de todas las edades, razas y clases sociales. La epilepsia afecta
aproximadamente a 50 millones de personas en el mundo (1). En Chile, los datos de
prevalencia al 2014 son de 10.8 a 17 por 1.000 habitantes y la incidencia de 114 por
100.000 habitantes por afio (1). Corresponde a un problema importarte de Salud Publica en
el Mundo, representando el 0,5% de la carga mundial de enfermedad, medida en afios de
vida ajustados en funcion de la discapacidad (AVAD), y el 80% de esa carga corresponde a
paises en desarrollo (1).

La epilepsia no es un trastorno uniforme, sino que comprende muchos tipos
diferentes de crisis y sindromes basados en etiologias heterogéneas (5). Crisis de epilepsia
es la ocurrencia de sintomas y signos debidos a una actividad cerebral neuronal sincronica
excesivamente anormal (4). Estos sintomas y signos son repentinos y transitorios, y pueden
incluir una amplia variedad de movimientos, sensaciones o alteraciones psiquicas
acompafiadas o no de alteracion de la conciencia; de forma general los sintomas dependen
del area cerebral de donde surge la descarga y de su generalizacion o no al resto de la
corteza (Tabla 1). Las crisis se pueden clasificar en dos grandes categorias: focales y
generalizadas (6). Las crisis focales (previamente conocidas como parciales) son
conceptualmente originadas en redes limitadas a un hemisferio (6); en ellas, los cambios
clinicos y electroencefalograficos iniciales indican la activacion de un sistema de neuronas
limitadas (8). Las crisis generalizadas son conceptualmente originadas en un punto y
rapidamente involucran redes distribuidas de forma bilateral (6); en ellas, los cambios

clinicos iniciales indican el compromiso de ambos hemisferios (8). La presentacion clinica
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depende de mdltiples factores, entre ellos, el lugar del cerebro afectado (foco epileptdgeno),
la velocidad del desplazamiento de la descarga epiléptica a través del cerebro, la etiologia

de la epilepsia y la edad de la persona afectada (1).

Tabla 1: Clasificacion de las crisis epilépticas*

Modo de Inicio Descripcion

Focal Sin compromiso de conciencia

-Con componente motor observable:
Motor focal sin marcha

Motor focal con marcha (Jacksoniana)
Motor focal versiva

Motor focal postural

Motor focal fonatoria

- Con  manifestaciones  subjetivas
sensitivas:

Somatosensitivo

Visual

Auditivo

Olfatorio

Gustativo

Vertiginoso

-Con sintomas o signos autondmicos:
Malestar epigastrico

Palidez

Transpiracion

Rubor

Pilo-ereccion

Dilatacion pupilar

Taquicardia

-Con manifestaciones psiquicas:
Disfésicos

Dismnésicos

Cognitivos

Afectivos

[lusiones

Alucinaciones estructuradas

Con compromiso de conciencia
(Discognitivo)

Con Evolucion a convulsion generalizada
bilateral
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Tabla 1: Clasificacion de las crisis epilépticas*, continuacion.

Modo de Inicio Descripcion

Generalizada Tonico-clonicas
Mioclénicas
Ausencias:
Tipicas
Atipicas
Atonicas

*Modificado de: (7).

Existen muchas causas de epilepsia y para organizarlas se dividen en causas
genéticas, estructurales/metabdlicas y desconocidas (6). En las epilepsias de causa genética
la enfermedad es el resultado directo de un defecto genético conocido, en el cual las crisis
se presentan como un sintoma central del trastorno (6) (previamente llamadas idiopaticas,
en donde no se encontraba otra causa aparte de una posible predisposicion hereditaria).
Generalmente se definen por el inicio relacionado con una edad, las caracteristicas clinicas,
electroencefalogréficas y la presencia de un estudio molecular especifico (8). Las epilepsias
de causa estructural/metabdlica (previamente conocidas como sintomaticas) presentan una
condicion o enfermedad especifica demostrada y que se ha asociado con un aumento
substancial del riesgo de desarrollar crisis en estudios apropiadamente disefiados (6); en
estos casos la epilepsia es considerada como consecuencia un trastorno del SNC (8).
Ejemplos de este tipo incluyen al traumatismo encéfalo craneano, infarto cerebral y
tumores cerebrales, entre otros. En las epilepsias de causa desconocida no se ha encontrado
la naturaleza subyacente, pudiendo tener un defecto genético o ser consecuencia de otro
trastorno no reconocido (6). EI 60% de las personas con epilepsia no tiene etiologia
identificable (9). La enfermedad vascular representa un 15% y tumores un 6% (9). A
medida que se aumenta la edad, la identificacion de la causa es mucho mas frecuente,
llegando al 49% en enfermedades vasculares y tumores en un 11% (9).

El fenémeno fisiopatoldgico basico en las epilepsias consiste en una descarga
brusca, excesiva e hipersincronica de las neuronas (16). Desde el punto de vista
neurofisiologico, esta hiperexcitabilidad neuronal se observa en registros intracelulares
como un cambio paroxistico de depolarizacion brusca y sostenida del potencial de

membrana, al que se agregan potenciales de accion de alta frecuencia (17). En su génesis,

12



participan cambios que se originan en la neurona como modificaciones a nivel sinaptico,
sistemas locales de sincronizacion sindptica y modificaciones en el medio extracelular
determinadas por la actividad de las células gliales, las modificaciones en la distribucion
i0nica, las variaciones en el pH y la disminucién o aumento del espacio extracelular (17).
La actividad epiléptica, por su parte, es capaz de inducir cambios neuronales plasticos
permanentes a traveés de la activacion de mecanismos de plasticidad neuronal que alteran la
expresion de productos genéticos involucrados en el desarrollo axonal, la formacion de
sinapsis, la sintesis y liberacion de neurotransmisores y la modulacion de canales inicos
(16).

El diagnostico de epilepsia es fundamentalmente clinico, basado en la historia
clinica, la descripcion del evento por testigos y la presencia de factores de riesgo para
epilepsia (4). La definicion de epilepsia requiere la presentacion de por lo menos dos crisis
de epilepsia sin desencadenante inmediato reconocible (Tabla 2) (4). Una crisis epiléptica
es un sintoma y por si sola no define un sindrome o enfermedad epiléptica. Del 2 a 4 % de
la poblacion general tiene en algin momento de su vida una crisis epiléptica (10). El
concepto clinico y epidemioldgico de la epilepsia como enfermedad exige la repeticion
cronica de crisis epilépticas y, de manera pragmatica, se hace el diagndstico cuando el
paciente ha presentado dos o mas crisis (4). El diagndstico de epilepsia es positivo (no se
puede hacer por exclusién) e incluye que las crisis son de naturaleza epiléptica, el tipo de

crisis que presenta el paciente y un estudio etioldgico.

Tabla 2: Criterios Diagndsticos de Epilepsia*

1.- Por lo menos dos crisis no provocadas que ocurren en una separacion mayor de 24

horas entre ellas.

2.- Una crisis no provocada y la posibilidad de tener otras crisis similares al riesgo de

recurrencia general después de dos crisis no provocadas (aproximadamente 60% 0 mas).

* Modificado de (6)

La evolucién y el prondstico de la epilepsia depende de la causa, asi como del
precoz inicio del tratamiento y su continuidad (1). Se estima que hasta el 70% de las

personas con epilepsia pueden llevar una vida normal si reciben el tratamiento apropiado
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(11). El impacto que produce la enfermedad también depende de las caracteristicas
individuales de cada persona, asociandose a un aumento del riesgo de muerte prematura,
principalmente en las personas con crisis de dificil manejo, siendo la mortalidad 2 a 3 veces
mayor que la poblacion general (11).

Para lograr control de las crisis, se necesita un adecuado tratamiento con FACs, los
que deben proporcionarse en forma oportuna y continua, mientras el paciente lo necesite
(Tabla 3). Dos tercios de las epilepsias activas se encuentran bien controladas por farmacos.

El 20 a 25% restante, desarrolla epilepsia que resulta resistente a farmacoterapia (12).

Tabla 3: FArmacos Anticonvulsivantes *

Farmacos de Primera Farmacos de Segunda Farmacos de  Tercera

Generacion Generacion Generacion
Fenobarbital (PB) Lamogtrigina (LTG) Lacosamida (LCM)
Fenitoina (FNT) Levetiracetam (LEV) Eslicarbazepina (ESL)
Primidona (PRM) Topiramato (TPM) Retigabina (RTG)
Etosuximida (ESM) Oxcarbazepina (OXC)

Carbamazepina (CBZ) Vigabatrina (VGB)
Acido Valproico (AVP) Zonisamida (ZNS)
Clobazam (CLB) Tiagabina (TGB)
Clonazepam (CLN)

*Modificado de (12)

El uso de FACs debe ser personalizado, de acuerdo con el tipo de crisis, uso de
otros medicamentos, comorbilidades asociadas, estilo de vida, preferencias personales y/o
la relacion con su familia y sus cuidadores (1). El tratamiento farmacolégico de la esta
patologia implica una compleja interrelacion entre el sindrome clinico, las caracteristicas
propias y la respuesta al uso de FACs que presentara el paciente (13).

El mecanismo de accién de los farmacos es conocido sélo parcialmente, siendo
mejor en unos que en otros casos, y se resume en la Tabla 4 (19). El resultado final de todos
los mecanismos es el de incrementar los potenciales inhibidores de descargas neuronales
(12). Un conocimiento béasico del mecanismo de accion es necesario para elegir una
asociacion racional entre ellos, evitando la asociacion de farmacos con el mismo

mecanismo de accion.
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Tabla 4: Mecanismos de Accion de los Farmacos Anticonvulsivantes *

Farmaco Canales de Accion Voltaje Dependiente Neurotransmision

I NaT | NaP I Ca I K IH GABA Glu Presinaptico

Farmacos que apuntan a los canales i6nicos primariamente

Fenitoina + + + +

Carbamazepina + +

Oxcarbazepina + +

Lamotrigina + + + + +

Acido Valproico + +- + +
Zonisamida + +

Etoxusimida - + + +

Mecanismo Mixto

Topiramato + + + + + + +

Farmacos que apuntan al metabolismo, liberacion o receptores de neurotransmisores

Levetiracetam + (SV2A)

Fenobarbital +

Benzodiacepinas

Vigabatrina

+ |+ + |+

Tiagabina

*Adaptado de (19)

En general, el tratamiento farmacolégico se inicia frente a una segunda crisis no
provocada, y después de una primera crisis no provocada si existe una lesién en la
neuroimagen, un déficit neuroldgico, actividad epileptiforme al electroencéfalograma o
riesgo inaceptable de otra crisis (14). Se recomienda que nifios, adolescentes y adultos sean
tratados con un solo farmaco (monoterapia) tanto como sea posible (1).

Los farmacos difieren unos de otros en dos aspectos fundamentales: en sus
interacciones y en su perfil de efectos adversos. La interaccion es la modificacion del efecto
de un farmaco debido a la accion de otro que se administra simultaneamente; los farmacos
de segunda y tercera generacion tienen muchas menos interacciones farmacoldgicas (12).
La reaccion adversa es el efecto nocivo, no intencionado, producido por un farmaco en
dosis terapéuticas (12).

El objetivo del tratamiento farmacoldgico es conseguir el control total de las crisis
sin producir efectos adversos; al elegir un farmaco se debe tener en cuenta el espectro de
accion, los efectos adversos, las caracteristicas farmacocinéticas y las potenciales

alteraciones o interacciones con otros tratamientos (1).
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Cerca de un tercio de los pacientes tienen menos de 1 crisis al afio, un tercio tiene
entre 1y 12 crisis por afio y el tercio restante tiene mas de 1 crisis por mes (6). En un 20 a
44% de los sujetos con epilepsia existe una remisién espontanea de las crisis y cuando se
inicia tratamiento, 2 de cada 3 pacientes logran la remision total de las crisis a los 5 afios; lo
cual es similar si el tratamiento es iniciado con farmacos clasicos (Fenobarbital, Fenitoina,
Carbamazepina o Acido Valproico) o farmacos nuevos (como Lamotrigina. Levetiracetam
o Topiramato) (15). No obstante, a pesar de los multiples avances en la disponibilidad de
farmacos, adn se estima que un 20 a un 25% de los pacientes falla en alcanzar un adecuado
control de crisis pese al uso de uno o mas farmacos, fenbmeno que se conoce como
epilepsia resistente a farmacos (2).
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2.2. Epilepsia Resistente a Farmacos

La resistencia a los farmacos propone uno de los principales desafios en el
tratamiento farmacologico de las epilepsias. Para su definicion la Liga Internacional contra
la Epilepsia (ILAE por sus siglas en inglés) ha propuesto la falla de dos intentos de
farmacos bien tolerados y apropiadamente seleccionados para alcanzar la libertad de crisis
(20). Corresponde a una situacion cronica, frecuente, costosa e incapacitante, que
representa un reto terapéutico e implica una aproximacion integral y multidisciplinaria (21).

Se ha demostrado en multiples grupos poblacionales que entre el 20-25% de los
pacientes con epilepsia son resistentes a los farmacos (21); esta cifra varia en el tiempo y en
distintos periodos de la enfermedad; asi, en poblacion escocesa se ha visto que cerca del
25% de los pacientes son farmacorresistentes y hasta un 16% fluctla entre periodos libres
de crisis, que duran mas de un afio, y recaidas (21). En el mayor registro prospectivo de
pacientes que inician tratamiento farmacoldgico, que se lleva a cabo en Glasgow desde
1982, de un total de 1098 pacientes con diagnéstico reciente de Epilepsia, la tasa de
remision a los 5 afios es de 68,3%, con un 61,5% en monoterapia y un 6,8 % en biterapia
asociada; el resto se comporté como resistente a farmacos a pesar de multiples cambios de
esquemas (31).

La falta de respuesta a farmacos se configura como un gran problema en un
importante grupo de los pacientes que la presentan. Se ha visto que la resistencia al
tratamiento lleva a mayor disfuncién social y neuropsiquiatrica, menor calidad de vida,
mayor comorbilidad y mayor riesgo de muerte (3). Dichas consecuencias pueden ser 2 a 10
veces mayor frente a la poblacion de pacientes con epilepsia sin resistencia a farmacos y se
relacionan inversamente con el control que se logre de las crisis (22).

Los pacientes con epilepsia resistente tienen de dos a diez veces mas riesgo de
muerte prematura en comparacion con la poblacion general (3) (21). Este aumento
significativo en la tasa de mortalidad est& influido principalmente por el riesgo de muerte
subita inesperada en epilepsia (3). Las principales causas de fallecimiento de pacientes con
resistencia a farmacos son producto de mayor incidencia de muerte subita y un aumento del

riesgo de suicidio (3).
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La resistencia a farmacos también es una condicién costosa. En Estados Unidos el
coste general de la epilepsia se estima en 12.500 millones de délares anuales, dentro de los
cuales los costes directos, que representan alrededor del 25 % del total, se concentran en su
gran mayoria en los pacientes con resistencia a farmacos (21). En Espafia, el estudio
ESPERA documentd un coste aproximado de 6.304 euros anuales para un paciente con
epilepsia resistente a farmacos, en comparacion con 4.146 euros anuales de un paciente con
epilepsia controlada (21).

Existen multiples factores de riesgo relacionados con la resistencia a fArmacos; en
una cohorte de 780 pacientes, se observd que el nimero de crisis (> 10) antes del inicio de
los FAC, la historia familiar de epilepsia, el antecedente de crisis febriles, el traumatismo
craneoencefalico como causa de la epilepsia, el consumo de drogas y la comorbilidad
psiquiatrica, especialmente la depresion, eran los principales predictores de resistencia en
epilepsia (23). El principal elemento clinico predictor de la evolucion es la respuesta al
primer farmaco, ya que la tasa de remision de crisis, con un segundo farmaco, en pacientes
con falla por efecto adverso es de un 42% versus la de remision en aquellos por falta de
eficacia, que solo es de un 21% (30).

En general, en la epilepsia resistente a farmacos se observa, por una parte, que los
pacientes con falla precoz al tratamiento tienen baja probabilidad de lograr control de las
crisis al agregar otro farmaco, y s6lo un pequefio nimero de pacientes logra retomar control
de éstas al cambiar de farmaco (24). Por otra parte, la mayoria de los pacientes que
responden al tratamiento lo hacen en dosis bajas a moderadas del compuesto (25); asi, en
general se ha visto que alrededor del 80% de los pacientes que responden a los farmacos lo
hacen en la dosis minima terapéutica, y sélo un pequefio porcentaje gana control con
aumentos de dosis posteriores (29).

La decision de considerar fallo terapéutico después de haber utilizado al menos dos
tratamientos se fundamenta en estudios que han observado que la probabilidad de lograr la
libertad de crisis disminuye significativamente segun el ndmero de medicamentos
utilizados previamente (21). Se ha visto que aproximadamente el 47% de los pacientes se
puede controlar con un solo medicamento, el 13% va a necesitar cambiar a un segundo
farmaco para lograr el control de las crisis, y solamente un 4% se controlara con un tercer o

la combinacién de mas de dos farmacos (21)
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En los pacientes con epilepsia resistente a farmacos se puede observar tres grandes
patrones de resistencia. En primer lugar, esta aquella que es de novo, en donde se ha visto
que la probabilidad de éxito de un nuevo farmaco no supera el 11% de los casos; en estos
pacientes la respuesta al primer farmaco es altamente predictiva del desenlace terapéutico;
de los pacientes que responden al primer medicamento, cerca del 61% puede lograr una
remision de la enfermedad, mientras que de los que presentan fallo terapéutico con el
primer medicamento, solamente el 42% puede lograr la remisién (21). En segundo lugar,
estd aquella resistencia que es progresiva, que inicialmente es sensible al uso de
antiepilépticos, pero se vuelve refractaria gradualmente; este tipo de evolucién se observa
en algunas epilepsias de la infancia y en los pacientes con esclerosis mesial hipocampal
(21). En tercer lugar, se encuentra la forma recurrente, en donde se alternan episodios de
resistencia y control de crisis sin un claro gatillante (3); aunque los mecanismos implicados
en este patrdn de resistencia no son claros, se propone que los aspectos farmacocinéticos y
farmacodindmicos de los medicamentos, asi como las interacciones medicamentosas,
pueden ser los responsables de este patron de respuesta terapéutica (21). Es en el primer
grupo donde se hace necesario encontrar formas de identificacién precoz, para instaurar
medidas complementarias al tratamiento farmacoldgico, que permitan lograr el control de

las crisis.
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2.3. Bases Fisiopatoldgicas de la Resistencia a FaArmacos

La farmacorresistencia no es una condicion exclusiva de la epilepsia y se ha
reconocido ampliamente en otras enfermedades, como la depresion, la esquizofrenia, la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana y muchas formas de cancer. Desde
el punto de vista biologico, se caracteriza por una insensibilidad a un gran namero de
medicamentos de amplio espectro, que actlan sobre diferentes receptores y a través de
diferentes mecanismos (21). En general, se considera esta condicién como el resultado de
multiples interacciones neurobioldgicas entre variables relacionadas con la enfermedad de
base, los farmacos y los aspectos genéticos propios de cada paciente. Las dos principales
hip6tesis frente al fendmeno de resistencia en epilepsia son la hipétesis del sitio de accion
alterado y la hipotesis de los transportadores.

La hipdtesis del sitio de accion plantea la posibilidad de que las alteraciones en el
blanco farmacologico generan una reduccion en su efectividad. Las principales dianas
moleculares de los FAC son los canales i6nicos dependientes de voltaje y receptores de los
neurotransmisores GABA y Glutamato, asi como también los transportadores y enzimas
involucrados en la liberacion, recaptura o metabolismo de éstos neurotransmisores.
Multiples farmacos comparten los mismos objetivos y a su vez actlan generalmente en mas
de uno (30).

Los canales de sodio dependientes de voltaje son los sitios de accién mas
investigados. Los primeros estudios evaluaron cambios en la funcién del canal y
disminucion de la sensibilidad a los farmacos en neuronas hipocampales CA1l de ratas
epilépticas, en modelos de epilepsia del 16bulo temporal (inducida con pilocarpina) tratadas
con carbamazepina (27). La modulacion de las corrientes del canal de sodio por la
carbamazepina se caracteriza por un cambio de la curva de inactivacion hacia una direccion
hiperpolarizada (31). El efecto bloqueador comprende una inactivacion por enlentecimiento
de la recuperacion, que es dependiente de la actividad del canal rapido de sodio (31). Los
primeros reportes clinicos de la reduccion de los efectos moduladores de la carbamazepina
fueron en pacientes con esclerosis mesial temporal, donde se observé que las neuronas
hipocampales de CAL sélo presentaban un 50% del efecto del farmaco en comparacion con

neuronas corticales de los mismos pacientes (31). En modelos animales también se ha visto
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una disminucién en la expresién de las subunidades betal y beta2 del canal de sodio en
ratas resistentes (31). Uno de los mecanismos propuestos es que, ya sea por un cambio en la
transcripcion (que afectaria la expresion), o por un cambio en el procesamiento del ARN
(que generaria subunidades mutantes por cambios en el patron de splicing), se generan
cambios en la composicion (estequiometria) de las subunidades que componen el canal, o
bien la incorporacién de subunidades insensibles al farmaco (32).

De forma similar a los canales de sodio, también se ha observado una disminucion
de la actividad de agonistas del receptor GABA. En un modelo de pilocarpina se evidencio
una disminucién de la sensibilidad a farmacos que actlan en el sitio receptor 1 de
benzodiacepinas (32); se ha postulado que ocurre un cambio transcripcional en la
composicion de subunidades del receptor GABA-A, en particular una disminucion de la
subunidad alfa-1 y aumento de la alfa-4 (32).

Por otra parte, también existen estudios que mencionan cambios en sitios de accion
gue no corresponden a canales i6nicos, como por ejemplo la glicoproteina SV2A, que
corresponde a un componente de las vesiculas sinapticas y es el blanco de accién del
farmaco levetiracetam; se ha observado una regulacion a la baja de la expresion de esta
proteina, en modelos de ratones con estatus epiléptico y en pacientes con esclerosis
hipocampal (28).

El principal mecanismo propuesto para el la hipotesis del sitio de accion es una
alteracion coordinada de la transcripcion, debido a las convulsiones, en un grupo de genes
que codifican subunidades de los canales, y que pareciera ser regulado de forma diferente
en distintos tipos de neuronas (32). Estos cambios transcripcionales se presume que afectan
la densidad de canales en la membrana, asi como la estequiometria de las subunidades en
los complejos de canales con multiples subunidades (32). Ademéas de los efectos
mencionados, la actividad convulsiva provocaria modificaciones post-traduccionales, como
fosforilacion o glicosilacion de las proteinas que afectarian el transporte hacia la membrana
y/o su funcion. En ese sentido, se han visto cambios en la sensibilidad de canales de sodio
al topiramato, en modelos con ratones, en donde se ha detectado mayor activacion de la
proteina quinasa C que fosforila el asa intracelular entre los dominios | y Il de las
subunidades Alfa del canal de Sodio (27) (101).

21



Sin embargo, la mayoria de los estudios que apoyan esta hipdtesis han descrito
efectos de los farmacos en preparaciones in vitro de modelos animales de epilepsia o en
estudios de expresion de proteinas en muestras obtenidas de pacientes epilépticos, y no se
objetivd necesariamente la eficacia o resistencia de los farmacos. También se debe
mencionar que la mayoria de los trabajos evalGan pacientes 0 modelos de epilepsia del

I6bulo temporal, y son escasos los estudios con otros tipos de epilepsias (27).
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2.4. Hipdtesis de Resistencia Farmacoldgica por Transportadores de Drogas

El hecho de que la resistencia surja frente a una amplia variedad de farmacos con
distintos mecanismos de accion, sugiere un mecanismo de accion no especifico que
contribuya a la resistencia (33). Entre las distintas posibilidades de resistencia, un
mecanismo que surge desde el estudio de la resistencia en pacientes con cancer, como
elemento comun el uso de distintos farmacos, corresponde al fallo de la llegada al tejido
encefélico, producto de transportadores de flujo de salida (33). Uno de los principales
argumentos a favor de esta posicion es el hecho que la resistencia ocurre en una gran
variedad de farmacos con distintos mecanismos de accioén en un mismo paciente, lo cual
sugiere que se produce un fendmeno no especifico que limita la efectividad de todos los
tratamientos (34). En esta linea de trabajo, se ha planteado un rol para los transportadores
de la Barrera Hemato-Encefalica (BHE), los cuales impedirian el correcto alcance de una
concentracion adecuada de farmaco en el tejido blanco, pese a un adecuado nivel
plasmatico de éste, al existir una mayor funcion de los transportadores a nivel de la BHE,
en astrocitos y en neuronas. Dicha hipotesis explicaria por qué un gran nimero de
medicamentos, a pesar de ser liposolubles y con una alta difusion al SNC, presenten una
baja eficacia (21, 33).

Los farmacos que se usan para tratar las patologias del SNC deben tener la
capacidad de penetrar al sitio de accion. El ingreso de éstos al cerebro depende de maltiples
factores, que incluye las barreras fisicas presentes, como la BHE, y la afinidad del sustrato
frente a distintos mecanismos de transporte presentes en esta interfase (35). Esta barrera
excluye sustancias toxicas y protege a las neuronas de neurotransmisores circulantes (36).
Por una parte, la exclusion selectiva se realiza principalmente por las propiedades
anatomicas especializadas de las células endoteliales, que limitan la difusion pasiva de
sustancias solubles en agua desde la sangre al compartimiento intersticial y cerebroespinal
(36). Por otra parte, para controlar la homeostasis del SNC se expresan transportadores en
la barrera, que mantienen los gradientes de las moléculas organicas, metabolitos y
nutrientes a través de la BHE (37).

La BHE esta compuesta principalmente por las células endoteliales que estan

envainadas por la lamina basal, que a su vez se encuentra rodeada, en el compartimento
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abluminal, por pericitos y los pies terminales de los astrocitos (37). A nivel microscépico,
las células endoteliales se encuentran firmemente vinculadas a través de uniones celulares
especializadas, las uniones estrechas (TJ, por su nombre en inglés tight junctions) y las
uniones adherentes (AJ, por su nombre en inglés adherens junctions) (36). Dentro de sus
caracteristicas, estas células destacan ademas por carecer de fenestraciones (a diferencia del
endotelio del resto del sistema vascular) y presentar una muy baja tasa de endocitosis (37).
La presencia de las uniones celulares otorga también una alta resistencia eléctrica
transendotelial, lo que limita el paso de una gran mayoria de moléculas a través de la BHE
(37). Para poder traspasar la BHE, las moléculas deben tener un bajo peso molecular (< a
500 Da) o una caracteristica lipofilica intrinseca, de manera de poder utilizar la via
paracelular (37).

A nivel de la BHE los capilares cerebrales restringen la penetracion de compuestos,
entre éstos destacan aquellos que son hidrofilicos, polares y los unidos a proteinas; sin
embargo, los que son apolares y liposolubles la traspasan facilmente (38). El transporte a
nivel de la BHE y a nivel de la Barrera Hemato-Cerebro-Espinal es, asi, el resultado de
multiples mecanismos de entrada (desde el compartimiento intravascular al intersticial) y
salida (de vuelta al compartimento intravascular). Entre estos Gltimos, destacan los
Transportadores de Soluto y la familia de transportadores ABC (del inglés Adenosine
Triphosphate Binding Cassette) (39). Los transportadores ABC son un grupo de proteinas
transmembrana que utilizan la energia de la hidrolisis del ATP (adenosin trifosfato) para
transportar a un amplio sustrato de productos, ubicados principalmente a nivel de interfases
bioldgicas, operando en contra de la gradiente de concentracion de las sustancias (33) (39).
Se considera que los transportadores funcionan como un mecanismo de defensa contra las
sustancias lipofilicas exdgenas que logran atravesar facilmente la BHE (38).

Los transportadores ABC fueron inicialmente descritos en estudios de células
tumorales, posterior a la observacion de resistencia cruzada a multiples drogas con distintos
mecanismos, a los cuales no habian sido expuestas (37). Las proteinas transportadoras del
complejo ABC tienen 3 grandes funciones. En primer lugar, limitan la entrada al cuerpo
sustancias ingeridas por la via oral (a nivel intestinal). En segundo lugar, promueven la
eliminacién a través de la bilis y orina de las sustancias que ya se encuentran dentro del

compartimento intravascular. En tercer lugar, disminuyen la entrada de sustancias
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xenobiodticas (externas al organismo) a tejidos sensibles, tales como cerebro, gdnadas,
linfocitos y circulacion fetal (40). Cabe destacar que, en general, son elementos
“promiscuos”, con una amplia variedad de sustratos, donde un sustrato comudn corresponde
a un elemento de gran tamafio (peso molecular mayor a 400 KDa), hidrofébico, anfipatico y
con una carga positiva débil a pH fisiologico (34).

Los transportadores ABC son moléculas con multiples subunidades, que contienen
un factor citoplasmatico esencial con actividad hidrolitica del ATP (41). Se caracterizan por
la presencia de un asa de unién al fosfato (“asa P”) y una secuencia corta de consenso de
residuos LSGGQ (7). Estos transportadores se clasifican en exportadores e importadores,
siendo los primeros los Unicos presentes en eucariontes (41). Estan caracterizados por
cuatro dominios funcionales: dos dominios de unién a nucleétidos (NBD por sus siglas en
inglés nucleotide binding domain) y dos dominios transmembrana (TMB por sus siglas en
inglés transmembrane domain). EI dominio NBD es la caracteristica esencial de esta
familia de transportadores (41); a su vez, el dominio TMB es el que posee los sitios de
unién al sustrato y forma el poro transmembrana (37). Los dominios NBD se encuentran en
la parte interna, que mira hacia el citoplasma de la célula; al unirse dos moléculas de ATP
se produce una dimerizacién de los dominios NBD, lo que produce un cambio del dominio
TMB a una conformacién que mira hacia el extracelular, produciendo la salida del sustrato
unido (41).

En este contexto surge el potencial rol de varias proteinas del complejo, entre ellas
la Glicoproteina P, la cual se encuentra entre las proteinas transportadoras ABC. Esta
proteina conforma un elemento importante de la BHE, participando activamente del
transporte de sustancias fuera del endotelio cerebral (39). Los sustratos para esta bomba son
amplios, e incluyen nutrientes, aminoacidos, azucares, péptidos, pigmentos, metales y
farmacos (33). En los seres humanos, la glicoproteina P se encuentra codificada por el gen
ABCBL, ubicado en el cromosoma 7¢g21.1. La proteina tiene 1280 aminoacidos y una masa
molecular de 170 kDa (34). El principal patron de expresion de la Glicoproteina P es a
nivel de zonas de interfases bioldgicas, lo cual sugiere fuertemente que juega un rol en la
proteccion del organismo frente a agentes externos, estableciéndose una funcién pivotante

en la farmacocinética y disposicion de las drogas (34).
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Estudios inmunohistoquimicos en roedores y seres humanos han demostrado la
presencia de la glicoproteina P a nivel celular en el endotelio capilar de la BHE y en células
epiteliales del plexo coroideo: a nivel luminal del endotelio y en caveolas (elementos
transcelulares de ingreso de sustancias); a nivel de astrocitos, en los procesos de sus pies
terminales (endfeet processes); a nivel de neuronas y microglia en situaciones patolégicas
(astrocitomas, Tuberculosis, leptomeningitis y encefalitis) y a nivel intracelular, en
vesiculas, donde se ha sugerido un rol en el secuestro de drogas (39).

Los transportadores multi-drogas pueden contribuir a la resistencia en el cerebro de
dos formas. Primero, a través de su expresion constitutiva en la BHE, restringen el ingreso
a muchos farmacos y también aumentan la expulsion de las drogas desde el parénquima
cerebral (35); y en segundo lugar, por un aumento de funcién (por aumento de su actividad
y/o su expresion), ya sea intrinseca o adquirida, que puede limitar la penetracion de los
farmacos a través del a BHE (35).

El primer estudio en sugerir una relacion con la resistencia a FACs fue realizado por
Tishler y colaboradores; en él se estudi6 el tejido de 19 pacientes con epilepsia resistente a
farmacos (con distintas etiologias focales tales como esclerosis hipocampal, astrocitomas,
gangliogliomas y cavernomas) y se evalud la expresion del gen ABCBL1, a través de PCR
cuantitativa, y la presencia de Glicoproteina P por inmunohistoquimica. Se evidencio un
aumento de expresion de ABCB1 en 11/19 y un aumento de la tincion de la proteina en
14/19 pacientes; ademdas observaron una notoria disminucion de la concentracion
intracelular de Fenitoina en tejidos celulares de pacientes con los hallazgos previos de
aumento de ABCB1 y Glicoproteina P (43).

En modelos animales se ha observado que en epilepsia posterior a estatus epiléptico
inducido por actividad eléctrica a nivel de amigdala basolateral, las ratas con resistencia a
fenobarbital mostraban mayores niveles de expresion de glicoproteina P, determinado por
inmunohistoquimica a nivel de corteza piriforme, giro dentado y CA1, especificamente en
los microvasos endoteliales de la BHE (44). Adicionalmente, en estudios de microdialisis
in vivo en modelos animales, se ha logrado establecer que existe una variacion en la
concentracion de Fenitoina, Carbamazepina, Fenobarbital y Lamotrigina tras la
administracion de un sustrato de la glicoproteina P que actla como inhibidor competitivo

(35). En estudios con ratones deficientes (knockout) del gen ABCBL, también se ha
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observado un aumento de concentraciones farmacoldgicas de Fenitoina, Carbamazepina,
Fenobarbital y Lamotrigina (30). Posteriormente se obtuvo resultados positivos al
administrar inhibidores farmacoldgicos de la Glicoproteina P en modelos de ratones con
epilepsia resistente a fenobarbital, en donde se observé una disminucion de las crisis,
posterior al uso de taquiridar (45).

Dentro de la familia de los transportadores ABC también se encuentra la proteina
MRP2 o ABCC2, con similares funciones que la Glicoproteina P. Inicialmente se describid
en modelos animales en ratas y en pacientes con el sindrome de Dubin-Johnson, los cuales
presentan hiperbilirrubinemia conjugada hereditaria leve, debido a una disminucion de esta
proteina a nivel de la membrana canalicular del hepatocito, donde media la excrecion de las
moléculas de bilirrubina (46). Similar al resto de los transportadores ABC, también
presenta un amplio sustrato de sustancias tales como farmacos anti-cancer, antivirales,
antibidticos y anticonvulsivantes, entre ellos, Carbamazepina y Acido Valproico (46); a su
vez tambien presenta una distribucion amplia en el organismo, en zonas de interfase, tales
como higado, rifion, intestino delgado, BHE y capilares del SNC (47). En los seres
humanos se encuentra codificada por el gen ABCC2, localizado en el cromosoma 10qg24.2
(47).

El primer estudio en sugerir una relacion con la resistencia a farmacos en epilepsia
fue realizado por Vogelgesang, en donde se describe la expresion de transportadores en
tumores disembrioplasticos neuroepiteliales; en la investigacion se describe la expresion de
varios transportadores en tejidos biopsiados de 14 pacientes con epilepsia resistente a
farmacos, comparandolos con 9 muestras de tejidos de pacientes con malformaciones
arteriovenosas sin epilepsia (48). En el estudio se describe un aumento de la expresion de
ABCC2, junto con ABCB1, MRP5 y BCRP, principalmente a nivel del endotelio de los
vasos sanguineos, en comparacion con las muestras controles, a través de
inmunohistoquimica (48).

En modelos animales, a traves de microdiélisis in vivo, se observé una relacion entre
la administracion de inhibidores de ABCC2 y un aumento de la concentracion tisular de
Fenitoina, a nivel cortical frontal, asi como también se observé el mismo fendmeno en ratas
knockout para el gen ABCC2 (49). Posteriormente se utiliz6 un modelo de epilepsia a través

de kindling a nivel de amigdala basolateral, y se observo el efecto anticonvulsivante del
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tratamiento con fenitoina en presencia o0 no de un inhibidor de ABCC2, como resultado se
describe un aumento del efecto anticonvulsivante, con un incremento del umbral de las

crisis de un 90%, sin cambios de la concentracion plasmatica del farmaco (49).

No obstante, cabe destacar que la mayoria de estos estudios tomaron tejido de
lesiones epileptogénicas (tumores, esclerosis hipocampal), y por otro lado aparece la duda
sobre si los datos de modelos animales de epilepsia pueden ser extrapolados a pacientes
humanos. Por ello, surge la interrogante si es que los hallazgos en estos estudios se pueden
aplicar a pacientes con epilepsia resistente sin una clara lesién estructural causante de la
patologia. Es en esta linea que surgen los primeros estudios que plantearon variaciones a

nivel genético que pudieran conferir un cambio en su funcién.
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CAPITULO 3
Estado del Arte

3.1. Farmacogenética de las Epilepsias

La variabilidad inter-individual en la respuesta a farmacos es un fendmeno conocido
y supone un problema importante en la medicina moderna (50). A pesar de los multiples
avances en el diagndstico y tratamiento de la Epilepsia, su enfrentamiento sigue siendo
principalmente empirico y la prescripcion racional, adaptandose a las caracteristicas
particulares del paciente, generalmente no es posible a un nivel individual (51).

Actualmente no existen biomarcadores categdricos que ayuden a predecir qué grupo
de pacientes respondera adecuadamente, qué grupo no respondera y qué grupo sufrira de
reacciones adversas idiosincraticas (50). De esta forma, los tratantes tienden a optimizar la
dosis del tratamiento de un paciente individual a través de ensayo y error, lo cual puede ser
contraproducente para muchos pacientes (50). A pesar de que muchos factores contribuyen
a la variabilidad del outcome clinico en un paciente individual, parte de lo impredecible de
las respuestas puede resultar, en alguna proporcién, producto de la variabilidad genética
(26).

La influencia de los genes en el resultado de los tratamientos farmacoldgicos es un
campo rapidamente creciente, denominado Farmacogenética (término acufiado por el
genetista aleman Friedrich Vogel en 1959), y su objetivo final es utilizar el background
genético de un individuo para predecir la respuesta, eficacia y potenciales efectos adversos
de un farmaco en él (26). Dentro de este tema, el concepto de medicina personalizada esta
recibiendo mucha atencién, y se ha creado mucha expectativa en la farmacogenética como
una herramienta importante para optimizar el tratamiento de las epilepsias a nivel
individual (26).

La historia de la farmacogenética se puede remontar hasta el afio 500 AC, cuando
Pitagoras describio que la ingesta de la semilla de la Haba resultaba en una reaccion
potencialmente fatal en algunas familias de individuos, pero no en la mayoria (desarrollo de
anemia hemolitica en individuos con defecto en la enzima glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa) (52). Desde entonces, se ha acumulado una importante cantidad de
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observaciones y estudios que han estructurado el campo de estudios. Con la excepcion de
los genes ligados al sexo (en los cromosomas X e Y), cada individuo posee dos copias de
cada gen que posee. En una poblacion dada, no todas las copias de un gen presente pueden
no tener la misma secuencia de nucleétidos; a esta variacion se le denomina polimorfismo,
y estos polimorfismos contribuyen a la variabilidad observada en la poblacién estudiada
(53). De esta forma, los polimorfismos genéticos surgen como un elemento de potencial rol
en la variabilidad en la farmacocinética y farmacodindmica de los farmacos (26).

Los polimorfismos corresponden a variaciones en la secuencia de ADN, y los
polimorfismos de nucleétido Unico (SNP, del inglés single nucleotide polymorphism), son
las formas mas frecuentes de variacion en el genoma humano (26). Corresponden a pares
de bases Unicas en donde existen secuencias alternativas (alelos) en individuos normales de
la poblacion, donde el alelo menos encontrado tiene una frecuencia de al menos un 1% de
la poblacion general (55). Cuando los alelos de un particular locus genético son idénticos,
se denomina la presencia de un estado homocigético; la situacion contraria donde existen
diferentes alelos en el mismo locus es conocida como heterocigoto. Se estima que los SNP
ocurren en alrededor de uno cada 1000 pares de bases, aunque pueden variar tanto como
100 veces alrededor del genoma humano (55). Los SNP se encuentran dentro de todo el
genoma, incluyendo promotores, exones e intrones, pero dado que menos del 5% del
genoma de una persona es codificante, la mayoria de éstos son encontrados en regiones no
codificantes (55). Aunque sea silente, la ocurrencia de un SNP puede afectar la la
funcionalidad de una proteina, ya sea alterando su tasa de sintesis, estabilidad del ARN
mensajero o el procesamiento del mismo(26).

Los principios farmacoldgicos involucrados en el uso clinico de los FAC proveen
una base logica para el disefio de estudios genéticos; en general hay dos grandes grupos de
genes que se han estudiado. Por un lado, estan aquellos que codifican proteinas que son
blancos para los farmacos en wuso, tales como canales i6nicos, enzimas
sintetizadoras/degradadoras de neurotransmisores y proteinas relacionadas con la recaptura
de neurotransmisores (56). El principal problema con este enfoque es que, a la fecha, sélo
conocemos de forma parcial el mecanismo de accion exacto de los FAC, y es desconocida
la extension en la que los efectos minimos o desconocidos de los FAC puedan estar

influyendo en su efectividad clinica (56), por lo que elegir genes basados sélo en el
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mecanismo de accion principal de los FAC no es comprehensivo y puede fallar en
identificar variaciones de genes relevantes. Por otro lado, existe un segundo grupo de genes
candidatos, y son aquellos que se relacionan con las proteinas que afectan la
farmacocinética de los FAC; de esta forma, genes que codifican proteinas que determinan
los niveles circulantes o acceso a sitios terapéuticos de los FAC deben ser estudiados para
tener un enfoque global de la situacion (8). Dentro de este grupo de moléculas se
encuentran los transportadores, especificamente la familia de transportadores ABC, las
cuales, como se ha comentado previamente, facilitan la salida de sustancias exdgenas a
través de interfaces de membranas, tales como la BHE (56).

El gen humano ABCBL1 se encuentra en el cromosoma 7, esta compuesto de 29
exones, posee un largo total del ADN complementario de 4.669 pares de bases y codifica la
Glicoproteina P (57). Se han identificado diversos SNPs en este gen, y en general la
frecuencia alélica para la mayoria de los que se encuentran en la region codificante es baja,
a excepcion de tres, ubicados en el exén 12 (1236C>T rs1128503), 21 (2677G>T/A
rs2032582) y 26 (3435C>T rs1045642); De éstos, rs1045642 fue la primera variante
genética que se ha asociado a una modificacién funcional en células de tracto intestinal, a
pesar que el SNP no modifica la secuencia aminoacidica normal (58). En aquella
investigacion se observo que los individuos con el genotipo CC presentaban una expresion
de la Glicoproteina P dos veces mayor en comparacion con los individuos que presentaban
el genotipo TT, lo cual se asoci6 a disminuciones significativas en las concentraciones
plasmaticas de Digoxina (sustrato de la Glicoproteina P) posterior a la ingesta oral (58).
Existen dos probables explicaciones para el cambio funcional que ocurre con la presencia
del SNP, por una parte, se ha establecido que hay un desequilibrio de ligamiento con otro
SNP en el exdn 22 (2677G>T/A) el cual es no sinénimo, lo que significa que el cambio en
la secuencia de nucledtidos produce un cambio en la secuencia amininoacidica (Ala893Ser
0 Ala893Trp) lo cual explicaria el cambio funcional (57). Pero por otra parte, se ha
observado que a pesar de ser un polimorfismo sinénimo, si hay un cambio en el codon que
se utiliza, de ATC a ATT (ambos codifican Isoleucina), y en modelos celulares
transfectados Hela, en donde se ha incluido el SNP a través de vectores con la secuencia
de ADN modificada, existe una alteracion de la especificidad del sustrato de la

Glicoproteina P, lo cual puede alterar el funcionamiento normal (59).
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Las primeras investigaciones exitosas en epilepsia fueron relacionadas con el
polimorfismo silente C3435T (rs1045642). El primer estudio publicado encontré6 una
mayor proporcion de pacientes resistentes en individuos con el genotipo CC (60). En aquel
estudio se compar6 dos cohortes de pacientes caucasicos del Reino Unido con epilepsia de
distintas etiologias, separandolos en resistencia o respuesta al tratamiento farmacoldgico
con diversos FAC; la presencia del genotipo CC conferia un OR (Odds Ratio) 2.66 al
comparar los grupos de pacientes (60). Desde entonces se han publicados mdaltiples
estudios que han tratado de replicar el hallazgo en distintas poblaciones de pacientes con
epilepsia resistente a farmacos (Tabla 5). En general se han visto distintos resultados, con
algunos estudios que han encontrado una asociacion positiva del SNP con la resistencia a
farmacos, pero en otros no se ha logrado establecer relacién alguna; incluso en poblacion
asiatica se ha visto una relacion inversa, en donde el genotipo TT se ha encontrado con

mayor frecuencia en pacientes con resistencia a farmacos (64) (67).

Tabla 5: Resultados de estudios que han investigado la relacién del polimorfismo C3435T
(rs1045642) del gen ABCBL en la respuesta a FAC

Autor Afo Pablacion Resistentes Respondedores Resultado

Siddiqui 2003  Reino Unido 200 115 CC>TT OR 2.66
Soranzo 2004  Reino Unido 280 136 CC>TTORA45
Zimprich 2004  Austria 123 87 C>T OR 4.67
Tan 2004  Australia 401 208 No significativo
Seo 2006  Japon 126 84 TT>CC OR 3.64
Chen 2007  China 50 164 No significativo
Hung 2007  China 114 213 CC>TT OR 3.62
Kwan 2007  China 221 297 TT>CCOR 25
Shahwan 2007  Irlanda 122 233 No significativo
Dericioglu 2008  Turquia 89 100 No significativo
Ozgon 2008  Turquia 44 53 No significativo
Szoeke 2009 Australia 63 148 No significativo
Szoeke 2009 Escocia 133 152 No significativo
Szoeke 2009  China 11 34 No significativo
Ufer 2009  Alemania 188 103 No significativo
Lakhan 2009 India 94 231 No significativo
Vahab 2009 India 113 54 No significativo
Kim 2009 Corea 198 193 No significativo
Alpman 2010 Turquia 39 92 No significativo
Grover 2010 India 87 125 No significativo
Sanchez 2010 Espafa 111 178 No significativo
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Haerian 2011  Asiatica 323 362 No significativo

DiQ 2011 China 91 79 No significativo
Dong 2011 China 157 193 No significativo
Kumari 2011 India 125 260 No significativo
Sayyah 2011 Irén 132 200 CC>TT OR 2.17
Emich-Widera 2013  Polonia 60 25 No significativo
Emich-Widera 2014  Polonia 193 135 No significativo
Saygi 2014  Turquia 59 60 No significativo

Seven 2014  Turquia 69 83 No significativo
Fuente: Elaboracién propia en base a los estudios mencionados '

En relacion a los estudios las principales diferencias se establecen, en primer lugar,
en los criterios de inclusion de los pacientes y las caracteristicas de éstos, donde es
observable una tendencia a la inclusion de pacientes con etiologias multiples, con una alta
proporcion de pacientes con epilepsia secundaria a lesiones estructurales y también a
pacientes con epilepsia del 16bulo temporal secundaria a esclerosis mesial temporal; ambas
etiologias con reconocido perfil de alta resistencia a farmacos, por caracteristicas propias
del tejido epileptdgeno y sin una clara relacion causal con la expresion de transportadores.
También existen investigaciones donde se incluyen pacientes donde se ha realizado cirugia
de la epilepsia con mala evolucion, lo cual aumenta la heterogeneidad de los estudios a la
hora de comparar resultados o considerar sus hallazgos significativos. En segundo lugar,
también se debe comentar que no todos los estudios describen los farmacos utilizados por
los pacientes, lo cual es importante ya que no todos los FAC son sustratos de los
transportadores ABC, lo cual también afiade un grado mayor de variabilidad y resta validez
a sus conclusiones.

Dado el gran nimero de investigaciones y los resultados dispares, se han realizado
varios meta-analisis, el Gltimo el afio 2015 (88). En este analisis se observa que si se
consideran todos los pacientes no se obtiene una relaciéon estadisticamente significativa
entre la presencia del SNP rs1045642 y la respuesta a los FAC; sin embargo, al analizar los
pacientes caucasicos si se logré un resultado significativo, con una mayor presencia del
alelo T en pacientes resistentes, con un OR 1.2 (88). Destaca del estudio que en el analisis
de sensibilidad se observa una alta dispersion y heterogeneidad en los estudios con

pacientes asiaticos, lo cual no es tan notorio en los estudios con caucasicos (88).
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La presencia de resultados contradictorios llevd a la blsqueda de otros genes
candidatos relacionados con la resistencia a farmacos; dentro de estos ha tomado
importancia el de la proteina ABCC2. El gen humano ABCC2 se encuentra en el
cromosoma 10; estd compuesto de 34 exones y posee un largo total del ADN
complementario de 4.868 pares de bases (89). Se han descrito multiples SNP en las
regiones codificantes, asi como también en las regiones no transcritas 5’ y 3’, que se han
relacionado con respuesta y toxicidad de farmacos; las mas frecuentemente descritas son -
24C>T (rs717620), 1249G>A (rs2273697) y 3972C>T (rs3740066), de las cuales la
primera se ha relacionado con una disminucion de la expresion de ABCC2, y se ha
asociado con cambios farmacocineéticos de varias drogas, entre ellas anticonvulsivantes(89).

La primera investigacion relacionada con resistencia a FACs fue realizada por Seo y
colaboradores el afio 2008, analizando el SNP -24C>T (rs717620), en pacientes con
epilepsia de distintas etiologias, el cual no encontrd diferencias significativas (90). Cabe
destacar que existié una alta proporcion de pacientes con epilepsia estructural, con una
distribucién asimétrica entre los grupos (40 % del total de los pacientes, con un 56% del
grupo resistente v/s un 26% del grupo respondedor a farmacos), ademas de existir una alta
proporcién de pacientes con retardo mental (85% de pacientes del grupo resistente y 50%
del grupo respondedor) (90). El primer estudio que evidencié diferencias fue publicado por
Ufer el afio 2009 en poblacion caucasica en Alemania; en este se observd una mayor
proporcidn de pacientes resistentes con el genotipo heterocigoto C/T, con un OR 2.24, al
comparar resistentes v/s respondedores; ademas se observo un desequilibrio de ligamiento
entre el alelo -24T con el alelo 1249G, el cual se ha descrito relacionado con disminucion
de la funcién de transporte duodenal (91). En esta investigacion ademas se plantea una
probable relacion del SNP -24T con una regulacién al alza de ABCB1, pues encontraron
niveles aumentados de expresién de ARNm de ABCB1 en pacientes con genotipo ABCC2 -
24TT (91). Desde la fecha se han publicado varias investigaciones que buscan relacionar el

SNP con la respuesta a farmacos (Tabla 6).
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Tabla 6: Resultados de estudios que han investigado la relacion del polimorfismo -24C>T (rs717620)
del gen ABCC2 en la respuesta a FAC

Autor Afio Poblacion Resistentes Respondedores Resultado
Seo 2008  Japon 133 146  Nosignificativo
Kim 2009 Korea 198 193  No significativo
Ufer 2009  Alemania 118 103 OR2.15
Ufer 2011 Alemania 176 32 Nosignificativo
Kwan 2011 China 262 328 Nosignificativo
Qu 2012  China 217 320 OR4.06
Sha'Ri 2014  China-Malasia - India - 987 1069 OR15

Japon
Ma CL 2014 China 246 207 OR1.88
Zhou L 2015 China 156 235 No significativo

Fuente: Elaboracion propia en base a los estudios mencionados

De los estudios que han mostrado asociacion llama la atencion el realizado por
Sha’Ri y colaboradores, en poblacion de India, Malasia, China y Japén; en esta
investigacion se reclutdé 2056 pacientes, de los cuales el 48% eran no respondedores; se
obtuvo como resultado que el genotipo GC se observé con mayor proporcion en pacientes
no respondedores (OR 1.5), y ademas el genotipo GT se observo con mayor proporcion en
respondedores (OR 0.6) (96); ademas resulta interesante el hallazgo que, al realizar el
analisis en el sub-grupo de pacientes que se describen como epilepsia criptogénica (sin
etiologia estructural demostrada) la proporcién se ve acentuada, en donde el genotipo GC
se presenta mas en no respondedores (OR 5.6) y el genotipo GT se presenta mas en
respondedores (OR 0.068) (96). Lo anterior va en concordancia con un potencial rol de los
transportadores en la resistencia a farmacos en pacientes con epilepsia no estructural.

Similar a lo ocurrido con ABCB1, también se ha realizado un meta-analisis de
estudios para ABCC2, en donde se observa una relacion entre el SNP -24C>T,
especificamente el genotipo CT + CC v/s TT OR 1.38, tanto al combinar las distintas
poblaciones como también al realizar el analisis por subgrupo con los pacientes caucasicos;
sin embargo, no se encuentra la asociacién al analizar solo los pacientes asiaticos (99).

En este contexto surge la pregunta clinica acerca si es que, en la poblacion chilena,
los pacientes con epilepsia resistente a farmacos, presentan un mayor hallazgo de los
polimorfismos de riesgo de los genes ABCB1 y ABCC2. Cabe destacar que, a la fecha, no

existen estudios de polimorfismos en los genes descritos en ninguna poblacion
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sudamericana con epilepsia refractaria. Por lo tanto, la importancia de la investigacion en
esta area se hace necesaria, dado el gran porcentaje de pacientes epilépticos que presentan

resistencia a farmacos.
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CAPITULO 4

Hipotesis y Objetivos
4.1. Pregunta Clinica e Hipdtesis

La pregunta clinica es: en la poblacién chilena, ¢pacientes con epilepsia
resistente a farmacos, presentan una mayor frecuencia de hallazgo de los
polimorfismos del gen ABCB1 C3435T y/o del gen ABCC2 c.-24C>T?

La Hipdtesis de esta investigacion es que la presencia de los polimorfismos en
estudio (ABCB1 C3435T y ABCC2 c.-24C>T) se reflejara en una distinta proporcién entre
pacientes con epilepsia respondedores y resistentes al tratamiento, con mayor proporcion de
genotipos de riesgo en pacientes resistentes al tratamiento farmacolégico comparado a
aquellos con buena respuesta al tratamiento.

HO: No se observara una mayor cantidad de los polimorfismos mencionados en los
pacientes epilépticos resistentes a farmacos.
H1: Si se observara una mayor cantidad de los polimorfismos mencionados en pacientes los

pacientes epilépticos resistentes a farmacos.
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4.2. Objetivos

Objetivo General
- Determinar la relacién entre la presencia de polimorfismos genéticos y la eficacia

terapéutica de los farmacos anticonvulsivantes.

Objetivos Especificos

1. Determinar, utilizando técnicas de genética molecular, la presencia de variantes
de ABCB1 y ABCC2 en una cohorte de pacientes con epilepsia refractarios a
tratamiento y pacientes respondedores.

2. Comparar las frecuencias genéticas y alélicas para los polimorfismos entre los
grupos de estudio.

3. Desarrollar una metodologia de trabajo interdisciplinario que integre a clinicos,
académicos, alumnos y pacientes, tanto en areas asistenciales como en técnicas
de biologia molecular, con el fin de optimizar el tratamiento de una patologia

comun como la epilepsia.
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CAPITULO 5

Materiales y Métodos
5.1 Tipo de Estudio

Enfoque
El enfoque de este estudio es cuantitativo, debido a que se utiliza la recoleccién de

datos para probar hipdtesis, con base en la medicién numérica y analisis estadistico.

Alcance
El alcance de esta investigacion es de tipo correlacional, cuyo propdsito es conocer
la relacion existente entre dos 0 méas conceptos, categorias o variables en un contexto en

particular.

Disefio

El disefio de esta investigacion es no experimental transversal correlacional. Por un
lado, es no experimental, debido a que en el estudio realizado no se manipulan
deliberadamente las variables, sino que se observan los fendmenos en su ambiente natural
para después analizarlos. Por otro lado, es transversal, ya que se recolectan los datos en un
solo momento, en un tiempo Unico. Finalmente, es correlacional dado que se describen

relaciones entre dos 0 mas categorias, conceptos o variables en un momento determinado.
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5.2. Poblacién y Muestra

Poblacion
Pacientes que se encuentran en control en el Policlinico de Neurologia del Hospital
Carlos van Buren con diagnostico de epilepsia. Los pacientes son diagnosticados y

clasificados acorde a las guias de la Liga Internacional contra la Epilepsia.

Muestra

Pacientes con diagnoéstico de epilepsia, que califiquen dentro de la definicion de
epilepsia resistente a tratamiento farmacoldgico, que se encuentren en control en el
Policlinico de Epilepsia Refractaria. Un sujeto se considerard como resistente al tratamiento
farmacoldgico si falla a dos intentos de anticonvulsivantes apropiadamente escogidos y
tolerados, administrados en forma correcta, y no consigue la libertad sostenida de crisis en

un periodo de un afio

Tipo de muestreo

El tipo de muestreo de este estudio es no probabilistico, en el cual la eleccion de los
elementos no depende de la probabilidad, sino de causas relacionadas con las caracteristicas
de la investigacién o de quien hace la muestra. Se obtendran pacientes que se encuentren en

control y se solicitara su participacion voluntaria al estudio.

Tamaiio de la muestra

Considerando la poblacion de Valparaiso, se estima un total de aproximadamente
2800 pacientes epilépticos (1% de la poblacién), de los cuales un 60% corresponderan a
una epilepsia idiopatica (sin causa aparente), 1600 pacientes aproximadamente, de los
cuales un tercio (aproximadamente 500 pacientes) seran resistentes al tratamiento
farmacoldgico. Teniendo en cuenta una poblacion tedrica total de 500 pacientes resistentes
a tratamiento, considerando que segun la bibliografia encontraremos alrededor de un 30%
de polimorfismos de riesgo, un 10% de error y nivel de confianza de 95% nos da que
necesitamos un total de 70 pacientes resistentes a tratamiento. Siguiendo la misma linea,

con una poblacidn tedrica de 1100 pacientes respondedores a tratamiento y considerando
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que segun la bibliografia existe alrededor de un 15% de pacientes con polimorfismos a

estudiar, da que se requieren 50 pacientes respondedores a tratamiento.

Criterios de Seleccién de la muestra

Se consideraran como criterios de inclusion la presencia de un estudio etiologico
basico compuesto por Resonancia Magnética de Encéfalo con protocolo de Epilepsia sin
hallazgos patoldgicos, Electroencefalograma Digital positivo y seguimiento clinico de al
menos un afio. Se consideraran como criterios de exclusion las siguientes situaciones:
presentar reacciones farmacoldgicas adversas severas, encontrar falta de seguridad en el
registro de frecuencia de crisis, hallar mala adherencia al tratamiento farmacoldgico,
presentar trastorno sistémico o neurolégico progresivo / degenerativo, presentar falla renal
0 hepética y la coexistencia de crisis psicogénica y/o trastornos psiquiatricos severos.

A todos los pacientes que voluntariamente acepten participar en esta investigacion
se les solicitara leer y firmar la ficha de consentimiento informado, aprobado por el Comité

de Etica e Investigacion Cientifica del Hospital Carlos van Buren.
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5.3 Intervencion

A todos los participantes de este estudio, en primera instancia, se les realizard un
control inicial en el cual aplicard una entrevista clinica con el objetivo de recolectar
variables sociodemograficas y clinicas relacionadas, por un lado, con el tipo y frecuencia de

crisis y, por otro lado, con el consumo de anticonvulsivantes e historia médica previa.

Variables a Evaluar:

- Edad de inicio de las crisis

- Nivel Educacional

- Comorbilidades

- Farmacos en uso actual y dosis

- Farmacos usados previamente

- Tipo de Epilepsia (En relacion a localizacion)

- Numero de crisis mensuales (promedio 3 meses)

- Tipo de Crisis

Luego, en una segunda instancia, se les tomaran muestras de saliva mediante un kit
y extraccion del ADN purificado para la genotipificacion, a través del ensayo de PCR
asociada a Polimorfismos de Restriccion de Longitud de Fragmentos, PCR-RFLP
(polymerase chain-restriction fragment length polymorphism) de manera enmascarada para
la determinacidn de los polimorfismos ABCB1 C3435T y ABCC2 c.-24C>T.

Para la genotipificacion se utilizaran los siguientes partidores (primers):
. ABCBL1: Se amplifica una hebra de ADN gendémico que contiene el sitio del
polimorfismo C3435T (rs1045642) utilizando los siguientes oligonucleétidos:
- Sense:5’-ACTCTTGTTTTCAGCTGCTTG-3’
- Antisense: 5’-AGAGACTTACATTAGGCAGTGACTC-3’
El producto de PCR obtenido se digiere con enzima de restriccion Sau3Al, segun
instrucciones del fabricante. (67) (100)
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. ABCC2: Se amplifica una hebra de ADN gendémico que contiene el sitio del
polimorfismo -24C>T (rs 717620) utilizando los siguientes oligonucleétidos:

- Sense: 5’-TAAATGGTTGGGATGAAAGG-3’

- Antisense: 5’-GCTTTAGACCAATTGCACATC-3’
El producto de PCR obtenido se digiere con enzima de restriccion Bpi | (95)

Las condiciones de la PCR-RFLP son las siguientes: 5 minutos de desnaturalizacién

inicial a 95°, luego 35 ciclos a 94° por 30 segundos, 56° por 20 segundos, 72° por 30
segundos y un periodo final de 72° por 5 minutos; se lleva a cabo con 50 ng de ADN, 2.5
mM de Cloruro de Magnesio, 0.2 mM de cada dNTP, 0.5 uM de cada primer y 1 U de Taq
polimerasa (17). Luego se toma una alicuota de 10 ul con la enzima de restriccion
correspondiente a 37° por 4 horas. Posteriormente se mezcla con el colorante y se corre a

través de la electroforesis en gel de agarosa y visualizado con transiluminacion ultravioleta.
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5.4. Manejo Estadistico

Se realizard una descripcion de las variables cualitativas por medio de frecuencias
absolutas y relativas, y las cuantitativas por medio de promedio con desviacion estandar o
mediana asociado a rango intercuartil seguin corresponda (variando segin normalidad de los
datos).

Para el anélisis estadistico inferencial y determinacion de significacion de las
relaciones se utilizara la prueba exacta de Fisher para la comparacion de variables
Cualitativas. Para la comparacion cuantitativa/ cualitativa se ocupard la prueba de t de
Student, Mann-Whitney o Wilcoxon segun corresponda por normalidad de las variables
encontradas.

Para determinar la significancia estadistica entre el hallazgos de los polimorfismos y
la presencia de resistencia se utilizara el estadigrafo Odds Ratio (o razén de verosimilitud)

por ser datos no prospectivos obtenidos de manera transversal.
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CAPITULO 6

Resultados

6.1. Resultados Generales

El reclutamiento se encuentra en proceso. Se ha entrevistado y analizado un total de
50 pacientes, del cual 23 son resistentes a farmacos y 27 son respondedores. Las
caracteristicas generales se resumen en la Tabla 7.

En el grupo de pacientes respondedores se encuentran edades entre 16 y 71 afios,
con una mediana de 27 afios; en el grupo de pacientes resistentes se encuentran edades
entre 21 y 71 con una mediana de 45 afios. El uso de farmacos de los pacientes se describe
en la Tabla 2; en el grupo de pacientes respondedores existe una mediana de un farmaco
(hay un 85% de los pacientes en monoterapia, solo cuatro pacientes en bi-terapia), siendo el
Acido Valproico el mas utilizado; mientras que en el grupo de pacientes resistentes existe
una mediana de dos farmacos (hay un 87% de politerapia, con tres paciente en
monoterapia), siendo la combinacién mas frecuente el uso de Carbamazepina o Acido
Valproico con otro farmaco.

Del estudio, en los pacientes respondedores se encontré un 77% de los pacientes
(21/27) con hallazgos presentes en el EEG, de los cuales principalmente se distribuyeron en
actividad epileptiforme a nivel Frontal (en 12/27, 44% del total), seguido de actividad a
nivel Temporal (7/27, 26% del total) y dos pacientes con actividad generalizada. En los
pacientes resistentes se encontr6 un 92% de los pacientes (21/23) con actividad
epileptiforme, de los cuales se distribuyd entre actividad Frontal (en 11/23, 48% del total),

Temporal (en 9/23, 39% del total) y un paciente con actividad generalizada.
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Tabla 7: Caracteristicas Generales

Edad, mediana (rango)
Edad de inicio, mediana

(rango)

Tipo epilepsia
(localizacién segun
hallazgos al EEG)

Crisis mensuales,

mediana (rango)

Tipo de crisis

Pacientes respondedores (n=27)
27 (16 - 71)
15 (3 - 61)

e < 15aios: 14/27

e >15afos: 13/27

Normal: 6/27 (22%)
Frontal: 12/27 (44%)
Temporal: 7/27 (26%)
Generalizada: 2/27 (8%)
0 (0-1)

e 0/mes: 26/27

e 1/mes: 1/27

e >1/mes: 0/27

Parciales Simples: 4/27 (15%)
Parciales
(44%)
Gen. Primarias: 13/27 (48%)
Gen. Secundarias: 5/27 (19%)

Complejas:

12/27

Pacientes Resistentes (n=23)
45 (23 -71)
9 (1-50)

e <15 afios: 18/23

e >15afios: 5/23

Normal: 2/23 (9%)
Frontal: 11/23 (48%)
Temporal: 9/23 (39%)
Generalizada: 1/23 (4%)
3(1-10)

e 0/mes:0

e 1/mes: 6/23

e 2-5/mes: 14/23

e >5/mes: 3/23

Parciales Simples: 2/23 (9%)
Parciales Complejas: 15/23
(65%)

Gen. Primarias: 6/23 (26%)

Gen. Secundarias: 6/23 (26%)

Respecto al control de la enfermedad y el tipo de crisis que presentan los pacientes,

el grupo de pacientes respondedores presentaron una mediana de ninguna crisis mensual

(s6lo un paciente con 2 crisis en los Ultimos 3 meses de tipo parcial compleja) y todos los

pacientes consideraban que su enfermedad se encontraba suficientemente controlada. Sobre

tipo de crisis presentadas al momento del diagnostico de Epilepsia en un 67% (18/27)

fueron de tipo generalizada (tanto primaria como secundariamente generalizadas en igual

proporcion), 15% (4/27) parciales simples y 44% (12/27) parciales complejas.

En el grupo de pacientes resistentes presentaron una mediana de 3 crisis mensuales

(con un rango entre 1 y 10), considerando 5/23 pacientes (22%) un parcial control de la
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enfermedad. Sobre tipo de crisis presentadas al momento del diagnostico de Epilepsia un

52% (12/23) presentaron de tipo generalizadas (tanto primaria como secundariamente

generalizadas), 9% (2/23) parciales simples y 65% (15/23) parciales complejas.

Tabla 8: Farmacos en Uso

NuUmero de Farmacos en

Uso, Mediana (rango)

Farmacos Clasicos en Uso,
Proporcion, Dosis media

(mg) y rango (mg)

Farmacos Noéveles en Uso,
Proporcion, Dosis media

(mg) y rango (mg)

Farmacos Cléasicos
Utilizados Previamente,
Proporcidn (descartados por
falta de efectividad)

Pacientes Respondedores

1(1-2)
e 1 farmaco: 23/27
(85%)

e 2 farmacos: 4/27

(15%)

0/27

e >3 farmacos:

(0%)

Fenitoina: 7/27, 229 (100 —
400)

Carbamazepina: 4/27, 500
(200-600)

Acido Valproico:
836 (400-1400)

14/27,

Fenobarbital:  1/27, 150
(150)

Lamotrigina:  4/27, 113
(100-150)

Levetiracetam: 4/27, 1250
(1000-1500)

Fenitoina: 0/27
Carbamazepina: 2/27

Acido Valproico: 0/27
Fenobarbital: 0/27
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Pacientes Resistentes
2(2-5)
e 1farmaco: 0/23 (0%)

e 2 farmacos: 14/23
(61%)

e >3 farmacos: 9/23
(39%)

Fenitoina: 4/23, 325 (200 -

500)

Carbamazepina: 14/23, 985
(700-1500)

Acido Valproico: 10/23,
630 (200-1600)
Fenobarbital:  4/23, 125
(100-150)

Lamotrigina: 7/23, 196 (75-
300)

Levetiracetam: 7/23, 1700
(1000-3000)

Fenitoina: 12/23
Carbamazepina: 10/23
Acido Valproico: 6/23
Fenobarbital: 8/23



6.2. Genotipificacion

Del total de muestras obtenidas se logré genotipificar 32 para el gen ABCB1y 37

para el gen ABCC2. La distribucion general de las muestras se describe en la Tabla 9.

Tabla 9: Resultados Generales de Genotipificacion ABCB1 C3435T (rs 1045642) y
ABCC2 ¢.-24C>T (rs717620)

ABCB1 C3435T (rs 1045642)

cC CT TT
Total Pacientes 14 (44) 15 (47) 3(9)
N (%)
ABCC2 c.-24C>T (rs717620)

cC CT TT
Total Pacientes 12 (32%) 24 (65) 1(3)
N (%)

Al separar los resultados segun el grupo estudiado se observo lo descrito en la Tabla 10.

En relacion al polimorfismo C3435T en el gen ABCBL, en pacientes respondedores
se encontrd la siguiente distribucién: CC = 7 (32%), CT =12 (55%) y TT = 3 (13%), con
mayor presencia del alelo CT; mientras que en pacientes no respondedores se encontro la
siguiente distribucién CC = 7 (35%), CT =13 (65%) y no se encontrd presencia del alelo
TT. Al comparar las proporciones en los pacientes con resistencia fue mas frecuente
encontrar el alelo CT sin alcanzar diferencia estadisticamente significativa (65% v/s 55%
OR 1,511C 0,85 - 2,68 p=0,14).

Al evaluar el polimorfismo c.-24C>T en el gen ABCC2, en pacientes respondedores
se encontro la siguiente distribucién: CC = 6 (35%), CT =10 (59%) y TT = 1 (6%), con
mayor presencia del alelo CT; mientras que en pacientes no respondedores se encontro la

siguiente distribucion CC = 6 (30%), CT =14 (70%) y no se encontr6 presencia del alelo
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TT. Al comparar las proporciones en los pacientes con resistencia fue mas frecuente
encontrar el alelo CT sin alcanzar diferencia estadisticamente significativa (70% v/s 59%
OR 1,62 1C 0,9 - 2,9 p=0,10).

Tabla 10: Resultados de Genotipificacion ABCB1 C3435T (rs 1045642) y ABCC2
C.-24C>T (rs717620) separados segun resistencia a farmacos
ABCB1 C3435T (rs 1045642)

CcC CT TT
Pacientes 27 7(32) 12 (55) 3(13)
Respondedores
N (%)
Pacientes No 23 7 (35) 13 (65) 0
Respondedores
N (%)
Controles 21 3 (15) 18 (85%) 0
Sanos N (%)
ABCC2 c.-24C>T (rs717620)

CcC CT TT
Pacientes 27 6 (35) 10 (59) 1(6)
Respondedores
N (%)
Pacientes No 23 6 (30) 14 (70) 0
Respondedores
N (%)
Controles 21 0 20 (95) 1(5)
Sanos N (%)
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CAPITULO 7

Discusion

El objetivo de este estudio es buscar formas de ayudar a los clinicos en el manejo de
una patologia dificil como lo es la epilepsia resistente a farmacos, en donde mientras antes
se pueda identificar, mas opciones de éxito tendran tanto las medidas farmacoldgicas como
las no farmacoldgicas en el logro del control de las crisis.

Las técnicas de andlisis genético han tenido en el ultimo tiempo un desarrollo
enorme gracias a el analisis computacional y la automatizacion del trabajo; sin embargo
tales estudios tienen un costo prohibitivo a nivel de paises en desarrollo, mas alin en
instituciones publicas en Chile; es por eso que decidimos utilizar una técnica establecida,
simple, de bajo costo pero con ciertas limitaciones técnicas (s6lo se puede evaluar la
presencia de un polimorfismo por estudio, lo cual la hace de bajo rendimiento a nivel
poblacional ya que requeriria de un tiempo considerable para su analisis e interpretacion);
pero supone una ventaja estratégica para el presente estudio, ya que no requiere de
equipamiento de Ultima generacion para su implementacion ni materiales de alto costo, lo
que la hace perfectamente utilizable en el ambiente de tamizaje en un grupo de pacientes a
nivel publico.

El rol de polimorfismos en los genes descritos en la fisiopatologia de la resistencia a
farmacos tiene plausibilidad bioldgica, ya que codifican para la sintesis de proteinas del
complejo ABC que se ha establecido relacion con resistencia a drogas en otras
enfermedades (multiples formas de cancer, artritis reumatoide y enfermedad inflamatoria
intestinal) (39). Su rol de proteccion frente a sustancias xenobioticas plantea un potencial
mecanismo de resistencia y uno de los principales argumentos a favor de esta posicion es el
hecho que la resistencia ocurre en una gran variedad de farmacos con distintos mecanismos
de accion en un mismo paciente, lo cual sugiere que se produce un fenémeno no especifico
que limita la efectividad de los tratamientos (34).

La presencia de una asociacién entre los polimorfismos mencionados y la

resistencia a farmacos en epilepsia sigue siendo un debate. Existen multiples estudios con
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resultados positivos, asi como también algunos meta-analisis, sin embargo, existen también
estudios con resultados negativos, e inclusive algunos con resultados positivos pero
contrapuestos. Frente a esto se debe tener en cuenta la variabilidad genética poblacional,
por lo que es necesario contar con investigaciones a nivel de poblacion local para poder
comparar los resultados y obtener conclusiones validas y aplicables.

En el presente trabajo no se encontré una asociacion significativa entre los
polimorfismos genéticos en los genes ABCB1 y ABCC2 y la respuesta a farmacos
anticonvulsivantes. Sin embargo, se debe mencionar que no se ha obtenido alelos TT en
pacientes epilépticos no respondedores, lo cual puede estar en relacion con el bajo nimero
de pacientes reclutados. Esto ha impedido realizar un analisis de distribucion de los
polimorfismos (Equilibrio de Hardy — Weinberg) y evidencia una muestra no representativa
de la poblacion. Los resultados s6lo se podran analizar con una mayor representatividad y
poder estadistico al tener una muestra mayor.

Al comparar los resultados de todos los pacientes con las bases de datos
internacionales (tablas 11 y 12) se puede evidenciar una diferencia clara entre las
distribuciones generales de los alelos, lo que sugiere una muestra probablemente no
representativa de la poblacion, o de forma menos probable, una variacién a nivel genémico
poblacional (queda pendiente el analisis de los resultados con un mayor numero de

pacientes).
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Tabla 11: Comparacién de resultados generales con bases de datos internacionales

ABCB1 C3435T (rs 1045642)

Total

CcC

CT

TT

Pacientes
Chilenos
N (%)

32

14 (44)

15 (47)

3(9)

Controles
Sanos Chilenos
N (%)

21

3 (14)

18 (86)

Poblacién
Peruana
N (%)

86

30 (36)

44 (51)

11 (13)

Poblacion
Colombiana
N (%)

94

30 (32)

45 (48)

19 (20)

Poblacion
Inglesa
N (%)

92

20 (22)

46 (50)

26 (28)

Poblacion
China Han
N (%)

103

43 (42)

42 (41)

18 (17)
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Tabla 11: Comparacién de resultados generales con bases de datos internacionales

(continuacion)

ABCC2 c.-24C>T (rs717620)

CcC CT TT

Total Pacientes 12 (32) 24 (65) 13)
N (%)

Controles 21 0 20 (95) 1(5)
Sanos Chilenos
N (%)

Poblacion 86 73 (85) 12 (14) 1)
Peruana
N (%)

Poblacién 94 62 (66) 30 (32) 2(2)
Colombiana
N (%)

Poblacion 92 56 (61) 31 (34) 5(5)
Inglesa
N (%)

Poblacion 103 61 (59) 37 (36) 5(5)
China Han
N (%)

Al revisar la literatura es de importancia evaluar el grupo de pacientes estudiados,
mientras que en la mayoria de los estudios se ha incluido pacientes epilépticos sin
diferenciar la causa de la epilepsia, nosotros hemos preferido no incluir pacientes con causa
estructural definida, ya que en estos pacientes pueden estar en juego distintos mecanismos
de resistencia, tales como cambios especificos en la zona epileptdgena (como en pacientes
con esclerosis mesial temporal) o consecuencias de injurias locales (como en pacientes con
epilepsia estructural secundaria a TEC o post-quirdrgicas). A nuestro parecer esto es de

fundamental importancia pues define a un grupo de pacientes sin aparente riesgo de
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resistencia (sin causa categorica) pero que de todas formas tiene una mala respuesta a los
farmacos, y en los cuales no existe forma de diferenciarlos.

En ese sentido nos parece importante destacar la importancia de investigaciones
como la actual a nivel de distintas poblaciones, y en el caso nuestro, en poblacion chilena;
la investigacion presente surge como cooperacion de equipos de investigacion bésica y
equipos clinicos, la cual es posible sélo gracias a iniciativas locales y voluntades
personales, dada la baja cooperacion a nivel gubernamental.

Adicionalmente se debe mencionar que el trabajo actual se encuentra en desarrollo,
y como parte de los resultados se debe mencionar la adjudicacion de financiamiento
gubernamental a través FONIS (Fondo Nacional de Investigacion y Desarrollo en Salud de
la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica CONICYT), de manera
que se asegura la continuidad del trabajo y la futura difusién de sus resultados.

El objetivo final del trabajo a futuro es la evaluacion de forma prospectiva de la
utilidad de la genotipificacion en pacientes epilépticos, de manera de encontrar estrategias
de determinacion del riesgo de resistencia, para asi orientar, por ejemplo, el uso de
anticonvulsivantes (utilizar por ejemplo aquellos que no sean sustrato de complejo ABC),
encontrar potenciales blancos terapéuticos (inhibicion del complejo ABC) o realizar un
seguimiento mas cercano en paciente de riesgo, disminuyendo el nimero de farmacos a

evaluar y utilizando estrategias no farmacoldgicas de forma precoz.
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CAPITULO 8

Conclusiones

Gracias al desarrollo de esta tesis, concluimos que la técnica de Genotipificacion a
través de PCR-RFLP es factible de realizar en instituciones publicas con un bajo costo y
rendimiento adecuado, pudiendo su utilidad no solamente estar limitada al estudio de
pacientes con Epilepsia, sino a otras patologias Neuroldgicas.

A partir de las muestras de 50 pacientes reclutados al término de esta tesis, 50
pacientes, de los cuales 23 son resistentes a farmacos y 27 son respondedores, no se
encontrd una asociacion significativa entre los polimorfismos genéticos en los genes
ABCB1 y ABCC2 estudiados y la respuesta a farmacos anticonvulsivantes.

Tal como ha sido discutido, los resultados s6lo pueden analizarse con una mayor
representatividad y poder estadistico al tener una muestra mayor, para asi lograr un
resultado comparable a investigaciones internacionales.

Importantemente, evidenciamos que existen las capacidades para desarrollar colaboraciones
interdisciplinarias efectivas entre Académicos Universitarios y Médicos Especialistas de la
red de atencion de un Hospital Puablico Chileno. A nuestro parecer es fundamental el apoyo
gubernamental de instancias de colaboracidn basico-clinicas, ya que son la principal fuente
potencial de desarrollo de investigaciones aplicadas al enfrentamiento con pacientes en
nuestra realidad nacional. Respecto a este punto, es menester mencionar que el trabajo de
investigacion de la presente tesis fue el cimiento para la generacion y postulacién de un
proyecto enviado a concurso al Fondo Nacional de Investigacién y Desarrollo en Salud
(FONIS) que resultd adjudicado el 2016  (Proyecto FONIS SA161003). Dicho
financiamiento proveera los fondos para ampliar el tamafio del estudio aqui propuesto, de
manera de determinar la utilidad del uso de la genotipificacion en pacientes chilenos con

Epilepsia como posibles biomarcadores de resistencia a farmacos.
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ANEXO 1: TABLAS

Tabla 1: Clasificacion de las crisis epilépticas. Modificado de: (7).

Maodo de Inicio Descripcion

Focal Sin compromiso de conciencia

-Con componente motor observable:
Motor focal sin marcha

Motor focal con marcha (Jacksoniana)
Motor focal versiva

Motor focal postural

Motor focal fonatoria

- Con manifestaciones subjetivas sensitivas:
Somatosensitivo

Visual

Auditivo

Olfatorio

Gustativo

Vertiginoso

-Con sintomas o signos autonémicos:
Malestar epigastrico

Palidez

Transpiracion

Rubor

Pilo-ereccion

Dilatacion pupilar

Taquicardia

-Con manifestaciones psiquicas:
Disfasicos

Dismnésicos

Cognitivos

Afectivos

llusiones

Alucinaciones estructuradas

Con compromiso de conciencia (Discognitivo)

Con Evolucién a convulsion generalizada bilateral

Generalizada Ténico-cldnicas

Miocldnicas

Ausencias:
Tipicas / Atipicas

Atonicas
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Tabla 2: Criterios Diagndsticos de Epilepsia. Modificado de (6)

1.- Por lo menos dos crisis no provocadas que ocurren en una separacion mayor de 24
horas entre ellas.

2.- Una crisis no provocada y la posibilidad de tener otras crisis similares al riesgo de

recurrencia general después de dos crisis no provocadas (aproximadamente 60% o mas).
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Tabla 3: Farmacos Anticonvulsivantes. Modificado de (12)

Farmacos de  Primera Farmacos de Segunda Farmacos de  Tercera

Generacion Generacion Generacion
Fenobarbital (PB) Lamogtrigina (LTG) Lacosamida (LCM)
Fenitoina (FNT) Levetiracetam (LEV) Eslicarbazepina (ESL)
Primidona (PRM) Topiramato (TPM) Retigabina (RTG)
Etosuximida (ESM) Oxcarbazepina (OXC)

Carbamazepina (CBZ2) Vigabatrina (VGB)

Acido Valproico (AVP) Zonisamida (ZNS)

Clobazam (CLB) Tiagabina (TGB)

Clonazepam (CLN)
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Tabla 4: Mecanismos de Accion de los FArmacos Anticonvulsivantes. Adaptado de (19)

Farmaco Canales de Accion Voltaje Dependiente Neurotransmision

I NaT | NaP I Ca I K IH GABA Glu Presinaptico

Farmacos que apuntan a los canales i6nicos primariamente

Fenitoina + + + +

Carbamazepina + +

Oxcarbazepina + +

Lamotrigina + + + + +

Acido Valproico + +- + +
Zonisamida + +

Etoxusimida - + + +

Mecanismo Mixto

Topiramato + + + + + + +

Farmacos que apuntan al metabolismo, liberacion o receptores de neurotransmisores

Levetiracetam + (SV2A)

Fenobarbital +

Benzodiacepinas

Vigabatrina

+ 4+ +

Tiagabina
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Tabla 5: Resultados de estudios que han investigado la relacion del polimorfismo C3435T
(rs1045642) del gen ABCBL en la respuesta a FAC

Autor Afio Poblacion Resistentes  Respondedores Resultado
Siddiqui 2003 Reino Unido 200 115 CC>TT OR
2.66
Soranzo 2004 Reino Unido 280 136 CC>TT OR 45
Zimprich 2004  Awustria 123 87 C>T OR 4.67
Tan 2004  Australia 401 208 No significativo
Seo 2006 Japon 126 84 TT>CC OR
3.64
Chen 2007 China 50 164  No significativo
Hung 2007 China 114 213 CC>TT OR
3.62
Kwan 2007 China 221 297 TT>CCOR25
Shahwan 2007 Irlanda 122 233 No significativo
Dericioglu 2008 Turquia 89 100 No significativo
Ozgon 2008 Turquia 44 53  No significativo
Szoeke 2009 Australia 63 148  No significativo
Szoeke 2009 Escocia 133 152 No significativo
Szoeke 2009 China 11 34 No significativo
Ufer 2009 Alemania 188 103  No significativo
Lakhan 2009 India 94 231  No significativo
Vahab 2009 India 113 54 No significativo
Kim 2009 Corea 198 193  No significativo
Alpman 2010 Turquia 39 92  No significativo
Grover 2010 India 87 125  No significativo
Sanchez 2010 Espafia 111 178  No significativo
Haerian 2011 Asidtica 323 362  No significativo
DiQ 2011 China 91 79  No significativo
Dong 2011 China 157 193  No significativo
Kumari 2011 India 125 260  No significativo
Sayyah 2011 Irén 132 200 CC>TTOR
2.17
Emich-Widera 2013 Polonia 60 25 No significativo
Emich-Widera 2014 Polonia 193 135  No significativo
Saygi 2014 Turquia 59 60  No significativo
Seven 2014 Turquia 69 83  No significativo
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Tabla 6: Resultados de estudios que han investigado la relacion del polimorfismo -24C>T (rs717620)
del gen ABCC2 en la respuesta a FAC

Autor Afo Poblacion Resistentes Respondedores Resultado
Seo 2008  Japon 133 146  Nosignificativo
Kim 2009 Korea 198 193  No significativo
Ufer 2009  Alemania 118 103 OR215
Ufer 2011 Alemania 176 32 Nosignificativo
Kwan 2011 China 262 328 Nosignificativo
Qu 2012  China 217 320 ORA4.06
Sha'Ri 2014  China -Malasia - India - 987 1069 OR15

Japon
Ma CL 2014  China 246 207 OR1.88
Zhou L 2015 China 156 235 No significativo
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Tabla 7: Caracteristicas Generales

Edad, mediana (rango)
Edad de inicio, mediana

(rango)

Tipo epilepsia
(localizacion segun
hallazgos al EEG)

Crisis mensuales,

mediana (rango)

Tipo de crisis

Pacientes respondedores (n=27)
27 (16 - 71)
15 (3-61)

e <15afos: 14/27

e >15afos: 13/27

Normal: 6/27 (22%)
Frontal: 12/27 (44%)
Temporal: 7/27 (26%)
Generalizada: 2/27 (8%)
0 (0-1)

e 0/mes: 26/27

e 1/mes:1/27

e >1/mes:0/27

Parciales Simples: 4/27 (15%)
Parciales
(44%)
Gen. Primarias: 13/27 (48%)
Gen. Secundarias: 5/27 (19%)

Complejas:
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12/27

Pacientes Resistentes (n=23)
45 (23 -71)
9 (1-50)

e <15 afios: 18/23

e >15afos: 5/23

Normal: 2/23 (9%)
Frontal: 11/23 (48%)
Temporal: 9/23 (39%)
Generalizada: 1/23 (4%)
3(1-10)

e 0/mes:0

e 1/mes: 6/23

e 2-5/mes: 14/23

e >5/mes:3/23

Parciales Simples: 2/23 (9%)
Parciales Complejas: 15/23
(65%)

Gen. Primarias: 6/23 (26%)

Gen. Secundarias: 6/23 (26%)



Tabla 8: Farmacos en Uso

NUmero de Farmacos en

Uso, Mediana (rango)

Farmacos Clasicos en Uso,
Proporcion, Dosis media
(mg) y rango (mg)

Farmacos Néveles en Uso,
Proporcion, Dosis media
(mg) y rango (mg)

Farmacos Clasicos
Utilizados Previamente,
Proporcion (descartados por
falta de efectividad)

Pacientes Respondedores

1(1-2)
e 1 farmaco: 23/27
(85%)

e 2 farmacos: 4/27

(15%)

0/27

e >3 farmacos:

(0%)

Fenitoina: 7/27, 229 (100 -
400)

Carbamazepina: 4/27, 500
(200-600)

Acido Valproico:
836 (400-1400)

14/27,

Fenobarbital:  1/27, 150
(150)

Lamotrigina:  4/27, 113
(100-150)

Levetiracetam: 4/27, 1250
(1000-1500)

Fenitoina: 0/27
Carbamazepina: 2/27

Acido Valproico: 0/27
Fenobarbital: 0/27
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Pacientes Resistentes
2(2-5)
e 1 farmaco: 0/23 (0%)

e 2 farmacos: 14/23
(61%)

e >3 farmacos: 9/23
(39%)

Fenitoina: 4/23, 325 (200 —
500)

Carbamazepina: 14/23, 985
(700-1500)

Acido Valproico:
630 (200-1600)
Fenobarbital:
(100-150)
Lamotrigina: 7/23, 196 (75-
300)

Levetiracetam: 7/23, 1700
(1000-3000)

Fenitoina: 12/23
Carbamazepina: 10/23
Acido Valproico: 6/23
Fenobarbital: 8/23

10/23,

4/23, 125



Tabla 9: Resultados Generales de Genotipificacion ABCB1 C3435T (rs 1045642) y

ABCC?2 c.-24C>T (rs717620)

ABCBL1 C3435T (rs 1045642)

CcC CT TT
Total Pacientes 14 (44) 15 (47) 3(9)
N (%)
ABCC2 c.-24C>T (rs717620)

CcC CT TT
Total Pacientes 12 (32%) 24 (65) 13)

N (%)
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Tabla 10: Resultados de Genotipificacion ABCB1 C3435T (rs 1045642) y ABCC2

€.-24C>T (rs717620) separados segun resistencia a farmacos

ABCBL1 C3435T (rs 1045642)

cC CT TT
Pacientes 27 7 (32) 12 (55) 3(13)
Respondedores
N (%)
Pacientes No 23 7 (35) 13 (65) 0
Respondedores
N (%)
Controles 21 3 (15) 18 (85%) 0
Sanos N (%)
ABCC?2 ¢.-24C>T (rs717620

CcC CT TT
Pacientes 27 6 (35) 10 (59) 1(6)
Respondedores
N (%)
Pacientes No 23 6 (30) 14 (70) 0
Respondedores
N (%)
Controles 21 0 20 (95) 1(5)

Sanos N (%)




Tabla 11: Comparacion de resultados generales con bases de datos internacionales

ABCB1 C3435T (rs 1045642)

Total CcC CT TT

Pacientes 32 14 (44) 15 (47) 3(9)
Chilenos
N (%)

Controles 21 3(14) 18 (86) 0
Sanos Chilenos
N (%)

Poblacion 86 30 (36) 44 (51) 11 (13)
Peruana
N (%)

Poblacién 94 30 (32) 45 (48) 19 (20)
Colombiana
N (%)

Poblacion 92 20 (22) 46 (50) 26 (28)
Inglesa
N (%)

Poblacion 103 43 (42) 42 (41) 18 (17)
China Han
N (%)
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Tabla 11: Comparacion de resultados generales con bases de datos internacionales

(continuacion)

ABCC2 c.-24C>T (rs717620)

CcC CT TT

Total Pacientes 12 (32) 24 (65) 13)
N (%)

Controles 21 0 20 (95) 1(5)
Sanos Chilenos
N (%)

Poblacion 86 73 (85) 12 (14) 1(2)
Peruana
N (%)

Poblacién 94 62 (66) 30 (32) 2(2)
Colombiana
N (%)

Poblacién 92 56 (61) 31 (34) 5(5)
Inglesa
N (%)

Poblacion 103 61 (59) 37 (36) 5(5)
China Han
N (%)
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ANEXO 2: FICHA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

estudio

CONSENTIMIENTO INFORMADO
El proposito del presente documento es invitarlo voluntariamente a participar en el
titulado “EVALUACION DE BIOMARCADORES GENETICOS EN

PACIENTES CON EPILEPSIA RESISTENTE A FARMACOS DEL POLICLINICO DE
NEUROLOGIA DEL HCVB”, cuyo investigador principal es el Dr. Pablo Moya Vera en
conjunto con el Dr. Julio Riquelme Alcézar, Neurdlogo del HCVB. Para que usted pueda
tomar una decision informada, se le explicara a continuacion cuales serdn los
procedimientos involucrados en la ejecucién de la investigacion, asi como en qué
consistiria su colaboracion:

1.

La investigacion mencionada se realizard en el policlinico de Neurologia del
Hospital Carlos VVan Buren.

A través de esta investigacion se determinard la presencia de polimorfismos
(diferencias de la secuencia del material genético) en los pacientes epilépticos en
control del policlinico, tanto en pacientes que responden a los farmacos (manifiestan
un control adecuado de crisis epilépticas) como aquellos en los que falla el control
pese al uso de farmacos antiepilépticos.

El objetivo de este estudio es entregar informacion acerca del riesgo de resistencia
al uso de farmacos antiepilépticos en pacientes con variaciones de la secuencia del
material genético (genoma), de manera de encontrar un examen para determinar el
riesgo de resistencia en un paciente epiléptico que comienza un tratamiento con
farmacos.

La participacion en esta investigacion en totalmente voluntaria y quien
colabore no recibira pago alguno por ello.

Una vez dentro del estudio, usted es libre de desistir de su participacién en
cualquier momento de la investigacion sin tener que dar ninguna explicacion al
respecto. La decisién de cancelar su participacién no tendra consecuencias, por lo
tanto no significara pérdida de beneficios o atencidn de salud tanto para usted como
para los miembros de su familia. En este ensayo no se utilizan farmacos.

El procedimiento consta de 2 etapas: Una primera etapa en donde se entrevistaray
aplicara una encuesta al paciente para determinar variables relacionadas con su
enfermedad y tratamiento recibido. En una segunda etapa se procedera a la
recoleccion de una muestra de 5 cc de saliva. Esta muestra sera procesada en el
Laboratorio de Farmacogenética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso (Playa Ancha) de manera anonima para determinar la presencia de
variaciones del material genético.
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

Los participantes de esta investigacion no se veran expuestos a riesgo dependiente
de la obtencion de muestra de saliva por ser una técnica inocua y no invasiva.

La intervencién propiamente tal no tendra costo alguno para el participante.
Los materiales a utilizar para la obtencion de muestra correran por parte del
Investigador.

Su decision de participar o no en esta investigacion no interferira en los
servicios que reciba en el policlinico de Neurologia del Hospital VVan Buren ni
el tratamiento que recibe actualmente.

La toma de muestra sera realizada en un lugar acordado con anterioridad por parte
del Investigador y los pacientes, en el Policlinico del Hospital VVan Buren en horario
por convenir.

La identidad e informacion personal del participante se mantendra
confidencial. Nadie sino los investigadores tendran acceso a verla.

El registro de los datos también sera reservado, teniendo acceso a ellos solamente
los investigadores.

Los hallazgos de esta investigacion se publicaran de forma cuantitativa en la
investigacion realizada, de forma absolutamente anonima, para formar parte de la
Tesis de Investigacion para conducir al grado de Magister en Ciencias del
Investigador. Ningun dato personal del participante serd entregado en dicha
publicacion. Los datos obtenidos de forma andnima podréan ser publicados en
una revista cientifica internacional o utilizados para la realizacion de otra
investigacion cientifica relacionada con el tema.

La muestra de saliva que sobre podra ser utilizada en estudios posteriores o ser
eliminada segun su disposicion en el consentimiento aparte asociado.

Pablo Moya Vera Julio Riquelme A
RUT: 13199953-4 RUT: 16.483.571-5
pablo.moya@uv.cl julio.cra@gmail.com
Valparaiso, ................cceveen.e.. de 200
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Ficha de consentimiento informado para participar en la investigacion:

“EVALUACION DE BIOMARCADORES GENETICOS EN PACIENTES CON
EPILEPSIA RESISTENTE A FARMACOS DEL POLICLINICO DE NEUROLOGIA
DEL HCVB”.
Y O o e , RUT

. DECLARO que los investigadores Pablo Moya Vera y
Julio Riquelme Alcazar, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso,
ubicada en Hontaneda N°2653 Valparaiso, me han informado de forma completa en qué
consiste la investigacion “EVALUACION DE BIOMARCADORES GENETICOS EN
PACIENTES CON EPILEPSIA RESISTENTE A FARMACOS DEL POLICLINICO DE
NEUROLOGIA DEL HCVB?”, cuéles son los procedimientos a los que seré sometido y en
qué consistira mi participacion. De acuerdo a lo explicado en el consentimiento informado,
del que recibi una copia, entiendo que:

1. El objetivo de la investigacion es determinar la presencia de marcadores de
resistencia al tratamiento de la epilepsia, a través de la evaluacion de variaciones del
material genético en pacientes en control en el Policlinico de Neurologia del
Hospital Carlos van Buren.

2. Mi participacion serd voluntaria y se divide en dos etapas. Primero se realizara una
entrevista clinica acerca de la enfermedad y tratamientos efectuados; en una
segunda instancia se procedera a tomar una muestra de saliva e hisopado bucal.

3. Los datos obtenidos seran confidenciales, es decir, mi nombre no serd dado a
conocer. Los resultados podréan ser divulgados en publicaciones de tipo académico-
cientificas, resguardando mi identidad. Ademas entiendo que tendré acceso a los
resultados, si yo lo requiriera. Por otra parte los datos obtenidos podran ser
utilizados para la realizacion de otras investigaciones relacionadas con el tema de

forma anénima.
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4. No recibiré remuneracion alguna por participar en este estudio y tampoco tendré
gue asumir ningun gasto.

5. Podré desistir en mi participacion si lo considerara necesario en cualquier momento
sin que ello implique perjuicio como paciente del Policlinico.

6. Si me surgiera alguna duda, podré consultarla al Investigador, en cualquier
momento de la investigacion, a quienes podré contactar a los correos
pablo.moya@uv.cl o julio.cra@gmail.com o contactdndose con la Secretaria de
Neurologia del Hospital Carlos van Buren, Teléfono 032-2364000.

De acuerdo a lo declarado por mi en este documento, firmo aceptando mi participacion

en esta investigacion.

PARTE Il: Formulario de Consentimiento.

Presto voluntariamente mi consentimiento, luego de haber leido y haber sido informado
efectivamente respecto de mis dudas, tengo claro que poseo el derecho a retirarme de la

investigacion sin que ello pueda ocasionarme ningun perjuicio.

Nombre del PartiCIPANTE: ... ..t e e e
RUT . FIMIaL
Nombre del Investigador 0 M&dico desigNado..........oevueieiuiieiiie e e,
RUT . FIMaL
Nombre del Delegado 0 REPresentante ..........c.vveiie it iisie e e s re e e eae e

RUT . FIMIAL
Valparaiso,.......ooveieiie i de 20....
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