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RESUMEN

ANTECEDENTES Epilepsia es el trastorno neuroldgico cronico mas comun que
afecta a la poblacién mundial. Se caracteriza por crisis recurrentes, las cuales pueden
ser breves episodios de movimientos involuntarios focales o generalizados, ademas
pueden estar acompafnados de alteracién del estado de conciencia. Existen 50
millones de personas con la enfermedad en todo el mundo. La mayoria de los nifios
con epilepsia van a lograr un buen control de crisis con farmacos antiepilépticos
(FAE), sin embargo cerca de un 25 % de los pacientes con epilepsia son resistentes a
estos. El paso selectivo de sustancias es una de las funciones mas importantes de la
membrana plasmatica, dentro de los mecanismos de transporte involucrados en este
proceso se encuentra el transporte activo a través de proteinas transmembranales
como la familia ABC, estas se han relacionado a procesos de resistencia a farmacos
en diversas enfermedades sistémicas.

OBJETIVO: Determinar la expresividad de las proteinas PGP (ABCB1) y MPR2
(ABCC2) en pacientes pediatricos con epilepsia segun su etiologia y respuesta a
tratamiento farmacolégico.

MATERIAL Y METODOS: Estudio transversal descriptivo elaborado a partir de la
determinacion del estudio genético de secuenciacion masiva de los genes ABCB1 y
ABCC2 en muestras de pacientes de ambos sexos con diagnéstico de epilepsia con
edad entre 1 y 16 afios que acuden a la consulta externa de Neurologia Pediatrica del
Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI.

RESULTADOS y CONCLUSIONES: Se identificaron 19 polimorfismos en el gen
ABCB1 y 12 en el gen ABCC2, para un total de 49 pacientes incluidos en el estudio,
dentro de ellos hubo discreto predominio del sexo femenino y de pacientes mayores a
6 anos de edad, el tipo de crisis predominante fue el focal con alteracion del estado de
conciencia, la etiologia mas frecuente fue la estructural; para el gen ABCB1 el
polimorfismo con mayor frecuencia fue el rs2214102, para el gen ABCC2
identificamos predominio de dos polimorfismos que fueron el rs4148396 y el
rs927344, todos para ambos grupos entre controlados y farmacorresistentes. No
encontramos diferencia significativa en la expresividad de los polimorfismos de los
genes estudiados en relacion a los procesos de resistencia a los farmacos

antiepilépticos.



MARCO TEORICO
EPILEPSIA

Epilepsia es el trastorno neuroldgico cronico mas comun que afecta a la poblacién
mundial. Se caracteriza por crisis recurrentes, las cuales pueden ser breves
episodios de movimientos involuntarios que incluyen una parte del cuerpo
(focales) o el cuerpo completo (generalizadas), ademas pueden estar

acompafiados de alteracion del estado de consciencia. (1)

La ILAE define epilepsia como: al menos dos crisis no provocadas separadas por
mas de 24 horas, una crisis no provocada en un individuo con factores de riesgo
altos de recurrencia de crisis (al menos del 60%), dichos riesgos estan dados por
enfermedad vascular cerebral, infecciones del SNC, dafo encefalico por
traumatismo, diagndéstico de un sindrome epiléptico especifico. Aquellos con crisis

reflejas como las fotosensibles también son considerados como epilepsia. (2,3)

Se considera epilepsia resuelta si el individuo se encuentra libre de crisis por 10
afios y sin tratamiento farmacoldgico al menos los ultimos 5 afios, o en caso de

pasar la edad de un sindrome epiléptico dependiente de edad. (2)

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, existen 50 millones de
personas con la enfermedad en el mundo. La incidencia de la epilepsia en los
paises desarrollados oscila entre 42 y 61 por 100 000 habitantes (1); la cifra suele
acercarse al doble o mas en los paises en vias de desarrollo. (1,5) La epilepsia
afecta a todos los grupos etarios con mayor incidencia en la poblacion infantil
(4,6). En México, la prevalencia estimada es entre 349 a 680 por 100 000
habitantes en la poblacién general y entre 180 a 400 por 100 000 habitantes en la
poblacion infantil. La epilepsia es considerada dentro de las principales
enfermedades vinculadas a la mortalidad por enfermedades no infecciosas de la

poblacion infantil en México. (4,7)



La epilepsia tiene una distribucién bimodal, siendo mayor en las dos primeras
décadas de la vida, luego disminuye y vuelve a aumentar a partir de la sexta
década de la vida. La mayor frecuencia de la epilepsia es en la edad pediatrica, y
el sexo masculino es el mas afectado.(8,9) Aproximadamente uno de cada 150
ninos es diagnosticado de epilepsia durante los primeros 10 afos de vida. En

México cada afno se reportan de 400 a 800 casos nuevos por 100 000 nifios.(10)

EPILEPSIA REFRACTARIA O FARMACORRESISTENTE

La epilepsia farmacorresistente es una condicion definida previamente por la Liga
Internacional contra la Epilepsia como la persistencia de crisis epilépticas a pesar
de haber utilizado al menos dos tratamientos con farmacos antiepilépticos

apropiados y adecuados.(11)

En el aino 2010, la ILAE estandarizé la definicion de epilepsia farmacorresistente.
Esta nueva propuesta permite clasificar la respuesta terapéutica en tres grupos:
libertad de crisis epilépticas (epilepsia controlada), fallo terapéutico (epilepsia
farmacorresistente) y respuesta indeterminada. Esta definicion se fundamenta en
el dominio de farmacos utilizados y el dominio de libertad de crisis. De esta forma,
la definicibn actual considera que un paciente presenta epilepsia
farmacorresistente cuando no logra la libertad de crisis epilépticas después de
haber utilizado al menos dos tratamientos apropiados y adecuados (en

monoterapia o politerapia).(12)

Cerca de un 20-30% de los pacientes con epilepsia van a ser resistentes a los
farmacos antiepilépticos, con diferentes patrones de presentacién clinica, los
cuales estan en relacién con las bases biologicas de esta enfermedad (resistencia
de novo, recaida-remision y progresiva). La farmacorresistencia en epilepsia
impacta negativamente en la calidad de vida y aumenta significativamente el
riesgo de muerte prematura. Desde el punto de vista neurobiologico, esta

condicion clinica es el resultado de la interaccion de multiples variables



relacionadas con la enfermedad de base, las interacciones medicamentosas y los

aspectos genéticos propios de cada paciente.(11,12)

Actualmente contamos con mas de 25 medicamentos para el control de las crisis
epilépticas, sin embargo, a pesar de las multiples opciones terapéuticas, cerca de
un 25 % de los pacientes con epilepsia son resistentes a los farmacos

antiepiléptico.(11,13)

Esta claramente demostrado que la epilepsia farmacorresistente impacta
negativamente en la calidad de vida de los pacientes, disminuyendo
significativamente la capacidad laboral y académica, por otro lado tienen de dos a
diez veces mas riesgo de muerte prematura en comparacion con la poblacion
general. (14,15)

La respuesta farmacoldgica es el resultado de la interaccién del farmaco con el
receptor o blanco farmacolégico, con la subsecuente transduccion de sefales
dentro de la célula. Sin embargo la absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion del farmaco también desempefan un papel fundamental en la eficacia
farmacoldgica, ya que estos procesos regulan la concentracién del farmaco en el

sitio de accion. (16)

PRINCIPALES MECANISMOS DE ACCION FARMACOLOGICA EN EPILEPSIA
FARMACORRESISTENTE

Actualmente, en la definicién de epilepsia dificil de estabilizar se utilizan muchos
términos sindnimos: epilepsia refractaria a farmacos, epilepsia intratable, epilepsia
resistente al tratamiento de farmacos o epilepsia farmacorresistente, epilepsia
grave e incapacitante. La mayoria de los autores coincide en que es la que no
responde al uso de dos o tres farmacos antiepilépticos de primera eleccion con la
maxima dosis tolerada, ya sea monoterapia o en combinacién, en un periodo entre

uno y dos afios. (17)



Los mecanismos farmacocinéticos son los que impiden que se alcancen las
concentraciones del farmaco antiepiléptico en el sitio de accion. Entre ellos estan
los siguientes: administracion de una dosis inadecuada (seudoresistencia); nivel
sérico subterapéutico, a pesar de una dosis adecuada; nivel sérico en limite
terapéutico, pero con una concentracion insuficiente del principio activo en el

parénquima cerebral. (17)

Pseudorresitencia (13)

Razdn Ejemplos
Diagndéstico erréneo Sincope, arritmia cardiaca, crisis
psicdégenas no epilépticas.
Farmaco erroneo Inapropiada para el tipo de crisis;

interaccion farmacocinética o
farmacodinamica.

Dosis erronea Muy baja (subdosis en niveles séricos);
efectos secundarios previo al
incremento del FAE.

Estilo de vida Inconformidad con el tratamiento;
alcohol o drogas de abuso.

Los mecanismos farmacodinamicos que participan en la resistencia a los
antiepilépticos son todos los factores que alteran la accién de dichos farmacos en
sus sitios de accidn, en el sistema nervioso central (sitios diana), a pesar de que
haya niveles séricos y concentraciones adecuados en el parénquima cerebral. Las
alteraciones farmacodinamicas pueden ocurrir en la sinapsis (sitio de
comunicacion neuronal) o en los sitios efectores ubicados en la membrana
neuronal (canales idnicos, receptores). (19)

Se sugieren tres hipdtesis para tratar de explicar posibles alteraciones
farmacodinamicas, a las cuales nos referiremos a continuacion:

12 Hipotesis del transportador. Consiste en que en el foco epiléptico existe
incremento de la expresiéon de proteinas que transportan farmacos, principalmente
de la glicoproteina-P (PgP), debido a cambios adquiridos en el foco epiléptico o
debido a una variacion genética del gen que la codifica. El estado de

refractariedad a los medicamentos se debe a una expresion aumentada del gen de
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resistencia a farmacos multiples (MDR, “Multidrug Resistence”) y de la proteina
que dicho gen codifica (la glicoproteina-P). La PgP es una proteina dependiente
de ATP, la cual exporta farmacos y material téxico de las células al torrente
sanguineo, esto es, hay transporte del farmaco fuera del foco epiléptico. Estas
proteinas son predominantemente expresadas tanto en células endoteliales como
en astrocitos y regulan la capacidad de paso de los farmacos antiepilépticos a
través de la barrera hematoencefalica y la barrera sangre-LCR. Como resultado de
la regulacion a la elevacion de la glicoproteina-P, se ha observado una reduccién
de las concentraciones de fenitoina y oxcarbazepina en los focos epilépticos. Es
posible que la administracion intracerebral de inhibidores de la PgP, como el
verapamil o el PSC833, eviten el transporte de los farmacos antiepilépticos del
medio extracelular al torrente sanguineo y finalmente se facilite su accién a nivel
cerebral. (18,20,21)

22 Hipotesis de modificacion de “blancos farmacologicos” que implica cambios en
los niveles de receptores o canales idnicos a nivel celular dentro del area
epiléptica, lo que la vuelve menos susceptible a los farmacos antiepilépticos. Por
ejemplo, se han observado cambios en los canales de sodio dependientes de
voltaje y los canales de calcio, asi como en los receptores GABA-A, lo que
conduce a la reduccion de la eficacia de varios farmacos antiepilépticos. (21)

32 Hipotesis denominada modelo de gravedad intrinseca de la epilepsia. Esta
propone que existe una continuidad en la severidad de la enfermedad, lo que

determina su respuesta relativa a la medicacion.

PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE FARMACOS

El paso selectivo de sustancias es una de las funciones mas importantes de la
membrana plasmatica. Dentro de los mecanismos de transporte involucrados en
este proceso, se encuentra el transporte activo, el cual requiere de la participacion
de algunas proteinas transmembranales, que determinan el paso de las

sustancias en contra de un gradiente de concentracion o de un potencial

10



electroquimico, por lo que requieren del consumo de energia en forma de ATP

para su funcionamiento. (23,24)

Los genes ABC son esenciales para muchos procesos celulares como por
ejemplo, la absorcién y eliminacion de farmacos en el organismo. En la ultima
década, el término polimorfismo se ha relacionado con los transportadores de
membrana que participan en la respuesta farmacoldgica, pues se ha comprobado
que una minima variacion en la secuencia de su ADN se traduce como una

alteracioén en el fenotipo, que provoca cambios en esta respuesta. (23)

Desde el punto de vista clinico los transportadores del tipo ABC también tienen
gran importancia ya que se pueden relacionar con la aparicién de afecciones como
Alzheimer (ABCAB1 y ABCA7/ gpP), aterosclerosis (ABCA1 y ABCG1),
enfermedades hepaticas (ABCB11 y ABCB4), ademas de las que se corresponden
con los trastornos genéticos antes mencionados. Este contexto convierte a los
transportadores ABC en dianas atractivas para el disefio de medicamentos. Sin
embargo pueden, al mismo tiempo, expulsar diferentes farmacos de la célula,
haciéndola resistente a estos como se ha descrito para agentes antitumorales,

antirretrovirales y anticonvulsivantes. (23,25,26)

Los transportadores ABC se subdividen a su vez en siete clases o subfamilias (A-
G) segun la homologia de su secuencia:

ABCA: tiene 12 miembros; ABCB: tiene 11 miembros; ABCC: tiene 13 miembros;
ABCD: tiene cuatro miembros; ABCE: tiene un miembro; ABCF: tiene tres

miembros y ABCG: tiene cinco miembros. (27,28)

Hasta la fecha se han identificado principalmente tres de las proteinas
transportadoras de la superfamilia ABC de las bombas ATPasas que se
encuentran implicadas en la resistencia farmacoldgica:

* Glicoproteina P (gpP), relacionada con subfamilia ABCB1.

11



» Proteina asociada a resistencia a multiples farmacos (Mrp), relacionada con la
ABCC2.

* Proteina asociada a resistencia en cancer de mama (Brcp) relacionada con
ABCG. (27)

La resistencia medicamentosa a farmacos anticonvulsivantes esta presente en
alrededor de la tercera parte de los pacientes epilépticos, los cuales no responden
a la terapia simple o combinada con este tipo de medicamentos. Esta situacion se

asocia con aumento de la morbilidad y la mortalidad. (29)

Se han comprobado diferentes vias que participan en la activacion de los
mecanismos de resistencia relacionados, fundamentalmente con alteraciones en
los transportadores de membrana. La gpP, producto de ABCB1 de la superfamilia
ABC de la ATPasa, es uno de ellos; su expresion a nivel de la cara apical de las
células epiteliales del intestino y en las células endoteliales de los capilares
cerebrales regula la biodisponibilidad oral y el acceso cerebral de los farmacos
anticonvulsivantes respectivamente. En pacientes con epilepsia intratable, la
reduccion de la concentracion del medicamento dentro de los tejidos afectados se
ha relacionado con sobre-expresién de estos transportadores a nivel de la barrera

hematoencefalica. (30)

En los ultimos afos la Mrp 2, miembro también de la superfamilia ABC (ABCC2),
se ha visto implicada en este tipo de resistencia mediante la aparicion de
variaciones genétrcas. La sobreexpresion de los transportadores ABCC2 en las
células de la barrera hematoencefalica puede incrementar el eflujo de farmacos
anticonvulsivantes a través de los capilares del lumen, lo que provoca una
reduccion en la concentracion de estos en el cerebro hasta niveles que pueden ser

inadecuados para el control de las convulsiones. (31)

12



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La epilepsia es un trastorno secundario a una descarga neuronal excesiva, ya
definida como un problema de salud publica por la OMS, una tercera parte de los
pacientes con esta patologia no responden a tratamiento farmacoldgico, la causa
de ello es un tema de interés teniendo la premisa de que existen mecanismos
genéticos que juegan un papel importante en la etiologia, las proteinas
relacionadas con la resistencia al tratamiento, entre ellas las implicadas con
transportadoras de membrana cuya variacion en la secuencia de ADN produce
alteraciones en el fenotipo y participacion en la respuesta farmacoldgica,
principalmente hacia la resistencia.

Por lo que se formulan las siguientes preguntas de investigacion:

¢, Cual es la expresioén de las proteinas PGP (ABCB1) en pacientes pediatricos con
respecto a su etiologia y respuesta a tratamiento farmacolégico?
¢, Cual es la expresion de las proteinas MPR2 (ABCC2) en pacientes pediatricos

con respecto a su etiologia y respuesta a tratamiento farmacolégico?

13



JUSTIFICACION
La epilepsia es un padecimiento que sigue estudiandose, principalmente aquella
en la que su etiologia es desconocida, los mecanismos genéticos han tenido un
papel predominante en el campo de la investigacidon en epilepsia, ya que hay
multiples propuestas que podrian explicar su fisiopatologia.
En la ultima década, el término polimorfismo se ha relacionado con los
transportadores de membrana que participan en la respuesta farmacolégica, pues
se ha comprobado que una minima variacion en la secuencia de su ADN se
traduce como una alteracion en el fenotipo, que provoca cambios en esta
respuesta (23), los transportadores ABC en dianas atractivas para el disefio de
medicamentos, pero al mismo tiempo, pueden expulsar diferentes farmacos de la
célula, haciéndola resistente a estos. (23,25,26)
La UMAE Hospital De Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” es un centro de
referencia de pacientes pediatricos con epilepsia de dificil control, a quienes se les
realiza estudios moleculares, codificacion de genes, polimorfismos y proteinas,
incluyendo la proteina PGP y MPR2 involucradas en farmacorresistencia.
El presente estudio pretende describir la expresion de dichas proteinas en
pacientes pediatricos con epilepsia con la finalidad de obtener informacion que
apoye la relacién entre farmacorresistencia y presencia de las proteinas

mencionadas.
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OBJETIVOS GENERALES
Determinar la expresividad de las proteinas PGP (ABCB1) y MPR2 (ABCC2) en
pacientes pediatricos con epilepsia segun su etiologia.
Determinar la expresividad de las proteinas PGP (ABCB1) y MPR2 (ABCC2) en
pacientes pediatricos con epilepsia segun la respuesta a tratamiento

farmacoldgico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Describir los tipos de epilepsia en edad pediatrica.
Describir la etiologia de epilepsia en pacientes pediatricos.
Describir la respuesta a tratamiento farmacolégico de pacientes pediatricos

con diagnostico de epilepsia.

15



MATERIAL Y METODOS
LUGAR DE ESTUDIO
El estudio se realiz6 en la Unidad de Medicina de Alta Especialidad Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, “Dr. Silvestre Frenk Freund” del

Instituto Mexicano del Seguro Social, en la Ciudad de México.

TIPO DE ESTUDIO

Transversal descriptivo.

UNIVERSO DE ESTUDIO

Se incluyeron pacientes de 6 meses a 16 afos 11 meses de edad con diagnéstico
de epilepsia, atendidos la consulta externa de Neurologia Pediatrica en la Unidad
de Medicina de Alta Especialidad, Hospital de Pediatria Silvestre Frenk Freund.
TIPO DE MUESTREO

Se incluyeron a todos los pacientes que previamente participaron en el estudio
“‘Estudio de las alteraciones genéticas en genes relacionados con epilepsia
farmacorresistente” y “Comparacion de niveles de interleucinas entre subgrupos
de pacientes pediatricos mexicanos con epilepsia farmacorresistente y
controlada”, la probabilidad que tiene la poblacion de estudio de ser seleccionado
no es conocida por lo que el muestreo se determind como no probabilistico, por

conveniencia.
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CRITERIOS DE SELECCION
- CRITERIOS DE INCLUSION
o Pacientes de ambos sexos.
o Pacientes de 6 meses a 16 afios 11 meses de edad.
o Pacientes con diagnostico de epilepsia.
o Pacientes que cuenten con consentimiento para el analisis de

muestra previamente tomada.

- CRITERIOS DE EXCLUSION
o Pacientes que no cuenten con expediente completo.

o Pacientes cuya muestra sea inadecuada para el analisis.
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OPERACIONALIZACION VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE MEDICION
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
EDAD Tiempo que ha Edad en afios cumplidos | Cuantitativa
vivido una persona. que tiene la persona en ANOS
este momento.
SEXO Condicién organica, Sexo de la persona. Cualitativa. 1.FEMENINO
masculino o Dicotémica. | 2.MASCULINO
femenino.
NUMERO DE CRISIS Frecuencia con que Frecuencia con que se | Cuantitativa NUMERO DE
se presentan las presentan las crisis discreta CRISIS POR DIA.
crisis epilépticas en epilépticas en un
un individuo. individuo.
TIPO DE EPILEPSIA Forma de Manifestacion clinica Cualitativa. 1.FOCAL
presentacion. predominante. 2 .GENERALIZAD
A
TIEMPO DE Tiempo que Tiempo de evoluciéon de | Cuantitativa MESES
EVOLUCION DE LA transcurre desde la la epilepsia Continua.
EPILEPSIA primera crisis hasta
el dia de la toma de
la muestra.
EPILEPSIA Epilepsia que Tratamiento actual del Cualitativa 1.8i
FARMACOSENSIBLE responde a FAE a paciente. nominal. 2.NO
adecuadas dosis Dicotédmica.
ETIOLOGIA DE LA Causa que origin6 Etiologia actual del Cualitativa. 1-GENETICA
EPILEPSIA la epilepsia. paciente. 2-ESTRUCTURAL
3-METABOLICA
4-
DESCONOCIDA
EPILEPSIA Epilepsia refractaria Farmacorresistencia Cualitativa 1-Si
FARMACORRESISTEN a tx con dos actual del paciente. nominal. 2-NO
TE farmacos por un Dicotémica.
ano sin control.
NUMERO DE Cantidad de Cantidad de farmacos Cuantitativa 1,2,3,4
FARMACOS farmacos antiepilépticos usados discreta
antiepilépticos para el tratamiento de las
usados para el crisis epilépticas.
tratamiento de las
crisis epilépticas.
EXPRESIVIDAD Proteina receptora | Variacion en la secuencia | Cualitativa | Polimorfismo (rs)
PROTEINA ABCB1 de farmacos. de un lugar determinado Nominal
del ADN entre individuos
de una poblacién >1%,
localizado en la proteina
ABCB1
EXPRESIVIDAD Proteina receptora | Variacion en la secuencia | Cualitativa | Polimorfismo (rs)
PROTEINA ABCC2 de farmacos. de un lugar determinado Nominal

del ADN entre individuos

de una poblacién >1%,

localizado en la proteina
ABCC2
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Los pacientes incluidos en el estudio participaron en tres estudios previos:
“Estudios de alteraciones genéticas en genes relacionados con la epilepsia
farmacorresistente”, “Comparacion de los niveles séricos de interlucinas (IL1 beta,
IL 6 y TNF alfa) entre subgrupos de pacientes pediatricos mexicanos con epilepsia
farmacorresistente y controlada” y “Expresion de polimorfismos para el gen
SCN1A en pacientes pediatricos con epilepsia segun su etiologia y respuesta

terapéutica”. Este ultimo realizado en el afio 2017.

Las muestras séricas tomadas a los pacientes, se utilizaron para ser analizadas en
busqueda de polimorfismos de ABCB1 Y ABCC2 en secuenciacion masiva. Se
elaboré una hoja de recoleccion de datos en la que se concentraron los datos

clinicos de los pacientes posteriormente se cred una base de datos.

La base de datos se elabor6 en el programa Excel version 2013 capturando la
informacion clinica y terapéutica de los pacientes epilépticos con estudio
molecular. Se incluyé edad, sexo, etiologia de la epilepsia, tipo de crisis, la

respuesta terapéutica y los resultados de secuenciacion masiva.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé estadistica descriptiva en frecuencia y porcentaje de acuerdo a la

distribucion de las variables.

ASPECTOS ETICOS
Este estudio se realizé dentro de las normas establecidas en la Ley General de
Salud de los Estados Unidos Mexicanos consignados en el titulo VI en materia de
investigacion para la Salud, en el articulo 17 del titulo 2, donde se establece que
fue una investigacion de riesgo minimo ya que unicamente se emplearon métodos
de investigacién documental. Toda la informacion fue recolectada y resguardada
de forma confidencial. ElI presente protocolo es un brazo del protocolo de
investigacién con titulo “Estudio de las alteraciones genéticas en genes
relacionados con epilepsia farmacorresistente”. Fue sometido por medio de
enmienda a evaluacion por el Comité Nacional de Investigacion Cientifica con

numero de registro 2015-785-088 y CONBIOETICA-09-CEI-009-20160601.
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RECURSOS

Humanos: Residente de neurologia pediatrica quien realizé la recoleccion de
datos, asi como la captura de informaciéon en una base de datos y analisis
estadistico.

Expediente electronico: Se obtuvo la colaboracion de la Unidad de Investigacion
Médica en enfermedades Neuroldgicas, Hospital de Especialidades, CMN SXXI,
para la obtencion de los resultados de estudios moleculares.

Se contd con acceso a la plataforma del expediente electronico bajo supervision y
autorizacion del Jefe de Neurologia Pediatrica de la UMAE Hospital de Pediatria
CMN Siglo XXI, Dr. Jesus Dario Rayo Mares.

Se dispuso de un equipo de codmputo personal para la realizacion de la base de
datos y procesamiento de textos, graficas y tablas.

No se requirié financiamiento para la elaboracion del presente estudio.

Para la secuenciacion masiva se contdé con el apoyo del donativo de CONACYT
numero 0248513.
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 49 pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusién, de los cuales el 75.5% (n=37) correspondieron al grupo de epilepsia
farmacorresistente y 24.5% (n=12) al grupo de epilepsia controlada. Teniendo
clasificados de esta manera a los pacientes se decididé describir cada uno de los
grupos de acuerdo a edad obteniéndose en el grupo controlado la mayor
frecuencia en el rango de 6 a 12 afios con el 67% (n=8) seguido de mayores de 12
afos con el 25% (n=3) y en el grupo farmacorresistente el mayor numero de
pacientes en el rango de mayores de 12 afos con el 54% (n=20); de acuerdo a
sexo en grupo controlado con predominio del femenino con el 58% (n=7) y en el
grupo farmacorresistente el mismo predominio con el 54% femenino (n=20); con
respecto al tipo de crisis epiléptica en ambos grupos la mas frecuente fue el tipo
focal con alteracion del estado de conciencia; segun la etiologia de la epilepsia en
el grupo de pacientes controlados en la misma proporcién de 50% entre origen
desconocido y estructural, en el grupo de farmacorresistentes predominando el
origen estructural con el 41% (n=15) seguido del origen desconocido con 35%
(n=13), posteriormente el origen genético con 19% (n=7) y por ultimo el origen
metabdliuco con 5% (n=2). Para el numero de farmacos utilizados en los
esquemas de tratamiento en el grupo de controlados obtuvimos el 50% con un
solo farmaco en su esquema (n=6), 25% para el uso de 2 farmacos (n=3) y 25%
para el uso de mas de dos farmacos (n=3), mientras que en el grupo de los
farmacorresistentes tuvimos el 56% para el uso de mas de 2 farmacos (n=21),

22% para el uso de 2 farmacos y 22% para el uso de 1 farmaco (n=8). (Tabla I)
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Tabla |. Caracteristicas de los pacientes pediatricos con epilepsia resistente y no resistente
a tratamiento. (N=49)

EPILEPSIA EPILEPSIA
CARACTERISTICA CONTROLADA FARMACORRESISTENTE
(N=12) (N=37)
N. % N. %

GENERO

MASCULINO 5 42 17 46

FEMENINO 7 58 20 54
EDAD EN ANOS

<2 ANOS 0 0 0 0

2 A 6 ANOS 1 8 7 19

6 A 12 ANOS 8 67 10 27

> 12 ANOS 3 25 20 54
TIPO DE CRISIS

FOCAL 4 33 7 19

FOCAL AEC* 6 50 20 54

GENERALIZADA 2 17 10 27
ETIOLOGIA

DESCONOCIDA 6 50 13 35

ESTRUCTURAL 6 50 15 41

GENETICA 0 0 7 19

METABOLICA 0 0 2 5
NUM. DE FARMACOS

1 6 50 8 22

2 3 25 8 22

>2 3 25 21 56

*Alteracion del estado de conciencia.

En el presente estudio se encontré un total de 31 polimorfismos para los genes
ABCB1 y ABCC2.

Para el gen ABCB1 identificamos 19 polimorfismos, encontrando que el de mayor
frecuencia es el rs2214102 en el grupo de los farmacorresistentes apareciendo en
el 97% de los pacientes y compartiendo con otros genes el mismo porcentaje de

aparicion en el 100% de los pacientes controlados. (Tabla Il)
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Tabla Il. Frecuencia de polimorfismos del gen ABCB1 con epilepsia farmacorresistente y

controlada.

Epilepsia Epilepsia controlada
farmacorresistente
N=37 N=12

Polimorfismo N (%) N (%)
rs3842 8 22 3 25
rs17064 3 8 3 25
rs2235051 35 95 12 100
rs1045642 29 78 12 100
rs2032583 10 27 5 42
rs2032582 30 81 11 92
rs1922242 22 59 9 75
rs2235035 22 59 8 67
rs2235033 29 78 12 100
rs2032588 1 3 1 8
rs1128503 28 76 11 92
rs2229109 2 5 1 8
rs10276036 28 76 12 100
rs2235015 11 30 4 33
rs2235074 2 5 1 8
rs9282564 3 8 1 8
rs2214102 36 97 12 100
rs3213619 1 3 1 8
rs4148727 4 11 1 8
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Para el gen ABCC2 se identificaron en total 12 polimorfismos con predominio de
aparicion de 2, el rs4148396 y el rs927344 con el 97% y el 95% respectivamente
en el grupo de farmacorresistentes, y estos mismos apareciendo en el 100% de

los pacientes del grupo de los controlados.

Tabla lll. Frecuencia de polimorfismos del gen ABCC2 con epilepsia farmacorresistente
y controlada.

Epilepsia Epilepsia controlada
farmacorresistente
N=37 N=12

Polimorfismo N (%) N (%)
rs717620 3 8 2 17
rs927344 35 95 12 100
rs2273697 11 30 2 17
rs41318031 2 5 2 17
rs4148396 36 97 12 100
rs17222723 2 5 1 8
rs3740066 14 38 8 67
rs17216282 2 5 1 8
rs1137968 1 3 1 8
rs8187707 2 5 2 17
rs17216212 2 5 2 17
rs8187710 2 5 1 8
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DISCUSION

La epilepsia es el trastorno neurolégico mas comun, se estima en el 1% de la
poblacion mundial. Se caracteriza por crisis recurrentes, las cuales pueden tener
diversas caracteristicas clinicas, ademas pueden estar acompafados de
alteracidon del estado de consciencia, el 30% de los pacientes con epilepsia son
resistentes a tratamiento farmacoldgico a pesar de haber utilizado dos farmacos
antiepilépticos apropiados y adecuados. Uno de los mecanismos por los cuales se
ha tratado de explicar la farmacorresistencia en estos pacientes es la presencia de
polimorfismos a diferentes niveles uno de ellos a nivel de proteinas
transmembrana donde se involucran genes ABC cuyo papel se encuentra
relacionado con la absorcién y elminacion de farmacos.

En nuestro estudio se describe la expresividad de las proteinas PGP y MPR2
relacionadas a los genes ABCB1 y ABCC2 respectivamente, dichas proteinas
estan asociadas a farmacorresistencia en patologias a nivel de diversos érganos y
sistemas, sin embargo, a pesar de que existen teorias, no se cuenta con muchos
estudios importantes para la relacién de dichas proteinas en la resistencia a las
terapias farmacoldgicas habituales en epilepsia, es aqui donde cobra importancia
este estudio.

Teniendo como universo de estudio a pacientes de la UMAE Hospital de Pediatria
del CMN Siglo XXI, se pudo realizar la secuenciacion masiva para poder describir
la expresividad de dichas proteinas en los pacientes de acuerdo a edad, sexo, tipo
de crisis epiléptica, etiologia y numero de farmacos en su tratamiento, con lo cual

obtuvimos los resultados que se analizan en adelante.
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Respecto al sexo con cierto predominio del femenino tanto en el grupo de
pacientes controlados como en el de farmacorresistentes, sin ser significativa tal y
como se menciona en la literatura.

Dentro de los grupos de edad en los pacientes controlados el mas frecuente fue el
de 6 a 12 afos siendo mas de la mitad de la poblacién, en el rubro de
farmacorresistente con mayor predominio en mayores de 12 afos, es importante
mencionar que los grupos de pacientes no fueron homogéneos en cuanto al
numero de sujetos, el hospital donde se recabd la muestra es de referencia lo cual
podria explicar la diferencia a lo reportado en la literatura, estableciéndose un
sesgo de recoleccion.

El tipo de crisis epiléptica que predomindé tanto en los con rolados como en los
farmacorresistentes fueron las focales con alteracién del estado de conciencia
aunque predomin6 de manera mas contundente en los farmacorresistentes con un
como lo reportado en otros estudios.

Se sabe que la etiologia de las crisis epilépticas puede ser multifactorial donde
participan factores genéticos y adquiridos, en paises de primer mundo la causa
principal es de origen desconocido presuntamente genético, en nuestro estudio la
etiologia fue de proporciones iguales en el grupo de epilepsia controlada y con
mayor representacion la etiologia estructural en la epilepsia farmacorresistente, lo
cual esta en relacidon con complicaciones perinatales que se han reportado en
grupos de pacientes de paises en desarrollo.

Dentro de las hipoétesis para poder explicar las alteraciones farmacodinamicas que
pueden contribuir a la presencia de farmacorresistencia esta la relacionada con

transportadores, sosteniendo que en el foco epileptogéno habria un incremento de
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la extpresividad de las proteinas que transportan farmacos principalmente la
glicoproteina P (PgP- ABCB1) lo que nos hace pensar que los pacientes con
epilepsia farmacorresistente tendrian mayor expresividad, sin bien nuestro estudio
pudo determinar que existen diversos polimorfismos el expresado con mayor
frecuencia (rs2214102) se expresa tanto en el grupo de pacientes controlados y en
el de epilepsia farmacorresistente, no podemos descartar la posibilidad de que
esta alteracion juegue o no un papel importante en el estado de refractariedad a
los medicamentos ya que el tamafio de muestra es poca y por otro lado nuestro
estudio es descriptivo lo que nos permite hacernos mas interrogantes sobre este
hecho y plantearnos la posibilidad de que estudios ulteriores pudieran arrojar
informacion con significancia estadistica.

Por otro lado, la expresion de proteina MPR2 (ABCC2) también se encontrdé en
proporciones similares tanto en pacientes con epilepsia controlada y
farmacorresistente principalmente dos de doce polimorfismos encontrados
(rs4148396 y rs927344), segun estudios publicados con anterioridad, la
resistencia a farmacos antiepilépticos esta relacionada con su expresion
aumentada, lo que hace que el transporte del farmaco se encuentre fuera del foco
epiléptogeno, lo antes mencionado no concuerda con los resultados expuestos en
esta tesis, ya que, los hallazgos descriptivos no nos orientan al pensamiento de
que existe una diferencia significativa en la expresividad de los polimorfismos de
los genes estudiados y que éstos, estén en relacidén a los procesos de resistencia
a los farmacos antiepilépticos, este resultado no nos parece desalentador, si bien
el estudio abarca una muestra pequena de pacientes y representa una debilidad

de nuestro estudio, es un primer paso que nos abre la posibilidad de que se
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amplie la investigacibn con grupos homogéneos y con mayor numero de
pacientes, por otro lado también sera necesario realizar el estudio en poblacion
sana con la finalidad de determinar si estos polimorfismos se encuentran
expresados en dicha poblacién, haciendo que carezcan de importancia clinica o
de uso paraclinico como biomarcador para predecir la resistencia o sensibilidad a
farmacos antiepilépticos; ademas los pocos estudios previos han sido analizados
practicamente solo para el uso de fenitoina, carbamazepina y fenobarbital en los
esquemas de tratamiento, lo cual difiere en gran proporcidn de los esquemas
utilizados en nuestros pacientes. Por lo que se propone que estudios posteriores
se encaminen a la presencia de polimorfismos en pacientes con tratamientos
especificos como son fenitoina, fenobarbital y carbamazepina que son aquellos
donde se ha encontrado alteracion de PgP y reduccion de sus concentraciones y/o
encaminar a estudios nuevos que incluyan farmacos antiepilépticos de

generaciones mas recientes.
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CONCLUSIONES
Existe la expresion de polimorfismos de la proteinas PGP (ABCB1) y MPR2
(ABCC2) tanto en pacientes con epilepsia tanto de etiologia desconocida
como estructural y metabdlica, sin diferencia significativa en frecuencia de
algun grupo.
La expresion de polimorfismos de las de la proteinas PGP (ABCB1) y
MPR2 (ABCC2) es similar tanto en epilepsia controlada como
farmacorresistente.
El tipo de epilepsia mas frecuente en nuestra muestra fue la focal.
La epilepsia estructural y de causa desconocida fueron mas frecuentes en
epilepsia controlada, en proporciones iguales.
La epilepsia farmacorresistente fue mas frecuente en nuestra muestra que

la controlada.
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ANEXO 1
METODOLOGIA PARA LA SECUENCIACION MASIVA

La secuenciacion masiva supone un avance importante en el ambito clinico ya que
permite una aproximacién global, que facilita la labor del investigador en el estudio
de aquellas patologias en las que se han implicado un alto numero de genes. Asi,
con una sola prueba, se estudian de forma simultadnea exones, intrones y regiones
reguladoras, de todos los genes, sin necesidad de dirigir el estudio a mutaciones
especificas. La secuenciacibn masiva es una herramienta muy poderosa para
descubrir las mutaciones que originan un sindrome epiléptico, la asociacién con la

farmacorresistencia y el metabolismo de los farmacos.

Del DNA gendmico extraido y purificado de la fraccion leucocitaria del paciente, se
obtendran fragmentos entre 200 y 300 pb, posteriormente los fragmentos seran
ligados por los extremos a adaptadores especificos para las plataformas de
lllumina y se amplificaran por PCR utilizando el kit de preparacion de bibliotecas
HaloPlex Target Enrichment para Illlumina de Agilent Technologies. Las bibliotecas
amplificadas por PCR seran enriquecidas unicamente para las regiones de interes
(Gen A, B y C) por captura con sondas complementarias a las regiones

seleccionadas.

Las muestras seran mezcladas equimolarmente para una concentracion final de
20 pM que sera cargada a un cartucho de secuenciacion del kit MiSeq Reagent Kit
v2 de lllumina para su secuenciacién en el instrumento MiSeq de lllumina. La
configuracion de la secuenciacion sera de 2x150 pareada. Las secuencias
obtenidas en formato .fastq seran analizadas con el software SureCall de Agilent
Technologies para la deteccidon de variantes utilizando el genoma humano Hg19
como referencia. Esta tecnologia nos permitira en un solo microarreglo secuencias
5000 pares de bases, por paciente lo que permitira identificar en cada paciente
polimorfismos de 10 genes candidatos que se han reportado con mayor asociacion
con la farmacorresistencia. Los polimorfismos relevantes, seran corroborados por
secuenciacion tipo Sanger.
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO ‘
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD IM$

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO
(NINOS Y PERSONAS CON DISCAPACIDAD)

Nombre del estudio: Estudio de las alteraciones genéticas en genes relacionados con la epilepsia
farmacorresistente.

Lugar y Fecha:

Numero de registro.

Justificacion y objetivo del estudio. Se te esta pidiendo que participes en un estudio de investigacion con la
finalidad de conocer porque te dio tu padecimiento conocido como epilepsia y porque los medicamentos que
te estan dando ya no controlan tus crisis, se le denomina epilepsia farmacorresistente. Creemos que este
estudio nos ayudara a conocer eso.

Procedimientos

Si decido participar ,Qué me va a suceder? Si aceptas participar en este estudio, personal especializado te
tomara 5 ml de sangre (como una cucharada sopera) una vez al inicio del estudio, la cual podra utilizarse en
estudios posteriores que deriven de este mismo protocolo, si estas muy nervioso y no podemos obtener
sangre, se te hara un raspadito con un cepillito y 5 ml de saliva cada 6 meses durante 2 afios para ver si la
cantidad pastillas que te dan para controlar las convulsiones son eficientes.

¢Qué molestias tendré, dolerd? La toma de sangre puede doler pero solo un segundo cuando entra la aguja
en la superficie de tu piel, la toma en el carrillo bucal no produce molestia.
He preguntado al nifio/a y entiende las molestias (inicial).

La participacion es voluntaria: ¢ Tengo que hacer esto? No tienes por qué participar en esta investigacion
si no lo deseas. Es tu decision si decides participar o no en la Investigacion, esta bien y no cambiara nada.
Este es todavia tu hospital, todo sigue igual que antes. Incluso si dices que "si” ahora, puedes cambiar de idea
mas tarde y estara bien todavia.

He preguntado al nifio/a y entiende que la participacion es voluntaria (inicial).

Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento: La informacion de los resultados se le dara a
tus padres y a tu médico tratante, si hay algo en los resultados que ayude a mejorar tu tratamiento sera
informado a tu médico tratante.

He preguntado al nifio/a y entiende los beneficios (inicial).

Confidencialidad: ¢Van a saber todos acerca de esto? No diremos a otras personas que estas en esta
Investigacion y no compartiremos informacion sobre ti a nadie que no trabaje en el estudio de investigacion.
Cuando la investigacion finalice, se te dira a ti y a tus padres los resultados. La informacién sobre ti por la
investigacion sera retirada y nadie si no los investigadores podran verla.

Cualquier informacion sobre ti tendra un nimero en vez de su nombre. Solo los investigadores sabran cual es
tu numero y se guardara la informacién con llave. No sera compartida ni dada a nadie excepto a tus padres si
lo solicitan.

He preguntado al nifio/a y entiende la confidencialidad (inicial).
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Beneficios. ¢Obtengo algo por participar en la investigacion? No hay beneficios econémicos pero esta
investigacion ayudara a otros nifios que tienen esta misma enfermedad.

En caso de coleccion de material biolégico (si aplica):

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

Personal de referencia. En caso de que tenga dudas sobre el estudio favor de contactar a

Dra. Sandra Orozco Suarez y Dra. Iris Feria Romero, responsables del proyecto en la Unidad de

Investigacion Médica en Enfermedades Neuroldgicas, en Hospital de Especialidades, CMN Siglo

XXI. Tel. 55780240, de 8.00 a 17 horas,

Dr. Dario Rayo Mares, Servicio de Neurologia 56276900 ext 21504, Hospital de Pediatria, CMN, Siglo XXI, de
8.00 a las 14.30 horas.

Sé que puedo elegir participar en la investigacion o no hacerlo. Sé que puedo retirarme cuando quiera.

He leido esta informacion (o se me ha leido la informacion) y la entiendo. Me han respondido las preguntas y

sé que puedo hacer preguntas mas tarde si las tengo. Entiendo que cualquier cambio se discutira conmigo.

Acepto participar en la investigacion

O Yo no deseo participar en la investigacion y no he firmado el consentimiento que sigue.
(iniciales del niflo/menor). Solo si el nifio/a asiente:

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacién de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque
“B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69
00 extension 21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma de ambos padres o
tutores o representante legal
Nombre y firma de quien obtiene el
consentimiento

Testigo 1
Nombre, direccion, relacién y firma

Testigo 2
Nombre, direccién, relacion vy firma.
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