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INTRODUCCION

La epilepsia es un desorden neuroldgico que se caracteriza por convulsiones
recurrentes y afecta a aproximadamente 50 millones de personas alrededor del mundo.
Un tercio de los pacientes que padecen esta enfermedad no responden al tratamiento
para reducir las convulsiones, a pesar de recibirlo en monoterapia o incluso politerapia.
Cada individuo reacciona de manera diferente a un farmaco debido a la diferencia entre
los organismos y principalmente al genoma Unico que poseen; por lo tanto, no todos
respondemos de la misma manera ante un tratamiento con farmacos. Los estudios de
farmacogenética proveen informacion atil acerca de mutaciones que afectan la

respuesta hacia un farmaco.

La glicoproteina-P pertenece a un grupo importante de transportadores ABC,
involucrados en la regulacion de la farmacocinética de varios farmacos y funciona
como mecanismo de defensa exportando las moléculas, sustratos de ella, hacia afuera
de las células donde se encuentra. Dentro de las moléculas que son sustrato de la
proteina transmembrana se encuentran varios antiepilépticos como la carbamazepina
y fenitoina, los cuales, para lograr el efecto terapéutico deseado, deben atravesar la
barrera hematoencefélica que tiene como proteina transportadora a la glicoproteina-P.
La sobreexpresién de esta proteina en la barrera hematoencefalica reduciria las
concentraciones de antiepilépticos en las regiones activas de los focos epilépticos
debido a que los reconoce como xenobidticos y este mecanismo se relaciona con el

desarrollo de la resistencia a farmacos en epilepsia.

Grupos de investigacion de diferentes partes del mundo han estudiado la
relacién que existe entre la resistencia al tratamiento de la epilepsia y las mutaciones
que afectan al gen MDR1. Numerosos polimorfismos de nucleétido Unico (SNP),
sindnimos y no sinénimos, han sido identificados en el gen MDR1, algunos de los
cuales se ubican en regiones codificantes y parecen alterar la funcién de la proteina

que codifica.
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En el Perd no se han realizado estudios previos sobre la frecuencia de
mutaciones del gen MDR1 en la poblacion, por lo tanto, no se tiene informacion de si
afectan o no, ni cdbmo afectarian en el caso de un paciente que padece epilepsiay recibe
tratamiento. El presente trabajo tiene por objetivo identificar dos de las posibles
mutaciones del gen MDR1, C3435T y G2677T/A y evaluar la expresion de dicho gen
en personas con diagnostico de epilepsia del Hospital Honorio Delgado Espinoza de
Arequipa, y como consecuencia determinar si existe una relacion entre la presencia de
las mutaciones o la sobreexpresion de la glicoproteina-P y la resistencia ante farmacos

antiepilépticos.
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RESUMEN

La Glicoproteina-P, codificada por el gen MDR1, es una proteina transmembrana y
pertenece al grupo de transportadores ABC; actla como mecanismo de defensa en el
organismo exportando varias moléculas, entre ellas los farmacos antiepilépticos, fuera
del cerebro, donde deben lograr su efecto terapéutico. A lo largo de nuestro ADN
podemos encontrar mutaciones y, es frecuente hallar algunas de ellas en el gen MDR1,
las dos maés relevantes son C3435T y G2677T/A, que podrian afectar la estructura o
funcionamiento de la proteina. Se ha relacionado la presencia de estos SNPs y la
sobreexpresion de la Glicoproteina-P con la resistencia a farmacos antiepilépticos, es
decir, la falta de reduccion del nimero e intensidad de convulsiones en pacientes
tratados con ellos. Este estudio se realiz6 con el objetivo de identificar las mutaciones
ya mencionadas Yy evaluar la expresion de la proteina en una poblacién de Arequipa.
Se recolectaron en total 146 muestras divididas en tres  grupos:
farmacorrespondedores, farmacorresistentes y controles. Para la identificacion de
mutaciones se aplicd la técnica de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (PCR-RFLP) y para medir la expresion del gen MDRL1 se utilizé PCR en
tiempo real (QPCR). Los resultados para el analisis de mutaciones se reportaron como
la frecuencia de los genotipos y la frecuencia alélica. Finalmente se concluy6 que la
resistencia a los farmacos fenitoina y carbamazepina no esta asociada a la presencia
de las mutaciones C3435T y G2677T/A ni a la sobreexpresion de la Glicoproteina-P.

Palabras clave: Glicoproteina-P, mutacion, polimorfismos de longitud de fragmentos

de restriccion, expresion genética, PCR tiempo real.
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ABSTRACT

P-glycoprotein, encoded by the gene MDR1, is a transmembrane protein and belongs
to the ABC family of transporters; it acts as a defense mechanism in the organism
exporting numerous molecules, like antiepileptic drugs (AEDSs), outside the brain
where they have to achieve their therapeutic effect. Over the DNA there could be
mutations and in the MDR1 gene we usually can find some of them, the most important
are C3435T and G2677T/A, they could affect the structure or the function of the
protein. It has been related the presence of this SNPs and the overexpression of P-
glycoprotein with the resistance to AEDs, this means, the lack of reduction of the
number and intensity of the seizures in patients treated with them. This study was carry
out with the aim of identify the mutations and measure the expression of the protein in
a population of Arequipa. A total of 146 samples was divided into three groups:
responder, resistant and control. For the identification of the changings it was applied
the technique of restriction fragment length polymorphisms (PCR-RFLP) and for the
measurement of the expression of the gene MDR1 it was used real-time PCR. The
results for the analysis of mutations were reported as genotypic and allelic frequency.
In conclusion, the resistance to phenytoin and carbamazepine is not related to the
presence of C3435T and G2677T/A mutations, neither to overexpression of P-

glycoprotein.

Keywords: P-glycoprotein, mutation, restriction length fragment polymorphism, gene

expression, real-time PCR.
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CAPITULO |

1.1. OBJETIVOS

General

Identificar la presencia de mutaciones y la expresion del gen MDR1 en pacientes
epilépticos resistentes a carbamazepina y fenitoina del Hospital Honorio Delgado

Espinoza de Arequipa y su relacion con la epilepsia y la farmacorresistencia.

Especificos

o Extraer ADN genomico y ARN total a partir de células sanguineas empleando

el método en fase sdlida utilizando columnas de silica.

o Medir la concentracion, calidad e integridad del ADN gendémico y ARN total

extraidos, por fluorometria, espectrofotometria y electroforesis.
o Amplificar el gen MDR1 empleando la técnica de PCR convencional.

o Identificar la presencia de las mutaciones C3435T y G2677T/A en el gen MDR1

empleando polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP).

o Evaluar la expresion del gen MDR1 por la técnica de PCR en tiempo real
(gPCR).
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1.2. HIPOTESIS

Dado que las mutaciones y sobreexpresion en el gen MDRL1 se han relacionado a la
resistencia frente a los tratamientos para la epilepsia; es probable que la sobreexpresion
genética y las mutaciones en dicho gen en pacientes epilépticos se relacionen también

con la farmacorresistencia en dicha enfermedad.
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MARCO TEORICO

2.1. La epilepsia
La definicion de epilepsia incluye tres elementos, resumidos en:

“Es un desorden cerebral que se caracteriza por la predisposicion a desarrollar
al menos una convulsion, acompafiada de una alteracién en el cerebro que puede
generar mas convulsiones. Ademas de provocar alteraciones en aspectos

neurobioldgicos, cognitivos, psicoldgicos y sociales.” @
2.1.1  Generalidades

Actualmente la epilepsia afecta a unos 50 millones de personas dentro de las
cuales el 80% vive en paises con ingresos bajos y medianos. Entre 4 a 10 por cada
1000 personas padecen epilepsia activa (con ataques y necesidad de tratamiento). Sin
embargo, en paises de ingresos bajos y medianos la incidencia es mayor, entre 7 y 14
por 1000 personas. Anualmente se diagnostica epilepsia a 2,4 millones de personas,
entre 30 y 50 por cada 100 000 y esta cifra se puede duplicar en paises con ingresos

bajos.?%)

Esta enfermedad se considera cronica, no transmisible y las convulsiones que
presenta son movimientos involuntarios que afectan a una parte o a la totalidad del
cuerpo y en ocasiones acompafadas de pérdida de la consciencia y del control de los
esfinteres. Dichas convulsiones se deben a multiples descargas eléctricas de grupos de

células cerebrales.

La epilepsia idiopatica es aquella en la cual no se conocen las causas y la

secundaria o sintomatica puede deberse a las siguientes causas®:
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e Daifio cerebral por lesiones prenatales o perinatales,

e Malformaciones congénitas o alteraciones genéticas,

e Traumatismo encéfalo craneal grave,

e Accidente cerebrovascular,

e Infecciones cerebrales como meningitis 0 neurocisticercosis,

e Tumores cerebrales

El tratamiento con farmacos antiepilépticos (antiepileptic drugs, AEDs), tiene
cuatro objetivos @:

e Eliminar o reducir la frecuencia de las convulsiones.
e Evadir los efectos adversos asociados al tratamiento a largo plazo.
e Ayudar a los pacientes a restaurar su actividad psicosocial y vocacional

e Mantener un estilo de vida normal.

Hasta el momento no existen tratamientos disponibles que prevengan el
desarrollo de la enfermedad o induzcan una remision permanente o cura. La decision
para seleccionar un tratamiento con AED debe estar basada en un anélisis de las causas
como crisis aisladas, sean convulsivas 0 no ya que asi sean crisis menores pueden
presentar alteraciones psicosociales, profesionales y de seguridad. En caso la epilepsia

sea refractaria se plantea un estudio y tratamiento quirdrgico. ©®

Estos farmacos deben atravesar la barrera hematoenceféalica para llegar al

cerebro y causar el efecto terapéutico deseado.®
e Fenitoina

Actla sobre los canales de sodio de la membrana de la célula neuronal,
limitando la proliferacion de la actividad convulsiva y reduciendo la propagacién de
las convulsiones. Promoviendo el flujo de sodio de las neuronas, la fenitoina tiende a
estabilizar el umbral contra la hiperexcitabilidad causada por la excesiva estimulacion
0 cambios ambientales capaces de reducir la gradiente de sodio en la membrana.
Incluye la reduccidn de la potenciacion post-tetanica en la sinapsis lo que impide a los
focos convulsivos hacer detonar areas adyacentes.(”

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

e Carbamazepina

Es un anticonvulsivante cuyo mecanismo de accion es desconocido, pero se
cree que inhibe las descargas repetitivas bloqueando los canales de sodio. El alivio de
dolor puede que esté asociado con el bloqueo de la transmision sinaptica en el nicleo
trigeminal y el control de las convulsiones con la reduccion de la potenciacion post-

tetanica de la transmision sinaptica en la médula espinal.®
2.1.2  Resistencia a farmacos antiepilépticos

Una gran parte de los pacientes que padecen epilepsia responden al tratamiento
con antiepilépticos (farmacorrespondedores), mientras que en un tercio de los
pacientes no se observa reduccion en el namero de convulsiones a pesar de la
administracion de farmacos antiepilépticos o wuna combinacion de ellos
(farmacorresistencia), también conocida como epilepsia refractaria. Sin embargo, la
falta de control sobre la epilepsia no siempre significa que exista farmacorresistencia,
sino gue es una pseudo resistencia, debida a un diagnostico incorrecto o a la falta de
andlisis de causas que deben ser consideradas antes de diagnosticar como resistente a
un paciente como: tratamiento con un farmaco inapropiado; una dosis incorrecta;
errores en la orden de examenes auxiliares como electroencefalogramas o resonancias
magnéticas; errores en el reconocimiento de status epiléptico subclinico; falla en las
propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas de los AEDs en la seleccion de las
dosis; retraso en el reconocimiento de epilepsia refractaria con el consecuente retraso

en la identificacion de pacientes que pueden ser tratados con cirugia. ©1%

La farmacorresistencia en la epilepsia se define como el fracaso de la prueba
de dos tratamientos elegidos y usados adecuadamente, en monoterapia 0 combinacion,

para lograr la reduccion de convulsiones. .

La epilepsia es una condicidn heterogénea con causas variables; la resistencia
a los farmacos antiepilépticos incluye factores genéticos y ambientales, cambios
estructurales o anormalidades en la red neuronal y en el funcionamiento de los
neurotransmisores.*? Existen dos hip6tesis para explicar la farmacorresistencia:

primero, la hipétesis del transportador que sefiala un aumento en la expresion o funcion
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de los transportadores de drogas en la barrera hematoencefélica (BHE), permitiendo
un acceso limitado de los farmacos hacia el sistema nervioso, por lo tanto, las
concentraciones de antiepilépticos son demasiado bajas como para inducir efectos
terapéuticos.®® Segundo, la hip6tesis del Target indica que cambios estructurales y/o
funcionales en los receptores provocan una reduccion en su sensibilidad hacia los
AEDs. (1419

2.2. La glicoproteina-P
2.2.1  Generalidades

La glicoproteina-P (P-Glycoprotein, P-gp), es una proteina transmembrana que
pertenece al grupo de los transportadores ABC (ATP binding cassette) dependientes
de ATP. Su peso es de 170 kD y esta compuesta por 1280 aminoacidos formando dos
mitades, cada una compuesta por seis dominios transmembrana y un dominio de unién
al ATP. Se localiza en diferentes tejidos del organismo, tales como intestino, higado,
rifidn, leucocitos, pancreas, placenta y cerebro (barrera hematoencefalica) (Figura
2).(16-18) Ademas de encontrarse en tejidos normales, se ha encontrado sobre expresada
en células tumorales donde restringe la entrada de agentes quimioterapéuticos hacia
las células, siendo asi una barrera en el tratamiento del cancer por quimioterapia. Una
sola molécula de P-gp puede transportar sustancias con un rango de peso molecular
desde 260 g/mol hasta 1202 g/mol.®®)

Glycosylated
residues ()
0

Extracellular
xenobiotic

Plasm:t(l ’ 0

membrane

Figura 1. Glicoproteina-P (Pg-P) como transportador de flujo de sustratos a nivel de
la membrana.®®
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2.2.2  Funciones de la glicoproteina-P

Esta proteina funciona como mecanismo de defensa y permite o no la entrada
y salida de sustancias. Se trata de una bomba de flujo dependiente de energia (ATP)
que juega un importante rol en la biodisponibilidad y citotoxicidad de un amplio rango
de drogas y xenobidticos. (Figura 1) Puede reducir potencialmente la absorcion, la
biodisponibilidad y el tiempo de retencion de numerosos farmacos. 1619

Las funciones que cumple dependen del tejido en el que se encuentren como
por ejemplo en el sistema nervioso central, protege del paso de xenobidticos y en la

placenta protege al feto de los farmacos.

Figura 2. Localizacion de la glicoproteina-P a nivel del organismo humano.®®

Posee una cualidad unica, un amplio rango en especificidad de sustrato, desde
pequefias moléculas como cationes organicos, carbohidratos, aminoacidos y algunos
antibioticos, hasta macromoléculas como polisacaridos y proteinas.?? Algunos
estudios han demostrado que para definir la afinidad de los compuestos hacia la P-gp

son importantes dos aspectos: la lipofilicidad y el nimero de puentes de hidrégeno de
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un compuesto. El rango de substratos de la P-gp incluye distintos agentes
farmacoldgicos usados en la quimioterapia contra el cancer, hipertension, alergia,
infeccion, inmunosupresion, inflamacion y neurologia; es por ello que muchos de los
antiepilépticos, de naturaleza lipofilica, son substratos de esta proteina.?%?® Cabe
destacar que muchos sustratos de la P-gp son también sustratos del citocromo P450, a
pesar de no existir alguna homologia en la secuencia o en la estructura de ambos.

En el caso particular de la epilepsia, la glicoproteina-P impide que los farmacos
antiepilépticos atraviesen la barrera hematoencefalica, o que soOlo bajas
concentraciones del farmaco lleguen al cerebro disminuyendo asi el efecto terapéutico.
Ademas, la sobreexpresion de transportadores de farmacos (glicoproteina-P) a nivel
de la barrera hematoencefalica también se relaciona con la resistencia a los
antiepilépticos, ya que reduce la acumulacion de los farmacos y evita la accién

terapéutica, (4429

2.3. El gen MDR1

La P-gp esta codificada por el gen MDR1 (Multi Drug Resistance 1), también
[lamado ABCB1, que estéa localizado en el cromosoma 7, region 7g21.12. Comprende
28 exones Y tiene una longitud de 251.3 Kb.?®. Su ADNCc abarca aproximadamente
4.8kb y sus exones se encuentran en un rango de tamario desde 49 hasta 587 pb. 8

2.3.1  Mutaciones en el gen MDR1

En el gen MDR1 (gen de resistencia a multiples farmacos) se han identificado
numerosos polimorfismos que se ubican en regiones codificantes y que pueden alterar
la funcion de la proteina. C3435T, G2677T/A y C1236T son las mutaciones méas

frecuentes y mas estudiados del gen MDR1.
2.3.1.1 C3435T

Se encuentra localizada en el exdn 26, provoca la transicidn citosina por timina
(C>T), representa una mutacion sinénima, es decir el cambio de nucleétido no

produce cambio en el aminoacido que codifica, isoleucina (lle) y se ubica en el
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segundo dominio ATP de la P-gp. Ademas, ha sido asociada a una disminucion en la
expresion de la P-gp en placenta, higado y leucocitos.6182) Muchos estudios han
revelado que la presencia del alelo T se relaciona con una reduccion en la expresion
por encontrarse en una region promotora del gen, a pesar de ser una mutacion

silenciosa por no cambiar el aminoécido codificado. ?®
2.3.1.2 G2677T/IA

En este polimorfismo las transversiones guanina por timina (G—=>T) y guanina
por adenina (G A) representan mutaciones no sinénimas ya que el cambio de guanina
por timina produce el cambio de alanina (Ala) por serina (Ser) y el cambio de guanina
por adenina, produce el cambio por treonina (Thr). Se ubica en el exon 21.(1627

2.3.1.3 C1236T

Esta mutacion provoca la transicion de citosina por timina (C->T), es sindnima
y esté localizada en el exdn 12 que codifica la region TM6, esencial para la union del
substrato. Esta mutacion en combinacion con la C3435T puede producir alteracion en
la estructura tridimensional de la proteina.*®) Sin embargo, por si sola parece no afectar
ni la expresién ni la funcion de la proteina, ademas no se ha demostrado que afecte a
la estabilidad del ARNm. @9

2.3.2  Estado mutacional del gen MDR1 en algunas poblaciones

Se ha reportado informacion sobre las frecuencias alélicas para los
polimorfismos en el gen MDR1 C3435T, los Caucasicos (ingleses) presentan mayor
frecuencia alélica (52%) que los asiaticos, chinos, (47%). La poblacion africana
(ghaneses) por el contrario mostré menor frecuencia alélica que las otras poblaciones

(17%). La poblacién americana (chilenos) presenta una frecuencia alélica de 32%.

En el caso de la mutacién G2677T/A del gen MDR1 se reportan dos variantes
G2677T y G2677A, la frecuencia alélica reportada para la primera, en caucasicos
(alemanes) y asiaticos (japoneses) fue de 42%, y en americanos (chilenos) fue 26%,

mayores a la de afroamericanos (11%). Por otro lado, la variante G2677A es menos
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frecuente ya que la mayor frecuencia alélica se reporta en asiaticos (22%), seguida por

americanos (chilenos) con 9% y finalmente en caucasicos 2%. %

2.4. El rol de la glicoproteina-P en la resistencia a farmacos antiepilépticos

La glicoproteina-P es un ejemplo de transportador de proteinas y ha sido
propuesta como mediadora en la farmacorresistencia en diferentes enfermedades como
cancer @V, infecciones, enfermedades inflamatorias y desordenes del sistema nervioso
central (CNS).

La mayor parte de los farmacos antiepilépticos, entre ellos fenitoina,
carbamazepina, fenobarbital, lamotrigina y levetiracetam, son sustratos de la P-gp, por
su naturaleza lipofilica, ella se encarga de mediar su paso a través de la barrera
hematoencefélica (BHE). (Figura 3)©?

Drug efflux

— Plasma
membrane
LI I I

(RS 55 9595 %
BEFE g ¢

SO

$ 35 3 555595555

ATP-binding
domain

AEDs

Figura 3. Transporte de los farmacos antiepilépticos (antiepileptic drugs-AED) a nivel
de la barrera hematoencefalica.!®

Varios estudios en animales han demostrado que existe sobreexpresion de esta
proteina de transporte en casos de epilepsia, 10 que ocasiona que las concentraciones
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de farmaco que deben llegar al cerebro no sean las suficientes, por ello no hay un efecto
deseado.53%

2.5. Medicina personalizada

La eficacia de un tratamiento, las reacciones adversas a determinados farmacos
y las enfermedades refractarias son evidentes en grupos de pacientes con diagnosticos
idénticos, aparentemente. (Figura 4) Existen numerosos estudios donde las diferencias
interindividuales en la respuesta a farmacos se atribuyen a polimorfismos en genes que
codifican enzimas metabolizadoras, transportadores u objetivos de los farmacos; los
cuales se heredan, permanecen estables a lo largo de la vida de un individuo y cuyos
efectos pueden ser profundos, haciéndolos potencialmente Utiles para estrategias de

prescripcion de farmacos. ¢4

All patients With e e ’* No benefit

the same diagnosis \ + toxicity
+ Benefit
ﬂ , @ﬁ %} + toxicity

No benefit + Benefit
no toxicity no toxicity

Figura 4. Diversidad en los fenotipos de respuesta a farmacos.®%
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Cuando se estudia la accién de un farmaco en un individuo, se toman en cuenta
dos objetivos: qué cantidad de farmaco se necesita para que llegue a su destino en el
organismo y como van a responder las células a dicho farmaco. Es por ello que la

respuesta a farmacos presenta variabilidad entre individuos. ¢®

La vision de la medicina en el futuro es la medicina personalizada, que ofrece
un tratamiento correcto para la persona correcta en la dosis correcta, maximizando la
eficacia del tratamiento y reduciendo la toxicidad en cada paciente. Tiene como
objetivo brindar un tratamiento individualizado y predecir el resultado de aplicar

diferentes tratamientos a diferentes pacientes.®®
2.3.3 Lafarmacogenética y farmacogenémica

La variabilidad ante la respuesta a farmacos entre individuos se debe a
diferentes factores, como son la genomica, epigendémica, el medio ambiente y
caracteristicas personales de cada paciente como el género, edad y probable
medicacion. En los Ultimos afios la farmacogendmica ha permitido comprender la
susceptibilidad a enfermedades y la fisiopatologia, promoviendo el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas. La farmacogendémica implica la efectividad de un
tratamiento, la propension a enfermedades por parte de las personas y el desarrollo de

los farmacos.®"

Generalmente se confunden los términos farmacogenética y farmacogenomica,
es por ello que en el 2002 la Agencia Europea para la evaluacion de productos
medicinales (EMEA, European Agency for the Evaluation of Medicinal Products)

definio:

e Farmacogenética: es el estudio de variaciones interindividuales en la
secuencia del ADN relacionadas a la respuesta a los farmacos, debidas a la

herencia genética. (839

e Farmacogendmica: es el estudio de la variabilidad de la expresion de genes
individuales, relevantes en la propension hacia las enfermedades, asi como la
respuesta hacia un farmaco a nivel celular, tisular, individual o de una

poblacion.®)
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La farmacogendmica es considerada como una evolucion de la
farmacogenética ya que la primera involucra el estudio del genoma completo (ADN)
y sus productos (ARN), en aspectos relacionados con la respuesta a farmacos,
utilizando tecnologias de alto rendimiento; en tanto que la segunda estudia sé6lo un
numero limitado de genes para caracterizar las bases moleculares de la respuesta

individual a farmacos. ©®

2.6. Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) fue
desarrollada en los afios 80 por Kary Mullis, que recibi6 el premio Nobel en 1994. Es
una técnica molecular que permite la amplificacion de una region especifica de ADN
billones de veces utilizando la enzima ADN polimerasa, permitiendo asi una posterior

manipulacion del ADN con otras técnicas moleculares.“%4)

Se utiliza para amplificar una regién especifica de ADN generalmente hasta 10

kb, sin embargo, existen técnicas que permiten amplificar fragmentos de hasta 40 kb.
(42)

241 Fundamento de la PCR

La enzima ADN polimerasa, que normalmente esta presente en la replicacion
del ADN en nuestras células, sintetiza una cadena complementaria al fragmento diana
utilizando una pequefia secuencia de nucledtidos Ilamado primer o cebador. EI primer
se une a la secuencia de ADN en un sitio especifico, donde la polimerasa se une y
sintetiza una hebra complementaria usando los oligonucle6tidos para completar la
secuencia. Los cebadores limitan el fragmento que seré sintetizado por la enzima, es

por eso que el resultado son millones de copias de la secuencia flanqueada por ellos.“?

La reaccidn se lleva a cabo en un termociclador, un equipo que logra hacer
cambios de temperatura de manera rapida y controlada; permitiendo que se realicen
las tres etapas del proceso de amplificacion.“? Los termocicladores modernos utilizan
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el efecto Peltier que permite el calentamiento y enfriamiento del bloque que contiene
los tubos de PCR mediante la inversion de la corriente eléctrica. 42

2.4.2  Componentes de la PCR
Para la reaccion en cadena de la polimerasa se necesita®?*® (Figura 5):

e ADN templado o molde: es el molde que utilizara la enzima polimerasa para
sintetizar una hebra complementaria. Puede utilizarse ADN gendmico, de una
o0 doble hebra; un fragmento o incluso un ADN circular.

e Enzima ADN polimerasa: existen varias enzimas que varian en fidelidad,
eficiencia y su habilidad para sintetizar productos de PCR. Actualmente se
utiliza la Taqg polimerasa que debe soportar altas temperaturas sin bloquear su
actividad, esta enzima lleva el nombre por la bacteria de donde se aislo
Thermus aquaticus y es muy termoestable ya que esta bacteria vive en aguas
termales.

e Oligonucledtidos o Cebadores (primers): secuencias de nucleotidos sencillas
que flanquean el fragmento deseado y representan el factor mas importante
para la eficiencia y especificidad de la reaccion. Son complementarios al
extremo 3’ del ADN molde.

e Desoxi nucledtidos trifosfatados (dNTPs): necesarios para que la enzima
polimerasa los incluya en la sintesis de la nueva hebra de ADN.

e Cationes divalentes: Mg*? como cofactor de la enzima

e Solucion buffer: provee un ambiente quimico favorable para la actividad
Optima y estabilidad de la enzima; mantiene el pH entre 8.3 — 8.8 a

temperatura ambiente durante la reaccion.
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ADN molde
Tag
Polimerasa

—
—
Primers

Oligonucledtidos

Figura 5. Componentes de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

2.4.3 EtapasdelaPCR
2.4.3.1 Activacion de la enzima

Consiste en la activacion de ciertas ADN polimerasas durante 1 a 9 minutos a

94-96°C. Estas enzimas son conocidas como hot-start. 42
2.4.3.2 Desnaturalizacion

Consiste en la separacién de la doble cadena del ADN (dsADN) elevando la
temperatura del mismo hasta aproximadamente 90-95°C. La separacion se realiza por
la ruptura de los enlaces de hidrégeno entre las bases complementarias, obteniéndose
una ADN de hebra simple (ssADN).“?
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2.4.3.3 Alineamiento

En este paso la temperatura disminuye, lo que permite la alineacion de los
cebadores a la hebra complementaria del ADN desnaturalizado. La temperatura de este
paso varia entre 55-65°C y depende de la Tm (melting temperature, temperatura de

fusion) de los cebadores elegidos. 4042)
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90 °C 72 °C
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:
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Figura 6. Etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).“%

2.4.3.4 Extension o elongacién

Se lleva a cabo a 72°C, temperatura Optima de actividad de la Taq polimerasa
que sintetizard nuevas hebras de ADN usando como punto de inicio los cebadores y
agregando los oligonucleotidos (ANTPs) en direccion 5° a 3°. El tiempo de extension
dependera tanto de la polimerasa utilizada como del tamafio del amplicon que sera

amplificado. ¢042)

En algunas ocasiones serd necesario un paso final Ilamado extension o
elongacion final con el fin de asegurar que las nuevas hebras de ADN se encuentren

completas.*?
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Estos tres pasos se repiten entre 30-40 ciclos y cada repeticion resulta en el
doble de copias de la anterior. Finalizados los ciclos no se genera méas producto de

PCR ya que se han agotado todos los reactivos.“?
2.4.4  Deteccion de productos

La visualizacion de productos de PCR (amplicones) es esencial para determinar
la calidad y calidad de la secuencia de ADN amplificada. La prueba “gold-standard”
para el andlisis de productos es la secuenciacion, pero para fines practicos se utiliza la
electroforesis que permite la visualizacion de los productos amplificados. Se utilizan
geles de agarosa para separar los productos de PCR y el tamafio se determina por
comparacion con un marcador de peso molecular, que contiene fragmentos de ADN
de tamarfio conocido. La visualizacion se basa en una tincidén con un reactivo que se
intercala entre dos cadenas de ADN Yy es visible gracias a su fluorescencia ante la

exposicion a luz ultravioleta (UV).#249

e Electroforesis

Es la migracion de moléculas por accion de la corriente eléctrica sobre una
matriz que no es afectada por la electroforesis y permite limitar y controlar el
movimiento. Se utiliza generalmente para analizar acidos nucleicos y proteinas. Los
acidos nucleicos migran desde el polo negativo (catodo) hacia el polo positivo (anodo),
ya que se encuentran cargados negativamente gracias al grupo fosfato que contienen.
Las moléculas migran a velocidades inversas a su tamario, es por ello que un fragmento
de ADN mas pequefio atraviesa con mas facilidad la “malla” que representa el gel de

agarosa, y un fragmento méas largo tardara mas en llegar hacia el anodo.®546)
245 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real (Quantitative Polimerase Chain Reaction, qPCR),
permite monitorear el proceso de amplificacion mientras este se lleva a cabo,
fusionando los pasos de amplificacion y deteccion. Se utilizan colorantes que emiten
fluorescencia y actian como reporteros. Esta técnica se basa en medir una sefial, la
fluorescencia, que corresponde a la cantidad de ADN amplificado en cada ciclo de

PCR. El punto en el cual la fluorescencia pasa el umbral (threshold) se considera como
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el punto en el cual la reaccidon de amplificacién comienza y se denomina Ct (threshold

cycle).”

La diferencia entre los componentes de una PCR convencional y una gPCR es
el uso de un fluorocromo, quien emitira la sefial que cuantifica el termociclador y

generalmente se usa como cadena molde un ADN de cadena simple.

El fluorocromo mas utilizado es el SYBRgreen (Figura 7), es un agente
intercalante que emite fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN amplificado
cuando se intercala en un ADN de doble hebra, sin embargo, suele ser inespecifico ya
que se puede unir a cualquier secuencia de ADN, ya sea la deseada o alguna

amplificacion inespecifica.®)

(@) 0

e _—— —

—— e 0
0 0] 0

—_— — E— ——.——O—I 5
Template DNA with unbound Denaturation, primer binding SYBR Green bound to double stranded
SYBR Green with little fluorescence and DNA emits fluorescence that is proportional
extension to the DNA amplified

Figura 7. Mecanismo de union de las moléculas de SYBR Green durante la gPCR,
mayor afinidad cuando se ha unido al ADN de doble hebra.“?

También se utilizan sondas marcadas que tienen dos partes, un quencher que
bloguea la emision de fluorescencia y un reportero que emite la sefial. Esta sonda
funciona como un segundo primer, se une a la secuencia de ADN y cuando la
polimerasa se une para iniciar la union de oligonucle6tidos se escinde el reportero y

ocasiona es la emision de fluorescencia.®®

Una de las aplicaciones mas importantes de la qPCR es el analisis de expresion
de genes. El proceso de una qPCR para el analisis de expresion de genes requiere un
paso extra. Ya que se parte de un gen que ya fue expresado, se extrae el ARN
mensajero (ARNm) de una célula que luego debe ser convertido a ADN
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complementario (ADNc) de manera in vitro, utilizando la enzima retrotranscriptasa, la

cual se obtiene de retrovirus que transcriben el ADN usando el ARN como molde.“?
2.4.5.1 Tipos de cuantificacion de la expresion genética
a) Cuantificacion absoluta

La cuantificacion absoluta utiliza diluciones seriadas de estandares de
concentracion conocida de ADN genémico y ADNc para realizar una curva de
calibracion. Esta curva genera una relacion linear entre el Ct y la cantidad de ARN o
ADNCc que permite determinar una concentracion en muestras desconocidas basandose

en el valor Ct.®%1%2
b) Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa determina los cambios en los niveles de ARN
mensajero (ARNmM) en estado estacionario en multiples muestras y lo expresa en
relacion a los cambios de nivel de un ARN control interno. Se utiliza un estandar
externo o una muestra referente, conocida como un gen de referencia. Se puede realizar
una co-amplificacion en un mismo tubo o en un tubo separado.®® Los genes de
referencia se expresan de manera constante en diversos tejidos, en cualquier etapa de
desarrollo y no deben ser afectados por el tratamiento experimental, por ello funcionan
como controles. La ventaja de usarlos es que funcionan como referencias ya que han
sido sometidos a las mismas condiciones que el o los genes cuya expresién se desea
analizar ya que se trata del mismo mARN. Los més utilizados son: la B-actina,
GAPDH, GUS, la subunidad 18S del ARN ribosomal (ARNTr).Y

Los resultados de este tipo de cuantificacién se expresan como una relacion
entre gen de interés/gen de referencia y existen diversos modelos matematicos para
calcular la expresion del gen de interés. EI mas conocido es el “método delta delta”
que compara la expresion relativa entre tratamientos aplicados a la muestra. Fue
desarrollada por PE Applied Biosystems (Perkin Elmer). Esta formula corresponde a
una simplificacion de la ecuacion original propuesta por Pffafl donde se considera la

eficiencia de la PCR en tiempo real. En el “método delta delta” se asume que la
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eficiencia de la amplificacion por PCR en tiempo real es la 6ptima e idéntica (E=2)

tanto para la muestra con tratamiento, como para el control.®%

R = 2_[ACPmuestra_ACPcontrol]
R = 2—AACP

Donde:
R: Relacion de expresion

CP: “crossing point” o punto de cruce, se refiere al ciclo en el cual la curva de reaccion

intercepta el umbral o “threshold”.
CPrmuestra: punto de cruce de la muestra con tratamiento.

CPcontrol: punto de cruce de la muestra sin tratamiento.

2.7. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion

La técnica de los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(Restriction Fragments Length Polymorphism, RFLP), se usa para diferentes
propositos, especialmente para la deteccion de polimorfismos en el ADN para estudiar
la variacion genética en organismos vivos. La gran cantidad de datos que existe sobre
los polimorfismos provee informacion importante sobre genes involucrados en
enfermedades genéticas, desarrollo de farmacos, genética de poblaciones, estudios de

evolucion e investigaciones forenses.®®

Los RFLP’s se observan como las diferencias en tamafo y nimero de
fragmentos generados por una enzima de restriccion. Dichos fragmentos varian como
resultado del cambio de uno o mas nucle6tidos en la secuencia de reconocimiento de

la enzima de restriccion.®d
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2.5.1 Fundamento de la técnica

Los RFLP se basan en la digestion con una endonucleasa (enzima) de un
producto de PCR (amplicon). Dicha enzima reconoce la region especifica en la
secuencia del producto de PCR donde se encuentra la mutacion y lo corta. Los
resultados se revelan mediante electroforesis en gel, que separa los fragmentos

cortados por las enzimas de restriccion.®

Para realizar el procedimiento se necesita un control interno de ADN que tiene
el sitio de restriccion que reconoce la enzima que estamos utilizando, para confirmar
la actividad apropiada de la enzima; y las muestras que seran sometidas a la digestion
con la(s) enzimas de restriccion. En la electroforesis se evidencia uno 0 mas
fragmentos que resultan del corte de las enzimas, por ello es necesario conocer el sitio
de restriccion, el tamafio del amplicon y el numero y tamafio de los fragmentos que
resultan de la digestion. Ademaés, se utiliza un marcador de peso molecular para

verificar el tamafio de los fragmentos.®®
2.5.2 Enzimas de restriccion

Inicialmente Werner Arber propuso que las bacterias podian protegerse de
ADN extrafio, generalmente de virus y bacteriéfagos, a través de un mecanismo de
defensa genético que consistia en que una enzima cortaba esas moléculas de ADN en
sitios especificos Ilamados sitios de restriccion, sin embargo, su propio ADN
gendémico se encontraba protegido por un proceso de metilacion realizado por una
enzima ADN metiltransferasa. La enzima con actividad endonucleasa fue nombrada
inicialmente como “endonucleasa R” pero luego el nombre cambié a enzimas de
restriccion y posteriormente otros microbi6logos aislaron otras enzimas de otras
bacterias. Con el paso de los afios, los cientificos han aislado méas de 800 enzimas de

restriccion que reconocen y cortan mas de 100 diferentes sitios de restriccion.®®

Las enzimas son conocidas como endonucleasas de restriccion ya que cortan
por dentro de la doble hélice de ADN y no en los extremos, también son consideradas

como una herramienta basica en la ingenieria genética.“®
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La mayor parte de las enzimas realizan el corte en un ADN de doble hebra
(dsADN), pero existen algunas pocas que lo hacen en ADN de una sola hebra
(ssADN), aungue con menor eficiencia. Los sitios de restriccion tienen generalmente
entre 4 a 6 nucleotidos de largo y son secuencias palindromas, es decir, la secuencia

es la misma leyéndola de izquierda a derecha y viceversa.®”

e Mbol reconoce la secuencia palindroma GATC, trabaja a 37°C y es sensible

a ciertas secuencias de ADN metilado. ¢

5 ..|GATC ...3

3...CTAGT...S

e Banl reconoce la secuencia palindroma GGYRCC, trabaja a 37°C y es

sensible a algunas secuencias de ADN metilado. ¢%

5..GJGYRCC ... 3>

3...CCRYGIG... 5

e Bsrl reconoce la secuencia ACTGG, trabaja a 65°C no puede realizar el corte

si la secuencia de ADN se encuentra metilada. 9

55.,ACTG GN| ... ¥

3. TGACICN ...5

2.5.2.1 Tipos de enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion se clasifican en 4 tipos basados en diferentes
criterios como estructura, cofactores, especificidad de la secuencia de restriccion y la

posicion del corte desde el sitio de restriccion.
a) Tipo |

Reconoce secuencias de ADN especificas, pero corta en sitios aleatorios que

pueden estar alejados hasta 1000 pares del sitio de reconocimiento, por ello no tienen
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aplicaciones practicas. Tienen actividad metilasa y requieren ATP y S-adeosil-L-
metionina (SAM). &7

b) Tipo Il

Reconocen y cortan directamente el sitio de reconocimiento. No tienen
actividad metilasa y son ATP independientes, pero requieren Mg*? como cofactor. A
esta clase pertenecen la mayoria de las enzimas comerciales que son usadas para el

analisis de ADN y en la clonacion molecular. 7
c) Tipo I

Reconocen secuencias especificas, pero hacen el corte en un sitio diferente,
aproximadamente a 20 - 30 nucle6tidos del sitio de reconocimiento. Necesitan dos
secuencias diferentes, no palindromas, reversamente orientadas para realizar el corte.
Requieren S-adeosil-L-metionina y ATP para su actividad metilasa y de digestion

respectivamente. ¢
d) Tipo IV

Se utilizan para cortar moléculas de ADN con modificaciones como

metilacion, hidroximetilacion y glucosil-hidroximetilacion. 7
2.5.2.2 Patrones de corte de las enzimas de restriccion

Las enzimas de que cortan en la secuencia de reconocimiento (tipo Il) pueden

generar dos tipos de cortes:

a) Extremos romos

Las enzimas cortan el dSADN en la posicién exacta del sitio de reconocimiento

en ambas hebras, generando un extremo plano bicatenario. ¢

b) Extremos cohesivos 0 pegajosos

Las enzimas cortan asimétricamente en el sitio de restriccion generando un
corte en forma de escaldn, resultando extremos de una sola hebra que pueden alinearse
y solaparse con extremos de ADN que tienen una hebra complementaria. ¢”
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El trabajo en su totalidad fue ejecutado en el Laboratorio de Biologia Molecular
y Farmacologia experimental (H-401) de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catdlica de Santa Maria (UCSM) -

Arequipa

3.2. Materiales
3.2.1 Material bioldgico

e El material biolégico empleado corresponde a muestras de sangre periférica
(células sanguineas), extraidas de voluntarios con epilepsia y voluntarios
control (sanos). Las muestras de voluntarios con epilepsia fueron obtenidas
en el Servicio de Neurologia del Hospital Regional Honorio Delgado

Espinoza de Arequipa.

3.2.2  Material de laboratorio
e Micropipetas (P1000, P200, P100, P20 y P10)
e Probetas de 25, 500 y 1000 mL

e Vaso de precipitado de 25, 50 y 100 mL
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e Matraz Erlenmeyer de 50 y 100 mL

e Tubos falcon estériles de 15y 50 mL

e Tubosde1l.5mL

e Tubos de PCR de 200 pL

e Placas de 96 pozos para g°PCR

e Film adhesivo para placas de gPCR

e Tips estériles para micropipetas de 1000, 200 y 20 uL
e Racks para tubos falcon, tubos de 1.5 mL y 200 pL
e Placas de cultivo celular de 96 pozos

e Parafilm

e Vacutainer con anticoagulante EDTA

e Algodon

e Ligadura

3.2.3 Reactivos
e Etanol 96°y 70°
e Agarosa grado biologia molecular
e Agarosa ultrapura
e Agua grado biologia molecular

e Buffer tris-acetato-EDTA 50x (TAE)
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e Cebadores u oligonucleétidos

e Enzimas de restriccion (Mbol, Banl, Bsrl)

e Marcador de peso molecular 100bp

e Buffer de carga (Loading dye)

e Agente intercalante de ADN (SybrSafe y RUnSAFE)

e Buffer tris-acetato-EDTA 50x (TAE)

3.24  Kits
e innuPREP Blood ADN kit (analytikjena)
e innuMIX Standard PCR MasterMix (analytikjena)
e  Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)
e InnuPERP Blood RNA kit (analytikjena)
e Qubit RNA HS Assay Kit (Invitrogen)
e OneScript cDNA Synthesis Kit (Applied Biological Materials, abm)

e innuMIX gPCR SyGreen Sensitive (analytikjena).

3.25 Equipos
e Centrifuga para tubos falcon y para tubos de 1.5 mL (Scilogex — D3024R)
e Termobloque para tubos de 1.5 mL (Biosan — TS-100)

e Termociclador (Peglab — pegstar)
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e Termociclador tiempo real (Eppendorf — Mastercycler Realplex? epgradient
S)

e Céamara de electroforesis horizontal tipo submarino (BIO-RAD — Mini-Sub
Cell GT)

e Transiluminador UV (Cleaver scientific Ltd — Clear View)
e Congeladora

e Cabina de PCR (Cleaver scientific Ltd — Clean View UV Cabinet CSL-
UVCAB)

e  Fluorémetro (Invitrogen - Qubit 2.0)

e Lector de placas de quimioluminiscencia (Thermo scientific — Varioskan
LUX)

e Agitador vortex (Labnet International — S0200-230V-EU)
e  Mini spin

e Microondas

3.3. Métodos
3.3.1  Seleccion de pacientes
Criterios de seleccion

Se incluirdn pacientes epilépticos que sean atendidos en consulta externa del
servicio de Neurologia del Hospital Regional Honorio Delgado Espinoza en el periodo
comprendido entre el afio 2017 y el 2018. Los pacientes deben satisfacer los criterios

descritos a continuacion:
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Criterios de inclusién

e Pacientes epilépticos mestizos que acudan a consulta externa del Hospital
Regional Honorio Delgado Espinoza.

e Pacientes con una o mas crisis por mes a pesar de haber recibido
adecuadamente y con dosis plena diaria 1 0 2 FA&rmacos Antiepilépticos de

primera linea.

e Falta de eficacia de dos Farmacos Antiepilépticos en monoterapia y/o una
combinacion de ellos (poli terapia), pese a recibir una dosis terapéutica y

cumpliendo indicaciones de manejo.
e Pacientes de ambos sexos, adultos, con edad entre 15 y 80 afios.
e Pacientes con Epilepsia farmacorresistente entre los 15 y 80 afos.
e Pacientes con diagndsticos clinico de epilepsia.

e Pacientes que se encuentran actualmente en monoterapia o poli terapia con

maximo de 2 antiepilépticos que incluya fenitoina y/o carbamazepina.

e Pacientes con funcion hepatica normal, valores de transaminasas piruvica y
oxaloacética, fosfatasa alcalina y bilirrubina dentro de los limites de

normalidad.

Criterios de Exclusion
e Pacientes que no deseen participar en el estudio

e Pacientes inadecuadamente diagnosticados (eventos paroxisticos no
epilépticos) o tratados (pseudoresistentes), es decir con seleccion inapropiada
del Farmaco Antiepiléptico.
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e Pacientes con uso concomitante de antagonistas de canales de calcio,
esteroides, macrélidos, recibidos con un mes de anterioridad al ingreso del

estudio.

e Pacientes con sospecha o diagndstico de enfermedad degenerativa o
progresiva del sistema nervioso (por ej. enfermedad mitocondria)

e Pacientes que consuman alguno de los siguientes farmacos que inhiben la
glicoproteina  P: Amiodarona, amitriptilina, astemizol, carvedilol,
claritromicina, cortisol, diltiazem, disulfiram, eritromicina, fluoperazina,
haloperidol, nifedipina, rifampicina. ritonavir. Simvastatina, tetosterona,

tracrolimus o verapamilo.

e Pacientes con concomitancia de enfermedades cronicas como autoinmunidad,

diabetes o cancer.
e Mujeres embarazadas

e Pacientes con hipersensibilidad conocida o intolerancia a los farmacos en

estudio o a los excipientes de su formulacion.
Los pacientes seran clasificados en tres grupos; sensibles y resistentes a los farmacos.
Grupos de estudio:
e GRUPO A (n=23), pacientes sensibles a la terapia con anticonvulsivantes.

e GRUPO B (n=23), pacientes resistentes a la terapia con anticonvulsivantes.

e GRUPO C (n=45) grupo control, pacientes sin epilepsia o historial familiar

de epilepsia.

Los “n” indicados para cada grupo de estudio representan el minimo de

pacientes que se utilizaran en el presente estudio para realizar el analisis estadistico.
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3.3.2  Obtencion de muestras de sangre de pacientes con epilepsiay voluntarios

Se obtuvieron las muestras de sangre (5 mL) por venopuncion en el brazo y se

depositaron en tubos vacutainer con anticoagulante EDTA.

3.3.3  Deteccidn de mutaciones C3435T y G2677T/A en el gen MDR1 mediante
RFLP

3.3.3.1 Extraccion de ADN gendmico a partir de células sanguineas

Se utilizo el método en fase solida utilizando columnas de silica, innuPREP
Blood DNA Mini Kit (analytikjena).®? segun las instrucciones del fabricante. Se
realizaron dos extracciones por cada muestra de sangre. EI ADN fue rotulado con un
cddigo y almacenado a -20°C hasta su posterior analisis.

3.3.3.2 Evaluacion de la integridad y calidad del ADN

La integridad del ADN se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa
(1%). 62 Se pes6 0.15 g de agarosa y se afiadié 15 mL de buffer TAE 1X, luego se
calent6 la mezcla. Se vertio en el molde donde se coloco el peine para la formacion de
pozos. En cada pozo se cargaron 8 pl de muestra con 2 ul de RunSafe. La corrida se
realizé a 90 V durante 30 minutos utilizando buffer TAE 0,5 X. Las bandas se

revelaron colocando el gel en el transiluminador (luz UV).

Revelado en luz
muestras uv

Preparacion del
gel de agarosa

&

Figura 8. Metodologia para la deteccion de productos mediante electroforesis.
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La calidad del material genético se evalu6 por espectrofotometria en un lector
de placas de quimioluminiscencia Varioskan LUX (Thermo Scientific). Se realiz6 una
dilucion 1/10 utilizando agua grado biologia molecular y se midié la absorbancia del
ADN a dos longitudes de onda: 280 y 260 nm.

3.3.3.3 Cuantificacién del ADN

La cuantificacion se realizé por fluorometria utilizando el Qubit dsSDNA HS
Assay Kit y 1 pL de ADN extraido. El procedimiento de cuantificacion incluyo la
medicion de dos estandares de ADN que se incluyen en el kit. Se prepar6 una solucion
de trabajo (working solution) diluyendo el reactivo Qubit dsSDNA HS Reagent con el
Qubit dsDNA HS Buffer (1:200) por cada muestra y estandar. Para cuantificar los
estandares se mezclo en un tubo 190 pL de solucion de trabajo con 10 pL de cada
estandar y para las muestras 199 L de solucion de trabajo con 1 uL de ADN extraido.
Cada tubo se agit6, se incub6 en oscuridad, a temperatura ambiente durante 2 minutos
y se ley6 en el fluorémetro Qubit 2.0.

3.3.3.4 Amplificacién del gen MDR1 por PCR convencional

Se utilizé el innuMIX Standard PCR MasterMix (analytikjena). La secuencia
de los cebadores especificos para cada mutacion se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos o cebadores utilizados para realizar la
PCR de las mutaciones C3435T, G2677T y G2677A del gen MDRL.

Mutacion Secuencia

Forward:
5’- TTGATGGCAAAGAAATAAAGC-3’
Reverse:

5’- CTTACATTAGGCAGTGACTCG-3’
Forward:
5>-TTTGCAGGCTATAGGTTCCAG-3’
Reverse:
5-TTTAGTTTGACTCACCTTCCCG-3’
Forward:

5’- TTTGCAGGCTATAGGTTCCAG-3’
Reverse:

5’- GTTTGACTCACCTTCCCAG-3’

C3435T

G2677T

G2677A

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

La concentracion final de los cebadores y el protocolo de amplificacién se
muestran en la Tabla 2. La cantidad de ADN afiadida en cada reaccion fue entre 50 y
100 ng; el volumen agregado fue calculado para cada muestra a partir de los datos de

cuantificacion de la Tabla 16 del Anexo 1.

Tabla 2. Concentracion final de los cebadores y protocolos de amplificacion para las
mutaciones C3435T, G2677T y G2677A del gen MDRL.

Mutacion ancentramon final Protocolo de amplificacion
e los cebadores
94°C | 4 min
94°C 30s
C3435T 500 nM 56°C 30s 35 ciclos
72°C 30s
72°C | 5min
94°C | 3 min
94°C 20s
G2677T 500 nM 55°C 20s 40 ciclos
72°@ 30s
72°C | 5min
94°C | 3 min
94°C 20s
G2677A 300 nM 55°® 20s 40 ciclos
72°C 30s
72°C 5 min

Preparacion del mix de | Programacion del
PCR termociclador

Figura 9. Metodologia para la amplificacion del gen MDR1.
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El mix, con un volumen final de 30 pL, se prepar6 en la cabina de PCR,
previamente esterilizada durante 15 minutos con luz UV, y el ADN se afiadi6 fuera de
la cabina. Se colocaron las muestras en el termociclador y se insert6 el protocolo de
amplificacion dependiendo de los cebadores utilizados®® indicados en la Tabla 2. La
reaccion de PCR se hizo por duplicado para cada muestra. Los productos de PCR se
almacenaron a -20°C.

3.3.3.5 Digestion de productos de PCR con enzimas de restriccion

Se utilizaron enzimas de restriccion Mbol, Banl y Bsrl para la digestion de los
productos de PCR, siguiendo las instrucciones del fabricante de cada una. La digestion
enzimatica se llevd a cabo en el termoblogue segun las condiciones indicadas en la
Tabla 3. Se realizaron dos digestiones por producto de PCR. Los productos de

digestion se almacenaron a -20°C.

Tabla 3. Enzimas de restriccion usadas para la digestion de los productos de PCR y
condiciones de digestion.

- Enzimade Temperatura Tiempo de
Mutacion . ; - . .
restriccion = de digestion digestion
C3435T Mbol 37°C 4 horas
G2677T Banl 37°C 4 horas
G2677A Bsrl 65°C 4 horas

3.3.3.6 Electroforesis de productos de PCR y productos de digestion

Se prepararon geles de agarosa al 2% para los geles de todos los productos de
PCR®2, Para los geles de productos de digestion se utilizé agarosa ultrapura al 2.5%
para los productos de digestion de la region C3435T y 4% para los productos de
digestion de las regiones G2677A y G2677T con de buffer TAE 1X, calentando la
mezcla.®¥ Después de enfriar se afiadié 2.5 pl de SYBR Safe y se vertio la mezcla en

el molde. En cada pozo se cargaron 8 ul de muestra méas 2 pl de Loading buffer 6X.
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En uno de los pozos de cada gel se cargd el marcador de peso molecular
ThermoSCIENTIFIC gene ruler 100pb ADN ladder, siguiendo las instrucciones del
fabricante.®) La corrida se realizd a 70-80 V durante 30-50 minutos utilizando buffer

TAE 0,5 X. Las bandas se revelaron colocando el gel en el transiluminador (luz UV).
3.3.4  Evaluacion de la expresion del gen MDR1 mediante gPCR
3.3.4.1 Extraccion de ARN total a partir de células sanguineas

La extraccion del ARN total se realizo con el método en fase sélida utilizando
columnas de silica, innuPREP Blood RNA kit (analytikjena) segun las instrucciones
del fabricante.®® La extraccion de ARN se hizo por duplicado, luego este fue rotulado
con un codigo y almacenado a -20°C.

3.3.4.2 Evaluacion de la integridad y calidad del ARN

La integridad del ARN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa
(1%).62) Se pes6 0.15 g de agarosa y se afiadio 15 mL de buffer TAE 1X, luego se
calento la mezcla. Se vertio en el molde donde se coloco el peine para la formacion de
pozos. En cada pozo se cargaron 8 pl de muestra con 2 ul de RunSafe. La corrida se
realizo a 80 V durante 30 minutos utilizando buffer TAE 0,5 X. Las bandas fueron

reveladas colocando el gel en el transiluminador (luz UV).

La calidad se evalu6 por espectrofotometria. Se midié la absorbancia de cada
ARN extraido en el lector de placas de quimioluminiscencia. Se diluy6 el ARN 1/10
con agua grado biologia molecular y se midié a las longitudes de onda 230 nm, 260

nmy 280 nm.
3.3.4.3 Cuantificacion del ARN

La cuantificacion se realiz6 por fluorometria utilizando el Qubit RNA HS
Assay Kit y 2 uL de ARN extraido. El procedimiento de cuantificacion incluyo la
medicidn de dos estandares de ARN que se incluyen en el kit. Se prepard una solucion
de trabajo (working solution) diluyendo el Qubit RNA HS Reagent con el Qubit RNA
HS Buffer (1:200) por cada muestra y estandar. Para cuantificar los estandares se

mezclé en un tubo 190 pL de solucion de trabajo con 10 pL de cada estandar y para
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las muestras 198 pL de solucién de trabajo con 2 uL de ARN extraido. Cada tubo se
agitd, se incubo en oscuridad, a temperatura ambiente durante 2 minutos y se leyo en

el fluorémetro Qubit 2.0.

. Lectura en el fluorometro Qubit
‘ Preparacion de la mezcla ’ 20 Qo

Figura 10. Metodologia para la cuantificacion de &cidos nucleicos.

3.3.4.4 Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Se utilizé el kit OneScript cDNA Synthesis Kit (Applied Biological Materials,
abm) de acuerdo a las instrucciones del fabricante®” siguiendo el protocolo de la Tabla
4.

Se afiadié un volumen de 10 uL de ARN para todas las reacciones de sintesis,

con el fin de obtener la méxima cantidad de ADNc, por ser més estable que el ARN.

El ADNCc obtenido fue almacenado a -20°C para su posterior utilizacion.

Tabla 4. Protocolo de sintesis de ADN complementario (ADNc)

Temperatura Tiempo
25°C 10 min
42°C 15 min
85°C 5 min
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3.3.4.5 Cuantificacion del ADNc obtenido por fluorometria.

La cuantificacion se realizé por fluorometria utilizando el Qubit dsDNA HS
Assay Kity 1 pL de ADNCc sintetizado.

El procedimiento de cuantificacion se realizo al igual que la cuantificacion del
ADN extraido en la seccion 3.3.3.3.

3.3.4.6 Medicion de la expresion relativa del gen MDR1 por gPCR

El ADNCc se llevé a amplificacion por PCR en tiempo real (QPCR) empleando
oligonucleottidos o cebadores especificos, acompariados del fluor6foro SYBRGreen
con el kit innuMIX gPCR SyGreen Sensitive (analytikjena). Ademés de la
amplificacion del gen MDR1, se amplifico un gen de referencia al mismo tiempo, el
gen GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). La secuencia de los cebadores

se indica en la siguiente tabla:

Tabla 5. Secuencias de los oligonucledtidos o cebadores utilizados para realizar la
PCR tiempo real (qQPCR) del gen MDR1 y gen de referencia GAPDH.

Mutacion Secuencia

Forward:
5’-CCCATCATTGCAATAGCAGG-3’

MDR1
Reverse:

5’-TGTTCAAACTTCTGCTCCTGA-3’

Forward:
5’GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
GAPDH

Reverse:
5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

La concentracién final de los cebadores de ambos genes y el protocolo de
amplificacion se sefiala en la Tabla 6, para un volumen final de reaccion de 20 pL. La
cantidad de ADNc afiadida en cada reaccion fue de 2.5 ng; el volumen agregado a cada

reaccion que fue calculado para cada muestra a partir de los datos de cuantificacion de
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la Tabla 22 del Anexo 2. EI mix de reaccion se prepar0 en placas de 96 pozos
especiales para qPCR dentro de la cabina de PCR, previamente esterilizada durante 15
minutos con luz UV, y el ADN se afiadio fuera de la cabina. Se sellaron las placas con
film adhesivo, se colocaron en el termociclador tiempo real y se inserto el protocolo

de amplificacion correspondiente a los cebadores utilizados.®®)

Por cada muestra, se realizo la reaccion en duplicado para el gen MDRL1 y solo

una vez para el gen GAPDH.

Tabla 6. Concentracion final de los cebadores y protocolo de amplificacion para el
gen MDR1 y el gen de referencia GAPDH.

Gen Fondgraclor Tjgs Protocolo de amplificacion
de los cebadores

95°C | 3min
95°C 155

MDR1 250 gid 58.5°C | 30s | 35ciclos
72°C 30s
95°C | 3min
95°C 155

GAPDH 250 nM 58.5°C | 30s | 35 ciclos
72°C 30s

Una vez obtenidos los resultados, mediante la técnica del Pfaffl (AA(Cy)) se

evaluo la expresion genética relativa, utilizando la siguiente formula:

R # 2—[ACPmuestra_ACPcontrol]

R = Z—AACP

3.3.5 Analisis estadistico

Para el andlisis de mutaciones se estimo por conteo directo la frecuencia alélica
y genotipica, observando los alelos y genotipos presentes en cada voluntario. La

asociacion entre genotipos y grupos de estudio, asi como la relacion entre frecuencia
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alélica y grupos, fue examinada por raz6n de momios (odds ratio, OR) con un intervalo
de confianza (IC) de 95% y un andlisis Chi cuadrado.

Para el analisis de la expresion del gen MDR1 se utilizd el analisis de varianza
ANOVA y Prueba de Tukey.

La significancia estadistica fue definida como P < 0.05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion de las muestras sanguineas de voluntarios con epilepsia y

voluntarios sanos

Se recolectaron 83 muestras de voluntarios con epilepsia, asistentes al consultorio
externo de Neurologia del Hospital Regional Honorio Delgado Espinoza, previo
consentimiento informado firmado por el paciente. El total de muestras obtenidas se
separ6 en dos grupos teniendo en cuenta la historia clinica de cada voluntario,

utilizando para este trabajo 66 de las muestras recolectadas:

- GRUPO A: Farmacorrespondedores (43 voluntarios con epilepsia)

- GRUPO B: Farmacorresistentes (23 voluntarios con epilepsia)

De la misma manera, previo consentimiento informado firmado, se recolectaron
80 muestras de voluntarios sanos, no relacionados a la enfermedad, conformando el

grupo C.
- GRUPO C: Control (80 voluntarios control)

Se asigno un codigo a cada muestra recolectada, para el caso de voluntarios con
epilepsia las muestras fueron desde EO01 hasta EO83 y para el caso de voluntarios
control desde C001 hasta E080.

Como se muestra en la Tabla 7, se trabajo con un total de 146 muestras, divididas
en los tres grupos ya sefialados. Para participar en el estudio todos los voluntarios
debian tener entre 15 y 80 afios de edad, siendo la edad promedio de 36 afios en
voluntarios con epilepsia y 26 afios en voluntarios control. Teniendo en cuenta el

numero total de participantes, se trabajé con un nimero mayor de muestras femeninas.
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Finalmente, respecto al tratamiento de los voluntarios con epilepsia, la mayor parte se
encontraban en monoterapia con fenitoina o carbamazepina, unicos farmacos

considerados para el presente estudio.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas de las poblaciones en estudio.

Grupo de estudio
GRUPO A: GRUPO B:

. X X GRUPO C:
Caracteristica Farmaco Farmaco
y Controles
respondedores resistentes (n=80)
(n=43) (n=23)

Edad promedio + DS 36.49 £ 15439  36.30 + 15.067 26.88 £11.438
Género Femenino 27 10 45
Género Masculino 16 13 35

Monoterapia! 24 12 -
Politerapia® 19 11 -

! Voluntarios en tratamiento con un solo farmaco antiepiléptico (fenitoina o
carbamazepina)

2 Voluntarios en tratamiento con 2 o 3 farmacos antiepilépticos (fenitoina,
carbamazepina, fenobarbital, levetiracetam, &cido valproico, lamotrigina)

4.2. Deteccién de las mutaciones C3435T y G2677T/A en el gen MDR1
mediante RFLP

Las mutaciones C3435T y G2677T/A son consideradas polimorfismos de
nucledtido unico (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs), que son cambios en un
solo nucledtido en una secuencia de ADN que pueden o no ocasionar cambios en los
aminoacidos que conforman una proteina; por lo tanto, cambios en la estructura,
funcion o expresion de proteinas. Ya que se consideran SNPs, estos pueden ser
identificados mediante la técnica de RFLP, que consiste en cortar con enzimas de
restriccion el fragmento donde se encuentra la mutacion en estudio y determinar segin
el tamafio de los fragmentos resultantes si el individuo posee dicha mutacion; ademas
observando los fragmentos después de la digestion se determina el genotipo del

individuo que puede ser homocigoto o heterocigoto.
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4.2.1  Extraccién de ADN genomico y evaluacién de la calidad e integridad

Las mutaciones se encuentran a lo largo de nuestro ADN y para poder
identificarlas es necesario partir de esa gran molécula que se obtiene a partir de
cualquier célula de nuestro organismo. En el presente trabajo se utilizaron células

sanguineas, por ser sencillas de obtener y por contener una gran cantidad de ADN.

Se realiz0 la extraccion de ADN gendmico a partir de las células sanguineas de
los voluntarios con epilepsia y control utilizando el método de fase sélida con

columnas de silica.

Después de la extraccion fue necesario determinar si la calidad del ADN es
buena, regular o mala; ya sea que esté contaminado con sales, otros compuestos o

incluso otros acidos nucleicos.

La calidad del ADN se evalud por espectrofotometria en un lector de placas,
utilizando placas de 96 pozos. Se realiz6 la medicion a dos longitudes de onda: 260
nm y 280 nm. La relacion 260/280 dio valores entre 1.7 y 2.2 en voluntarios con
epilepsia, y entre 1.7 y 2.1 en voluntarios control; indicando una pureza de aceptable
a Optima para la totalidad de los ADN evaluados.®® (La Tabla 15 de Anexos muestra
todas las lecturas y los valores de la relacion 260/280 del total de ADN).

Para el grupo de voluntarios con epilepsia, el 84.8% de los ADN extraidos
mostré una calidad optima y el 15.2%, calidad aceptable; mientras que en el grupo de

voluntarios control, el 95.6% fue de calidad 6ptima y el 4.4% de calidad aceptable.

Ademas de la evaluar la calidad por medio de valores, se evalud la integridad
mediante visualizacién, de manera que se pueda observar una molécula integra,
representada por una banda definida. Esta se evalu6 mediante electroforesis en gel de
agarosa 1%.

Como resultado se observaron bandas definidas reveladas ante luz UV, lo que
verifica la integridad del total de los ADN extraidos (Figural1).©% (En las Figuras 28
y 29 de Anexos se puede observar la corrida electroforética del total de muestras, tanto
de voluntarios con epilepsia como de voluntarios control). EI ADN es una molécula

muy pesada, es por ello que la banda se visualiza muy cerca del pozo donde fue cargada
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la muestra, a pesar de haber sido corrida a un alto voltaje y durante 30 minutos. No se
observé ninguna banda de ADN degradado, lo que verifica la correcta extraccion de

la totalidad de las muestras.

E061, E062, EO062, E063, E063, E064, E0G4, E06S, E06S, E066, EO066,

A)

€059, €059, €060, CO60, CO61, CO61, CO62, CO62, CO63, CO63,

M/ S e N e e ) B B e

B)

Figura 11. A) Corrida electroforética del ADN extraido de voluntarios con epilepsia.
Agarosa: 1%. Condiciones de corrida: 90V/30min. B) Corrida electroforética del ADN
extraido de voluntarios control. Agarosa: 1%. Condiciones de corrida: 90V/30min.

4.2.2  Cuantificacion del ADN obtenido por fluorometria

Se midié la concentracion del ADN obtenido en el fluorometro Qubit 2.0. El
reactivo que permite la cuantificacion es un fluoréforo que se intercala en el ADN de
doble hebra y emite fluorescencia proporcional a la concentracién de ADN en la
muestra colocada y ésta es detectada por el equipo. El fluorémetro muestra la
concentracion de ADN en pg/mL; la cual debe ser multiplicada por un factor para

hallar la concentracion en ng/pL.

Los valores obtenidos para la cuantificacion de ADN de voluntarios con
epilepsia oscilan entre 4.6 ng/pL y 276 ng/uL y las concentraciones de ADN de
voluntarios control oscilan entre 3 ng/uL y 204 ng/pL. (La Tabla 16 en Anexos
muestra las concentraciones de todos los ADN extraidos, de voluntarios con epilepsia

y control)
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4.2.3  Amplificacion del gen MDR1 por PCR convencional

Se amplifico el gen MDR1 mediante la técnica de PCR convencional, ya que
se parte de un ADN integro y lo que se busca es obtener solamente la region de interés,

que suelen ser fragmentos de ADN no muy pesados.

Se prepararon 3 reacciones de PCR para cada ADN extraido ya que fue
necesario amplificar la region especifica donde se localiza cada mutacion. Se utilizo
un par de cebadores para la mutacion C3435T (forward y reverse) y tres cebadores
para la mutacion G2677T/A (forward en comin para G2677T y G2677A y un reverse

para cada uno).

La especificidad de los cebadores se comprobé alineandolos con la secuencia
de la region donde se encuentra la mutacion, obtenida de la base de datos SNP
(Polimorfismos de nucleétido Unico, Single Nucleotide Polymorphism) del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology
Information, NCBI).(®

Se utilizaron dos protocolos de amplificacion diferentes, indicados en la Tabla

2 en métodos.

Tabla 8. Tamafio de los amplicones de las regiones que comprenden las mutaciones.

Mutaciéon  Tamafo de amplicon (pb)

C3435T 208
G2677T 226
G2677A 222

4.2.4  Electroforesis de productos de PCR

Para comprobar que durante la PCR se haya amplificado la region deseada se
realizd la electroforesis de cada producto de PCR en gel de agarosa al 2% y en cada
gel se cargd en un pozo marcador de peso molecular de 100 pb para comprobar el
tamafio del amplicén. Ademas, con cada PCR se preparé una reaccién blanco, que
contenia todos los reactivos excepto el ADN y en lugar de este se agregd agua en el
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mismo volumen. La finalidad del blanco es demostrar que la reaccion fue llevada a
cabo de manera correcta y sin alguna contaminacion que pueda interferir con los

resultados.

M EO011, EO11, E012, EO12, EO13, EO13, EO14, EO14, EO15, E015, E016, E016,E017, (-)

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 12. Corrida electroforética de los productos de PCR de la mutacion C3435T
de voluntarios con epilepsia. Agarosa: 2%. Condiciones de corrida: 80V/15min,
70V/15min. Amplicén de 208 pb.

M E043, E043, E044, E044, E045, E045, E046, E046, E047, E047, E048, E048,E049, (-)

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 13. Corrida electroforética de los productos de PCR de la mutacién G2677T
de voluntarios con epilepsia. Agarosa: 2%. Condiciones de corrida: 80V/15min,
70V/15min. Amplicon de 226 pb.
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M €028, C028, C029, C029, C030, CO30, CO31, CO31, C032, C032,C033, C033,C034, (-)

300 pb L pmp—pa—p——r——y Y YL

200 pb T
100pb+

Figura 14. Corrida electroforética de los productos de PCR de la mutacion G2677A
de voluntarios control. Agarosa: 2%. Condiciones de corrida: 80V/15min, 70V/15min.
Amplicon de 222 pb.

En todos los productos de PCR corridos se observaron bandas definidas e
integras, ninguna se observd degradada y todas coincidieron con los tamafios
esperados en comparacion con el marcador de peso molecular (Figuras 12, 13 y 14).
En el caso de los blancos, ninguno mostré banda, lo que comprueba que ninguna

reaccion de PCR estuvo contaminada.
4.25  Digestion de productos de PCR con enzimas de restriccion

Se seleccionaron enzimas de restriccion para cada mutacion, ya que ellas
reconocen un sitio especifico para realizar el corte. Con ayuda de la herramienta
NEBcutter 2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/)™ se hizo un sondeo de todas las

enzimas que podrian cortar la secuencia diana y se busco especificamente la enzima
cuyo sitio de restriccion incluya el nucleétido que puede ser mutado, de tal manera que
la enzima corte 0 no corte Unicamente cuando el nucleétido sea el normal o el mutado.
Asi se logro la identificacion de un individuo que tiene la mutacion o no, ya sea de

forma homocigota o heterocigota.

Las enzimas seleccionadas fueron Mbol para la mutacion C3435T; Banl y Bsrl
para la mutacion G2677T/A, la primera para el cambio de nucledtido por T y la

segunda para el cambio de nucleétido por A.
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Se realiz6 un andlisis de restricciéon utilizando la herramienta bioinformatica

Restriction Mapper (http://www.restrictionmapper.org/)?, el cual dio como resultado

los tamafios de los fragmentos que se obtendrian tras la digestion de los amplicones

con las enzimas de restriccion (Tabla 9).

Tabla 9. Tamafio de los fragmentos obtenidos por digestion con enzimas de

restriccion.
Mutacion Tamarfo de amplicon ~ Tamafio de los
original (pb) fragmentos (pb)
C3435T 208 145 63
G2677T 226 200 26
G2677A 222 208 14

Una vez obtenidos los productos de PCR de cada muestra y de cada mutacion,

se sometieron a digestion enzimatica con una enzima de restriccion durante 4 horas.

4.2.6  Electroforesis de productos digeridos con enzimas de restriccion

Se analizaron los productos de digestion midiendo el tamafio de los fragmentos
obtenidos, visualizdndolos bajo luz UV en geles de agarosa cuya concentracion

dependié del tamafio de los fragmentos esperados.

Se utilizaron geles preparados con agarosa ultrapura ya que los tamarios de los
fragmentos eran muy cercanos. La agarosa ultrapura permite la separacion de

fragmentos de tamafios cercanos, con diferencia de hasta 10 pb.

En la Figura 15 podemos observar los tres genotipos para la mutacion C3435T.
Para esta mutacion, la enzima Mbol corta el amplicén solamente cuando el genotipo
es homocigoto normal, es decir, sin cambio de nucleétido (CC) y se observan las
bandas de 145pb y 63 pb, como es el caso de la muestra E043. En el caso de la muestra
E041 se observa la banda de 208 pb, es decir, la enzima no realizé corte y el amplicén
estd completo, lo que indica el genotipo homocigoto mutado con el cambio de
nucleétido (TT). Finalmente, las muestras E039, E040 y E042 presentan 3 bandas, la
de 208 pb, la de 145 pb y la de 63 pb; lo que nos dice que el individuo presenta el
genotipo heterocigoto, es decir, tanto el alelo normal como el alelo mutado (CT). Sin
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embargo, no podemos asegurar cual es el alelo dominante, sino s6lo que el individuo

presenta la mutacion.

L E039, E039, E040, E040, E041, E041, E042, E042, E043, E043,

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 15. Corrida electroforética de los productos digeridos para la mutacion C3435T
(voluntarios con epilepsia). Agarosa: 2.5%. Condiciones de corrida: 80V/15min,
70V/15min.

L  E023, E023; E024, E024; E025, E025; E026, E0265 E027, E027g

300 pb S
200 pb

100 pb

Figura 16. Corrida electroforética de los productos digeridos para la mutacion
G2677T (voluntarios con epilepsia). Agarosa: 4%. Condiciones de corrida:
80V/15min, 70V/30min, 65V/15min.
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En la Figura 16 se observan 5 muestras que han sido digeridas con la enzima
Banl, cada una con su respectivo duplicado. La enzima mencionada corta el amplicon
en 200 pb y 26 pb cuando el voluntario, en este caso el E027, no presenta la mutacion,
es decir, el genotipo homocigoto normal (GG). En la figura no se logra observar la
banda de 26 pb ya que es muy pequefia y tras 1 hora de corrida electroforética tiende
a desaparecer. El voluntario E026 solo muestra la banda de 226 pb, lo que indica que
Banl no realizé el corte y se conserva el amplicon, es decir, tiene la mutacion y es el
genotipo homocigoto mutado (TT). En el caso de los voluntarios E023 hasta E025 se
observan las dos bandas de 226 pb y 200 pb (la banda de 26 pb esta presente pero no
se observa por el tiempo de corrida), por lo que se infiere que el voluntario es el

genotipo heterocigoto (GT).

L E017, EO17, EO18, E018; E019, E019,

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 17. Corrida electroforética de los productos digeridos para la mutacion
G2677A (voluntarios con epilepsia). Agarosa: 4%. Condiciones de corrida:
80V/15min, 70V/25min, 65V/15min.

En la Figura 17 se observan los resultados de la electroforesis de los tres
genotipos para la mutacion G2677A. Primero, en los carriles del voluntario EO17 se
observa una Unica banda de 222 pb, que corresponde al amplicén completo, es decir,

la enzima Bsrl no realiz6 el corte en la secuencia, lo que determina el genotipo
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homocigoto normal (GG). Segundo, en los carriles que corresponden al voluntario
E018 se observan dos bandas muy juntas de 222 pb y de 208 pb, lo que significa que
la enzima realizo el corte y la banda de 14 pb no se observa por el tamafio y tiempo de
corrida. Estas tres bandas determinan el genotipo heterocigoto para la mutacién
G2677A (GA). Tercero, el voluntario E019 muestra una banda de 208 pb (la banda de
14 pb no se visualiza por el tamafio y tiempo de corrida); por lo tanto, dicho voluntario

presenta el genotipo homocigoto mutado (AA).

En la mutacion G2677T/A el nucleétido G puede cambiar tanto por T como
por A, asi que existe el genotipo que incluye ambos nucleétidos mutados (AT), lo que
se evidencio al realizar todas las corridas electroforéticas de todos los voluntarios;
aquellos que presentaron la mutacién con el nucle6tido T, también la presentaron con

el nucle6tido A.

4.2.7 Reporte de las mutaciones C3435T y G2677T/A y analisis de las
frecuencias genotipicas y alélicas.

Como ya se explico en la seccion 4.2.6, la presencia de las mutaciones se
evidencia segun el o los fragmentos visualizados en un gel de agarosa. La enzima

puede o no cortar el amplicdn si el individuo presenta los siguientes genotipos:
- Homocigoto normal: que no presenta la mutacion en ninguno de sus alelos.
- Homocigoto mutado: que presenta la mutacién en ambos alelos.
- Heterocigoto: que presenta la mutacion en sélo uno de sus alelos.

Los gréficos observados en la Figura 18 muestran la distribucion de las
mutaciones C3435T y G2677T/A en los tres grupos de estudio, donde se observa que
el 62% de los individuos estudiados presentan al menos una de las dos mutaciones.
Tanto en voluntarios farmacorrespondedores como farmacorresistentes es mas
frecuente la presencia de la mutacion G2677T/A, mientras que los controles presentan
en la misma proporcion las dos mutaciones. Cabe destacar que en la distribucion
observada fueron considerados tanto individuos con genotipo homocigoto como

heterocigoto ya que ambos genotipos poseen minimo un alelo mutado.
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C) C3435T

H Presencia m Ausencia

G2677T/A

M Presencia M Ausencia

G2677T/A

M Presencia M Ausencia

G2677T/A

W Presencia M Ausencia

DE SANTA MARIA

Figura 18. Frecuencia de las mutaciones C3435T y G2677T/A. A) GRUPO A:
voluntarios farmacorrespondedores. B) GRUPO B: voluntarios farmacorresistentes.

C) GRUPO C: voluntarios control.

En el estudio, se determind el nimero de voluntarios que presentan cada una

de las mutaciones por recuento, asi mismo, se determind la frecuencia de genotipos y

la frecuencia alélica. (Las Tablas 17, 18 y 19 de Anexos muestran los resultados para

el total de las muestras analizadas).

En primer lugar, se analiz6 la mutacion C3435T de dos maneras: la primera

comparando el total de voluntarios epilépticos con los voluntarios control, con el fin

de determinar si la presencia de la mutacion se asocia con la enfermedad; y la segunda
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comparando el grupo de Farmacorrespondedores (A) con el de Farmacorresistentes
(B), para comprobar si la presencia de la mutacion influye en la farmacorresistencia.

10
50% 08
45% 0.8
40% 0.7
’§ 35% é 06
E’ 30% 205
§ » E 04
g 20%
sl :
10%
5% 01
0% 00
cc T CT Epilepsia Control
Genotipos Grupos de estudio
H Epilepsia  © Control meot

Figura 19. A) Frecuencia de los genotipos CC (homocigoto normal), TT (homocigoto
mutado) y CT (heterocigoto) de la mutacion C3435T, relacionando la mutacién con el
desarrollo de la enfermedad. B) Frecuencia de los alelos C (hormal) y T (mutado) de
la mutacién C3435T, relacionando la mutacidn con el desarrollo de la enfermedad.

La primera comparacion se visualiza en la Figura 19 mediante dos graficos. En
la Figura 19A se observa que los genotipos TT y CT, donde se manifiesta la mutacion,
son mas frecuentes en voluntarios control, con 15% y 46% respectivamente; indicio
de que no necesariamente los individuos que tienen la enfermedad son los que
presentan con mas frecuencia la mutacion. También se comparo la frecuencia alélica,
la cual se refiere a la frecuencia de aparicién de un alelo en una determinada poblacion.
Para este caso el “n” se duplico, ya que cada individuo posee dos copias de cada gen,
por lo tanto, dos alelos.(™® La Figura 19B la describe expresada como fraccion de la
unidad, en ella se observa que el alelo C es méas frecuente que el alelo T y que las

frecuencias alélicas son muy similares en ambas poblaciones.

Al comparar estadisticamente los datos de los grupos Epilepsia y Control en la
Tabla 10 se determin6 que tanto en la frecuencia genotipica como en la frecuencia
alélica no existe diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) entre ambos
grupos; por lo tanto, el desarrollo de la enfermedad no esté influido por la presencia

de esta mutacion.
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Tabla 10. Distribucion genotipica y alélica de la mutacion C3435T del gen MDRL1 en
relacion al desarrollo de la enfermedad.

GRUPO GRUPO
. EPILEPSIA CONTROL
Genotipos (n=66) (n=80) OR (I1C 95%) Valor-P
n % n %
CcC 33 50.0% 31  38.8% 1
CT 28 42.4% 37  46.3% 0.71(0.35-1.42) 0.2375
TT 5 7.6% 12 15.0% 0.39(0.12-1.24)
GRUPO GRUPO
EPILEPSIA CONTROL
Alelos (n:132) (n:160) OR ('C 95%) Valor-P
n % n %
C 94 0.71 99 0.62 1
T 38 0.29 61 0.38  0.66 (0.40-1.07) 0.0934

OR, razén de momios; IC, intervalo de confianza

La segunda comparacion se muestra en los graficos de la Figura 20. En la
grafica A se observa la distribucion de los tres genotipos en los grupos A 'y B. La mayor
parte de individuos que presentan la mutacion, genotipos TT y CT, con 9% y 44% de
frecuencia respectivamente, son farmacorresistentes, es decir, no se observa una
reduccion de crisis epilépticas a pesar de estar en tratamiento con fenitoina y/o
carbamazepina. Ademas, el genotipo TT es el menos frecuente en la poblacion en
estudio con un 7% en voluntarios farmacorrespondedores y casi 9% en

farmacorresistentes.

Como se esperaba, la frecuencia de los genotipos TT y CT es mayor en
farmacorresistentes que en farmacorrespondedores; sin embargo, segun los datos de la
Tabla 11 no se encontrd diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) en la

frecuencia genotipica entre los grupos farmacorrespondedores y farmacorresistentes.

Ademas, se determind la frecuencia alélica, los resultados se visualizan en la
Figura 20B, donde la frecuencia del alelo C (normal o wild type) es mayor para los dos
grupos analizados y la frecuencia de los alelos C y T es muy similar en los grupos
farmacorrespondedores y farmacorresistentes.
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Figura 20. Frecuencia de los genotipos CC (homocigoto normal), TT (homocigoto
mutado) y CT (heterocigoto) de la mutacion C3435T, relacionando la mutacién con la
farmacorresistencia. B) Frecuencia de los alelos C (normal) y T (mutado) de la
mutacion C3435T, relacionando la mutacion con la farmacorresistencia.

Tabla 11. Distribucion genotipica y alélica de la mutacion C3435T del gen MDR1 en
relacion a la resistencia a farmacos antiepilépticos. (Grupo A: Farmacorrespondedores
y Grupo B: Farmacorresistentes)

GRUPO A GRUPO B

Genotipos (n=43) (n=23) OR (IC 95%) Valor-P
n % n %
cC 22 51.2% 11 47.8% 1
CT 18 41.9% 10  43.5% 0.75 (0.11-5.17) 0.9507
TT 3 7.0% 2 8.7% 0.90 (0.31-2.60)
Alelos GRUPO A GRUPO B
(n=132) (n=160) OR (IC 95%) Valor-P
n % n %
C 62 0.72 32 0.70 1 0.7599
T 24 0.28 14 0.30 0.88 (0.40-1.94)

OR, raz6n de momios; IC, intervalo de confianza

Comparando los dos grupos de voluntarios con epilepsia, ambos presentan la
misma frecuencia alélica y el anélisis estadistico mostrado en la Tabla 11 lo corrobora;
no se encontro diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) en la frecuencia de

los alelos entre los grupos farmacorrespondedores y farmacorresistentes. Ambos
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analisis estadisticos indicados en la Tabla 11 muestran que no existe relacion entre la

resistencia a farmacos antiepilépticos y la presencia de la mutacion C3435T.

Contrariamente a lo esperado, los voluntarios control presentaron con mayor
incidencia la mutacion del exdn 26; estos resultados coinciden con un estudio realizado
en Italia donde se hall6 una frecuencia mayor de la mutacién en los controles y se
concluye que no existe relacion entre la resistencia a farmacos antiepilépticos y la
presencia de la mutacion C3435T.( Sin embargo, otro estudio realizado en India
report6 que si existe relacion.’ En América del Sur sélo se ha realizado un estudio
de este tipo en Chile; sin embargo, sélo se reportan las frecuencias de las mutaciones
del gen MDR1 sin relacionarlas con la epilepsia refractaria.%

En el 2003 un estudio realizado por Siddiqui et al. fue el primero en reportar
asociacion entre la mutacion C3435T vy la epilepsia refractaria, y que esto se debia a la
genética de poblaciones.™ En el 2002, Sakaeda et al, sefialaron que la presencia del
alelo T conlleva a la sobreexpresion de la P-gp en la barrera hematoencefalica, lo que
explicaria porque un paciente con epilepsia desarrolla una epilepsia refractaria, ya que

los niveles adecuados de farmaco no llegan al cerebro.(”

Existe mucha discrepancia en los resultados de varios estudios realizados, de
hecho, se han realizado estudios cuyo objetivo es probar que no existe asociacion
alguna como el de Sills et al. en el 2005 donde lo comprueban y sugieren realizar mas
estudios para comprobar si realmente la epilepsia refractaria y las mutaciones se
relacionan.("® La mayoria de estudios se han realizado en paises de Asia, Europa y
Africa, lo que permite inferir que lo que realmente influye en la relacién entre la
presencia de mutaciones del gen MDR1 y la resistencia a farmacos antiepilépticos son
las diferencias étnicas, es por ello que en algunas poblaciones si se encuentra una

relacién y en otras no.

La segunda mutacion mas frecuente en el gen MDR1 es G2677T/A ubicada en
el exon 21 y tiene dos posibles cambios de nucleétido, lo que aumenta el nimero de
genotipos y alelos posibles; también fue analizada de dos maneras: comparando el total
de voluntarios con epilepsia con voluntarios control; y comparando los grupos

Farmacorrespondedores y Farmacorresistentes.
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Figura 21. A) Frecuencia de los genotipos GG (homocigoto norma<l), TT y AA
(homocigotos mutados) y GT, GA y AT (heterocigotos) de la mutacion G2677T/A,
relacionando la mutacion con el desarrollo de la enfermedad. B) Frecuencia de los
alelos G (normal), T y A (mutados) de la mutacion G2677T/A, relacionando la
mutacion con el desarrollo de la enfermedad.

Tabla 12. Distribucion genotipica y alélica de la mutacion C3435T del gen MDR1
en relacion al desarrollo de la enfermedad.

GRUPO GRUPO
Genotipos EPErI]_:EE;%\)SIA C(%E;E;RO)O L- OR (I1C 95%) Valor-P
n % n %
GG 24 36.4% 30 37.5% 1
GT 29 43.9% 29 36.3% 1.25(0.59-2.63)
GA 6 9.0% 9 11.3% 0.83 (0.26-2.67) 0.0509
AT 0 0.0% 6 7.5% 0 '
TT 3 4.5% 6 7.5% 0.63 (0.14-2.76)
AA 4 6.0% 0 0.0% 0
GRUPO GRUPO
Meos  EPILEPSIA - CONTROL (10 0506 vator-p
n % n %
G 83 0.63 98 0.61 1
T 35 0.27 47 0.29 0.88(0.52-1.49) 0.8386
A 14 0.11 15 0.09 1.10(0.50-2.42)

OR, raz6n de momios; IC, intervalo de confianza

En el gréafico de barras de la Figura 21A el genotipo mas frecuente tanto para
el grupo epilepsia como para el grupo control es GT con 44% y 36% respectivamente,

seguido por el homocigoto normal (GG). El genotipo AA no se encuentra presente en
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grupo control, mientras que en el grupo epilepsia no existe el genotipo AT. En el
grafico de la Figura 21B se muestran las frecuencias alélicas aparentemente iguales en
ambos grupos, siendo el alelo mas frecuente el normal (G), seguido por el T y

finalmente en menor proporcion el alelo A.

Luego se comparo estadisticamente los grupos Epilepsia y el grupo Control en
la Tabla 12 y segln los resultados del analisis no existe diferencia estadisticamente
significativa (P>0.05) entre las frecuencias genotipicas y alélicas entre ambos grupos;
por lo tanto, el desarrollo de la enfermedad no esta asociado a la presencia de la
mutacion G2677T/A.

Finalmente se realiz6 una comparacion entre los  grupos
farmacorrespondedores y farmacorresistentes para determinar la relacion entre la
mutacion G2677T/A y la farmacorresistencia; asi en la Figura 22A se compard las
frecuencias de los seis posibles genotipos de dicha mutacion. El genotipo maés
frecuente en los dos grupos fue el GT (heterocigoto), con 42% y 48% en los grupos A
y B respectivamente; seguido por el homocigoto normal (GG). Los genotipos que
incluyen el nucle6tido A son los menos frecuentes para los dos grupos, siendo el mas
raro el genotipo AT que no esta presente en ninguno de los grupos de voluntarios
epilépticos; es por ello que no se considero el Ultimo genotipo para realizar el analisis
estadistico.

Desde el punto de vista de frecuencia alélica, ilustrada en la Figura 22B, el
alelo G (wild type) es el méas frecuente en los dos grupos, aproximadamente 60%,
seguido por el alelo T con 30% y finalmente el alelo A con el 10% restante, los dos
altimos considerados mutantes. La frecuencia del alelo A coincide con los resultados
de la mayor parte de los estudios similares a este y es considerado el menos recurrente
en distintas poblaciones. Ademas, ambos grupos parecen presentar la misma

frecuencia para los tres alelos.

En la Tabla 13 se encuentran las frecuencias genotipicas expresadas en la figura
anterior y el analisis estadistico que confirma que no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa (P>0.05) entre los grupos farmacorresistentes y

farmacorrespondedores. Asi como también se realiz6 la comparacion de frecuencias
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Figura 22. A) Frecuencia de los genotipos GG (homocigoto normal), TT y AA
(homocigotos mutados) y GT, GA y AT (heterocigotos) de la mutacion G2677T/A,
relacionando la mutacion con la farmacorresistencia. B) Frecuencia de los alelos G
(normal), T y A (mutados) de la mutacion G2677T/A, relacionando la mutacion con
la farmacorresistencia.

Tabla 13. Distribucion genotipica y alélica de la mutacion G2677T/A del gen MDR1

en relacion a la resistencia a farmacos antiepilépticos. (Grupo A:
Farmacorrespondedores y Grupo B: Farmacorresistentes).
GRUPO A GRUPO B
Genotipos (n=43) (n=23) OR (IC 95%) Valor-P
n % n %
GG 16 372% 8  34.8% 1
GT 18 419% 11 47.8% 0.82 (0.26-2.54)
GA 4 9.3% 2 8.7% 1.00 (0.15-6.67) 0.9881
AT 0 0.0% 0 0.0% 0 '
TT 2 4.7% 1 4.3% 1.00 (0.08-12.76)
AA 3 7.0% 1 4.3% 1.50 (0.13-16.80)
GRUPO A GRUPO B
Alelos (n=86) (n=46) OR (IC 95%) Valor-P
n % n %
G 54 0.63 29 0.63 1
T 22 0.26 13 0.28 0.91 (0.40-2.07) 0.8503
A 10 0.12 4 0.09 1.34 (0.39-4.66)

OR, raz6n de momios; IC, intervalo de confianza
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En los dos analisis estadisticos de frecuencia genotipica y frecuencia alélica se
demuestra que no existe relacion entre la presencia de la mutacién G2677T/A y la

resistencia a fenitoina y carbamazepina en pacientes con epilepsia.

Comparando los resultados con trabajos realizados anteriormente, estos
coinciden. En 2006, en Korea realizaron un estudio con el mismo objetivo, y el
genotipo mas frecuente fue el GT al igual que en el presente; ademas, sefialaron que
no habia asociacion entre la resistencia a farmacos antiepilépticos y la presencia de los
genotipos mutados, mientras que estudios previos sefialaban que dicha mutacion esta
asociada a la resistencia en diferentes estadios de la enfermedad, pero la informacion
que existe hasta el momento es insuficiente para determinarlo.(® De la misma manera
en el 2014, en otro estudio realizado en Turquia concluyeron que la frecuencia de los
genotipos y alelos de la mutacion G2677T/A no difiere entre pacientes
farmacorrespondedores y farmacorresistentes.®® Al igual que para la mutacion
C3435T, no se han reportado estudios en Latinoamérica relacionando la presencia de

mutaciones con la resistencia a farmacos antiepilépticos.

También se han realizado estudios con el objetivo contrario, en 2009, Lakhan
et al, publicaron que en la poblacion del norte de India las mutaciones del gen MDR1
no estdn asociadas con la resistencia a farmacos, no hubo diferencia entre los

resultados de pacientes farmacorrespondedores y farmacorresistentes.©?

Los resultados contradictorios en este tipo de estudios realizados previamente
podrian deberse a otro tipo de factores como el tamafio de muestra, la propia naturaleza
de la poblacion en estudio, la diferencia entre los tipos de epilepsia y la causa de la
enfermedad y la influencia del medio ambiente sobre los genes.

En general, los resultados de ambas mutaciones demuestran que, en la
poblacion de Arequipa, las frecuencias genotipicas y alélicas de las mutaciones
C3435T y G2677T/A, no estan asociadas a la resistencia a fenitoina y carbamazepina
como tratamiento para la epilepsia. Ademas, en ambos casos se encontré una mayor
frecuencia de dichas mutaciones en voluntarios sanos, no relacionados a la

enfermedad.
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4.3. Evaluacion de la expresion del gen MDR1 mediante gPCR

La expresion de un gen parte del ADN conocido como cddigo genético, que es
transcrito a ARN. En la transcripcion se eliminan los intrones del ADN, que son
regiones que generalmente no codifican nada, y solo quedan exones que representan
las regiones importantes para que el gen sea expresado. En el presente trabajo se midio

la expresion relativa, por ello se utilizo un gen de referencia.

Asi, el primer paso para medir la expresion fue extraer el ARN total para luego
convertirlo en ADN complementario y mediante PCR tiempo real medir la expresion

tanto del gen en estudio, el MDR1, como el gen de referencia, GAPDH.
4.3.1  Extraccion de ARN total y evaluacion de la integridad y calidad

Se realizo la extraccion de ARN total a partir de las células sanguineas de los
voluntarios con epilepsia y control utilizando el método de fase solida con columnas

de silica.

La calidad del ARN se evalu6 por espectrofotometria en un lector de placas de
quimioluminiscencia, utilizando placas de 96 pozos. Se realiz6 la medicion a tres
longitudes de onda: 230 nm, 260 nm y 280 nm. La relacion 260/280 tanto de
voluntarios con epilepsia como de voluntarios control, dio valores desde 1.9 hasta 2.2;
indicando una pureza de aceptable a 6ptima para la totalidad de los ARN evaluados.®®

Por otro lado, la relacion 260/230 dio valores mayores a 1.5, lo que indica que
no hay contaminacion por sales, carbohidratos o fenoles. (Los valores de las lecturas
de absorbancia y las relaciones 260/280 y 260/230 de las muestras de ARN se observan
en la Tabla 20 de Anexos)

El 73.5% de los ARN de voluntarios con epilepsia contaban con una calidad
Optima y 26.5% con calidad aceptable. En el grupo de voluntarios control el 80.6% de
los ARN se consideran de calidad 6ptima y el 19.4% de calidad aceptable.

Se evalué la integridad del ARN obtenido mediante electroforesis,
obteniéndose bandas definidas reveladas ante luz UV, lo que verifica la integridad de
la totalidad de ARN extraidos. (Figura 23) EI ARN ribosomal (ARNr) representa la
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mayor parte del ARN total, aproximadamente el 75% del ARN total, el otro 25% esta
conformado por el ARN mensajero (ARNm) y el ARN de transferencia (ARNTY),
ademas de otros micro ARN que representan un porcentaje demasiado pequefio. Es asi
como en la corrida electroforética en el gel de agarosa, el ARN se observa como dos
0 tres bandas, ordenadas por tamafio, correspondientes a las subunidades 28S, 18S y
5,8S del ARNr; sin embargo, la mayoria de las veces no se logra visualizar la Gltima
banda 5,8S debido a que es muy pequefia en comparacion a las otras dos.®V (En las
Figuras 30 hasta la 32 de Anexos se puede observar la corrida electroforética del total

de muestras, tanto de voluntarios con epilepsia como de voluntarios control)

EO56, EO56, EO57, EO57, E058, EO058; E059, EO59,

28S
18S

Figura 23. Corrida electroforética de los ARN extraidos de voluntarios con epilepsia.
Agarosa: 1%. Condiciones de corrida: 80\V/30min.

4.3.2  Cuantificacion del ARN obtenido por fluorometria

Se cuantificé la concentracion del ARN obtenido en el fluorémetro Qubit 2.0.
Para este caso el reactivo que permite la cuantificacion es un fluoréforo al igual que el
que se utiliza en la cuantificacién de ADN, pero este se intercala en el ARN de doble
hebra, emite fluorescencia proporcional a la concentracion de ARN en la muestra que
se estd midiendo y ésta es detectada por el equipo. El fluordmetro muestra la
concentracion de ARN en ng/mL la cual se convierte en ng/pL multiplicando el valor
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obtenido por un factor segun el volumen de ARN utilizado; para luego realizar los
calculos a fin de colocar una cantidad de 2.5 ng de ARN en la gPCR.

Los valores obtenidos para la cuantificacion de ARN tanto de voluntarios con
epilepsia como voluntarios control, oscilan entre 4 ng/puL y 83 ng/uL. (la Tabla 21 de
Anexos muestras las concentraciones de los ARN extraidos de voluntarios con

epilepsia y control).

4.3.3  Sintesis de ADNc y cuantificacion por fluorometria

Se sintetizé el ADN complementario (ADNc) de todas las muestras de ARN

extraidas, tanto de voluntarios con epilepsia como de voluntarios control.

La sintesis de ADNCc fue relevante para medir la expresion del gen MDR1, ya
que para el ensayo es necesario tener una secuencia de ADN y no de ARN; y lo

obtuvimos con una enzima retro-transcriptasa.

La cuantificacion del ADNCc se realizo de la misma manera que la del ADN
gendmico, por fluorometria. Los valores de concentraciones de ADNc de voluntarios
con epilepsia oscilaron entre 0.77 ng/uL y 3.40 ng/pL; y los de voluntarios control
entre 1.14 ng/pL y 15.36 ng/uL. (La Tabla 22 de Anexos muestra las concentraciones

de ADNCc de voluntarios con epilepsia y control)
4.3.4  Medicién de la expresion relativa del gen MDR1 por qPCR

Para medir la expresion del gen MDR1 se realizé una PCR en tiempo real, que
permite observar la amplificacion de la region deseada mientras se lleva a cabo gracias
a la fluorescencia emitida por los amplicones que se van sintetizando. La fluorescencia
es emitida por un agente que se intercala en los amplicones sintetizados y en este caso
el SYBRgreen. Se utiliz6 como gen de referencia GAPDH ya que se midié la expresion

relativa.

Este método dio dos valores para cada reaccion. El primero, el ciclo umbral
(threshold cycle, Ct) de cada gen, que significa el namero de ciclo en el que la curva
de reaccién cruza el umbral, este valor indica cuantos ciclos tomé al equipo detectar

una sefial de amplificacion de la muestra. El segundo, la temperatura de fusion (melting
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REPOSITORIO DE

temperature, Tm) de cada gen, que sefiala la temperatura a la cual la mitad del
amplicon se encuentra completa y la otra mitad se encuentra desnaturalizada. Esta
temperatura es Unica para cada gen y con ella se pudo comprobar que se amplificé el

gen esperado.
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Figura 24. Curvas de amplificacion por gPCR de los genes MDR1 y GAPDH (gen de
referencia).

En el lado izquierdo de la Figura 24 se puede observar la curva de
amplificacion, en color verde para el gen de referencia GAPDH que amplifico entre
los ciclos 17 a 25 y en color azul para el gen MDR1 que amplificé entre los ciclos 24
a 29. Generalmente se escogen como genes de referencia aquellos que tengan en el
protocolo de amplificacion, una temperatura de alineamiento similar a la del gen en
estudio, con el fin de que se pueda amplificar correctamente y en ciclos tempranos,
entre 16 y 22; mientras que el gen en estudio da valores de Ct mas tardios que el gen
de referencia. Ademas, se observan dos lineas rectas por debajo de las demas curvas
que corresponden a los controles negativos para ambos genes. Estos controles no
muestran amplificacion alguna al no haber ningin artefacto que pueda interferir con
la amplificaciéon y demuestran que los resultados son fiables y que ningln resultado

puede ser algun falso positivo.
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En el lado derecho de la imagen, se observa la segunda parte de la gPCR, que
corresponde al protocolo establecido por el equipo para realizar las curvas de

disociacion (curvas de melting).

100 1
90
80
70

-dl / dT (%)

62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94
Temperature [°C]

Figura 25. Curvas de disociacion de los genes MDR1 y GAPDH.

En la Figura 25 se observan las curvas de disociacion resultantes para los genes
MDR1 en color azul y GAPDH en color azul. La Tm promedio del gen MDR1 fue
80.3 £ 0.56 y del gen GAPDH fue 83.4 + 0.45 para todas las muestras analizadas,
como se observa en la imagen, lo que indica que se logré la amplificacion de los genes
esperados. También se observan dos curvas que no presentan picos y corresponden a
los controles blanco de ambos genes, con los que se comprueba que las reacciones no

estuvieron contaminadas con algin ADN extrafio.

4.3.5 Reporte de la expresion del gen MDR1 en voluntarios con epilepsia:

farmacorrespondedores, farmacorresistentes; y voluntarios control.

Los valores de expresion relativa del gen MDR1 se hallaron mediante el uso
de la férmula de Pffafl o el método llamado “delta delta Ct” que da como resultado la

relacion de expresion del gen MDRL1 respecto al gen GAPDH, se expresan como un
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ratio de expresion. (Los resultados de expresion de todas las muestras se encuentran
en las Tablas 23, 24 y 25 de Anexos)

Se realizaron dos comparaciones entre los resultados de expresion: una entre
voluntarios con epilepsia en general (tanto farmacorrespondedores como
farmacorresistentes) y voluntarios control, con el fin de relacionar la enfermedad
epilepsia con la expresion del gen MDRL1; y otra entre el grupo de
farmacorrespondedores y el grupo de farmacorresistentes, con el objetivo de establecer
si existe asociacion entre la sobreexpresion del gen MDRL1 y la farmacorresistencia a

fenitoina y carbamazepina.

Tabla 14. Estadistica descriptiva para los resultados de expresion relativa en las
poblaciones comparadas: Grupo A  (farmacorrespondedores), Grupo B
(farmacorresistentes), Epilepsia y Controles.

Grupo Grupo

G(;u:aoB)A c;(;lig%)B Epilepsia Control

(n=66) (n=80)

Expresion minima 0.278 0.206 0.206 0.114
Expresion maxima 49.597 43.177 49.597 20.073
Promedio 10.762 9.305 10.254 2.121
Mediana 4.048 3.598 3.919 0.740
Desviacion estandar 12.807 12.833 12.736 3.512

Coeficiente de 119.0%  137.9%  124.2% 165.6%

variabilidad

En la Tabla 14 se muestra el resumen de los resultados de los grupos A, B,
epilepsia y control, donde los valores de expresion en los grupos A y B se observan
similares, teniendo rangos de expresion que van desde 0.2 hasta 49 y en promedio 10
para el grupo Ay 9 para el grupo B; a diferencia del grupo control que presenta valores
de expresion desde 0.1 hasta 20 y en promedio 2.1, donde se trabajé con voluntarios
sanos. El grupo epilepsia comprende tanto los voluntarios del grupo A como los del
grupo B, asi que los valores de la tabla representan la combinacion de los grupos antes
mencionados. Evidentemente la desviacién estandar es muy grande en los grupos A,
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B y epilepsia comparada con la del grupo control, es por ello que los valores de los

tres primeros grupos son altamente dispersos.

En el grupo control, la mayor parte (51 muestras) tienen un valor de expresion
menor a la unidad; por lo tanto, se considera como una expresion normal, que sera
considerada como referencia para hallar los valores de expresion de los grupos Ay B.
Asi en el grupo A, el 74.4% (32) de las muestras tenian expresion >1, valores
considerados como una expresion elevada o sobreexpresion; en el grupo B, el 65.2%
(15) de las muestras eran >1; y en el grupo control, solo el 36.2% (29) de las muestras

tuvieron expresion >1.

CONTROL o m=E B B8 528 B B B
]
[« %
2
(0]
EPILEPSIA } R } . g
1 " i " " 1 " " " i 1 i " i M 1 M i M i 1 i M i M 1
0 10 20 30 40 50

Expresion

Figura 26. Distribucion de los valores de expresion relativa de la Glicoproteina-P en
dos poblaciones: voluntarios con epilepsia y voluntarios control.

La primera comparacion se realizé entre los grupos epilepsia y control; y la
distribucion de datos se muestra en la Figura 26, donde los controles tienen un rango
de expresion mas reducido que el del grupo epilepsia. Comparando la figura y la Tabla
14, los rangos de expresion son diferentes y es debido a los valores atipicos, es decir,
valores que escapan de los limites de la distribucion por ser muy distantes. La caja del
grupo control se ubica en la parte izquierda, cercanas al cero; por ello podemos decir

que la mitad de los datos de dicho grupo, tienen un nivel de expresion menor a 1.
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Para establecer si la expresion de la Glicoproteina-p se relaciona con la
epilepsia se realiz6 un analisis de varianza ANOVA y una prueba de Tukey. Segun los
resultados (Tabla 26 del Anexo 3) donde el valor de P es 0.0000 (P<0.05), se puede
confirmar que existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
epilepsia y control; y la prueba de Tukey (Tabla 27 del Anexo 3) lo confirma. Por lo
tanto, la expresion de la Glicoproteina-P si se encuentra asociada a la enfermedad de

la epilepsia.

Por otra parte, ya que uno de los objetivos principales de esta investigacion es
comprobar si la sobreexpresion de la Glicoproteina-P esta asociada con la resistencia
a farmacos antiepilépticos, se compararon los resultados de expresion de
farmacorrespondedores con farmacorresistentes. Se realizd una distribucion de los
datos obtenidos para comparar la expresion en los grupos A y B y se muestra en la
Figura 27, donde se observa que los rangos de expresion de ambos grupos no coinciden
con los indicados en la Tabla 14; debido a los datos atipicos. En el caso del grupo A
se observa un valor de 49.6 y en el grupo B dos valores 37.2 y 43.2; en los tres casos
estos valores indican una sobreexpresion de la Glicoproteina-P; sin embargo, otros
valores que se encuentran dentro del rango observado también indican sobreexpresion,

pero no tan elevada.

El promedio de los datos de expresion representado con una cruz no coincide
con la mediana de los datos sefialada en los graficos con una linea vertical en el interior
de las cajas, debido a la gran dispersion de los valores. Por Gltimo, se observa que
ambas cajas se ubican en la parte izquierda del gréafico, indicando que la mitad de los
datos de los dos grupos tienen valores bajos, que no sobrepasan valores de expresion

de 20 en farmacorrespondedores y 13 en farmacorresistentes.

Segun el andlisis de varianza (ANOVA) realizado (Tabla 28 del Anexo 3) el
valor P es 0.6613 (P>0.05), es decir, no existe diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos A 'y B; y la prueba de Tukey (Tabla 29 del Anexo 3) lo confirma. Por
lo tanto, la sobreexpresion de la Glicoproteina-P no se encuentra asociada a la
resistencia a farmacos antiepilépticos.
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Figura 27. Distribucion de los valores de expresion relativa de la Glicoproteina-P en
dos grupos de voluntarios con epilepsia: farmacorrespondedores y farmacorresistentes.

Cabe destacar que la expresion evaluada es en general para la P-gp, es decir, se
considera la P-gp de todo el organismo, no sélo la de la barrera hematoencefalica; sin
embargo, los datos de expresidén nos dan una idea de como se encuentra la expresion
de esta proteina y en caso de estar sobreexpresada se puede esperar que la dosis de un

farmaco en un 6rgano diana, en este caso el cerebro, no sea la dosis deseada.

No se han reportado estudios acerca de la expresion de la P-gp en muestras
sanguineas de pacientes con epilepsia, la mayor parte de estudios se han relacionado
con diferentes tipos de cancer, donde la sobreexpresion de la P-gp afecta en la
respuesta a la quimioterapia. Sin embargo, Tishler et al. evaluaron la expresion del gen
MDR1 en muestras de cerebro de pacientes con epilepsia refractaria y mediante la
técnica de PCR cuantitativa y luego hibridacion utilizando sondas; los resultados
demostraron que la expresion del gen MDR1 estaba incrementada en pacientes con
epilepsia refractaria, por lo tanto, la sobreexpresion si tenia relacion con la falta de
respuesta a farmacos antiepilépticos.®?

Adicionalmente, en un caso de estudio en Argentina realizado por Lazarowski

et al. utilizaron la inmunohistoquimica sobre una biopsia de cerebro para evaluar la
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expresion de la P-gp en una paciente con epilepsia refractaria cuyas concentraciones
de fenitoina en plasma se consideraban subterapéuticas, por lo que no tenian efecto
sobre las crisis convulsivas; el experimento demostré que la P-gp se encontraba
sobreexpresada por lo que concluyeron que la resistencia a la fenitoina y las bajas
concentraciones de la misma encontradas en plasma fueron consecuencia de la elevada

expresion de dicha proteina.®
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. Se resolvio que no existe relacion entre la epilepsia y la presencia de las
mutaciones C3435T y G2677T/A; asi como estas mutaciones tampoco estan
asociadas a la resistencia a los farmacos fenitoina y carbamazepina. Ademas,
se comprobd que el gen MDRL1 se encuentra sobre expresado en la poblacion
de voluntarios con epilepsia, tanto en farmacorrespondedores como en
farmacorresistentes, por lo que la expresion de dicho gen influye en el
desarrollo de la enfermedad. Finalmente se determind que Ila
farmacorresistencia a fenitoina y carbamazepina, no esta relacionada con la

expresion elevada de la Glicoproteina-P.

2. Se extrajo ADN gendmico y ARN total de 66 muestras sanguineas de
voluntarios con epilepsia del Hospital Honorio Delgado Espinoza, y 80

muestras sanguineas de voluntarios control.

3. Se midié la concentracion de ADN gendmico y ARN total extraido de
muestras sanguineas mediante la técnica de fluorometria; obteniendo
resultados minimos de 3 ng/pL hasta un maximo de 276 ng/pL para el ADN
y valores desde 4 ng/pL hasta 83 ng/uL para el ARN, dichas concentraciones
fueron dptimas para el analisis molecular de las muestras. Se midio la calidad
de ADN gendémico y ARN total extraido de muestras sanguineas mediante la
técnica de espectrofotometria; obteniendo para el caso del ADN un 90.8%
(1.8-2) de muestras con calidad éptima y 9.2% con calidad aceptable (1.6-
1.8) y para el ARN un 77.4% de muestras con calidad éptima (2-2.2) y un
22.6% con calidad aceptable (<1.7), ademas ninguna muestra presentd
contaminacion. Se determind la integridad de ADN genémico y ARN total
extraidos de muestras sanguineas mediante la técnica de electroforesis en gel
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de agarosa, obteniendo el 100 % de ADN y el 100% de ARN integros,
respecto a su estructura molecular.

4. Se amplificé el gen MDR1 por PCR convencional, obteniendo amplicones de
208pb para la mutacion C3435T, 226pb para la mutacion G2677T y 222pb
para la mutacion G2677A.

5. Se identificaron las mutaciones C3435T y G2677T/A en tres grupos de
estudio: farmacorrespondedores, farmacorresistentes y controles, empleando
RFLP.

6. Se evalué la expresion del gen MDR1 en tres grupos de estudio:

farmacorrespondedores, farmacorresistentes y controles, por PCR en tiempo

real.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

RECOMENDACIONES

1. Se sugiere acompafiar este tipo de estudios con el dosaje seroldgico del
farmaco en estudio, con el fin de confirmar los resultados, en caso de existir
una relacion entre la presencia de una mutacion y la sobreexpresion de un gen

con la farmacorresistencia.

2. Se sugiere ampliar el estudio, evaluando otros Polimorfismos relacionados a
dicha enfermedad, como el CYP 2C9, CYP 2C19 y CYP 3A4, los cuales se
refieren al metabolismo de farmacos y pueden esclarecer el porqué de la

farmacorresistencia.

3. Se recomienda evaluar la expresion genética de otros genes implicados en
sindromes epilépticos especificos como los de canales idnicos neuronales del
sodio, potasio, cloro y calcio: SCN1A, SCN1B, SCN2A, KCNQ2, KCNQ3,
CLCN2 Y CACNA1H.
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ANEXOS

ANEXO 1. Resultados de extraccion de ADN y deteccién de mutaciones
C3435T y G2677T/A

Tabla 15. Medidas de absorbancia del ADN a 260nm y 280nm Y relacion de pureza
(260/280). A la izquierda, muestras de voluntarios con epilepsia. A la derecha,
muestras de voluntarios control.

Abs Abs Abs Abs
Muestra 260nm  280nMm 260/280 @ Muestra 260 nm 280 nm 260/280

E002-A 2.155 1.070 2.014 CO001-A 2.055 1.100 1.869
EO002-B 1648 0879 1.87/5 C001-B 0.960 0.443 2.169
EO003-A 1156 0514 2249 CO002-A 1439 0.754 1.908
EO03-B 3.144 1.768 1.7/8 @ C002-B  2.208 1.014 2.177
E004-A 0.772 0405 1906 @C003-A 1.085  0.519 2.092
EO04-B 1325 0.724 1830 @ C003-B 1.919 1.038 1.849
EO005-A 2462 1203 2.047 C004-A 2230 1.118 1.995
EO005-B 1472 0.793 1856 | C004-B 1514 0.714 2.121
EO007-A 1239 0.629 1970 @CO005-A  3.005 1.387 2.166
EO07-B  2.037 1.034 1.97/0 C005-B 2.890 1.444 2.002
EO08-A 1845 0.834 2212 CO006-A 1498 0.838 1.788
EO008-B 2.034 1.004 2.026 C006-B 2.258 1.064 2.123
EO009-A 0839 0.392 2140 @ CO07-A 2930 1514 1.935
EO009-B 0927 0.492 1884 C007-B 1.971 1.102 1.789
E010-A 1938 1.003 1932 CO008-A 1.165 0.548 2.127
EO10-B 1592 0.739 2154 C008-B 0.850  0.420 2.026
EO11-A 1479 0.779 1.899 @ CO009-A 2.618 1.438 1.820
EO11-B 1982 1.037 1911 @ C009-B 1.818 1.013 1.795
EO012-A 1475 0.723 2.040 CO010-A 1.204  0.628 1.918
EO12-B 1893 0992 1908 @ C010-B 1.835  0.906 2.026
EO0O13-A 1938 0923 2100 @ CO11-A 2.893 1.552 1.864
EO13-B 2940 1.635 1.798 @ CO011-B  2.465 1.259 1.958
EO015-A 0833 0434 1919 C012-A 1843 1.020 1.807
EO15-B 1323 0.718 1.843 @ C012-B  3.348 1.840 1.820
EO016-A 1365 0.713 1914 CO13-A 3.237 1.637 1.978
EO16-B 1452 0.721 2.014 CO013-B 2640  1.238 2.132
EO017-A 1345 0.693 1941 C014-A 2.014  0.990 2.034
EO17-B 2943 1421 2071 CO014-B 1770 0.972 1.821
E019-A 0935 0423 2210 CO015-A 1.837  0.878 2.092
EO019-B 1454 0.752 1.934 | C015-B 2334  1.194 1.955
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E022-A
E022-B
E023-A
E023-B
E024-A
E024-B
E025-A
E025-B
E026-A
E026-B
E028-A
E028-B
E029-A
E029-B
E030-A
E030-B
EO031-A
E031-B
E032-A
E032-B
EO033-A
E033-B
E034-A
E034-B
EO035-A
E035-B
E036-A
E036-B
EO037-A
E037-B
E039-A
E039-B
E040-A
E040-B
EO041-A
EO041-B
EO042-A
E042-B
E043-A
E043-B
E045-A
E045-B
E046-A
E046-B

1.953
2.848
1.382
1.824
0.821
1.342
1.443
0.923
1.437
2.741
1.384
3.121
1.683
1.678
2.509
2.422
0.816
3.016
2.983
1.995
1.841
0.830
1.351
2.614
0.979
3.013
1.921
2.796
2.987
1.506
1.466
1.173
3.380
2.325
1.280
3.417
3.486
2.993
1.833
2.081
2.905
1.825
0.932
1.848

1.064
1.605
0.795
0.877
0.385
0.766
0.841
0.443
0.814
1.425
0.775
1.572
0.737
0.779
1.102
1.238
0.378
1.586
1.519
1.094
1.010
0.373
0.690
1.152
0.491
(300
0.903
1.342
1.341
0.727
0.647
0.594
1.915
1.053
0.739
1.630
1.854
1.488
0.825
0.982
1.549
1.011
0.498
0.929

1.835
1.774
1.738
2.081
2.135
1.751
1.715
2.083
1.765
1.924
1.785
1.985
2.283
2.154
2.276
A Slav
2.156
1.902
1.964
1.824
1.822
2.228
18859
2.269
1.992
2.154
PNV
2.084
2.228
2.071
2.265
1.974
1.765
2.207
1.733
2.096
1.880
2.011
2.221
2.120
1.875
1.805
1.871
1.989
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CO016-A
C016-B
CO017-A
C017-B
CO018-A
C018-B
CO019-A
C019-B
C020-B
C020-B
C021-A
C021-B
C022-A
C022-B
C023-A
C023-B
C024-A
C024-B
C025-A
C025-B
C026-A
C026-B
C027-A
C027-B
C028-A
C028-B
C029-A
C029-B
C030-A
C030-B
C031-A
C031-B
C032-A
C032-B
C033-A
C033-B
C034-A
C034-B
C035-A
C035-B
C036-A
C036-B
C037-A
C037-B

1.069
2.683
3.246
0.962
0.871
2.600
1.745
1.698
1.261
2.944
2.542
3.158
1.461
1.651
1.865
1.782
2.631
1.975
0.903
2.306
2.512
0.837
3.389
1.075
1.744
2.950
2.514
1.235
0.803
1.745
2.370
2.806
2.366
2.059
2.081
1.459
2.483
1.229
2.572
3.192
2.621
1.713
2.652
1.173

0.521
1.501
1.525
0.491
0.446
1.302
0.882
0.783
0.638
1.453
1.216
1.540
0.703
0.815
0.898
0.974
1.324
0.905
0.431
1.292
1.376
0.386
1.881
0.522
0.804
1.494
1.229
0.644
0.415
0.875
1.142
1.304
1.129
0.995
1.058
0.782
1.181
0.586
1.237
1.624
1.359
0.806
1.399
0.642

2.053
1.787
2.129
1.958
1.952
1.997
1.979
2.169
1.975
2.026
2.091
2.050
2.079
2.026
2.076
1.829
1.987
2.182
2.097
1.785
1.825
2.168
1.802
2.061
2.169
1.974
2.046
1.917
1.935
1.994
2.076
2.152
2.095
2.069
1.966
1.865
2.102
2.097
2.080
1.966
1.928
2.124
1.896
1.827
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EO047-A
E047-B
EO050-A
E050-B
E052-A
E052-B
EO053-A
E053-B
E054-A
E054-B
E055-A
E055-B
E056-A
E056-B
EO057-A
E057-B
E058-A
E058-B
E059-A
E059-B
E060-A
E060-B
E061-A
E061-B
E062-A
E062-B
EO064-A
E064-B
EO067-A
E067-B
E068-A
E068-B
E069-A
E069-B
EQ070-A
E070-B
EO071-A
EO071-B
EQ072-A
EO072-B
EO073-A
E073-B
EQ74-A
EO074-B

2.512
1.192
3.446
1.893
1.491
1.876
0.993
1.930
1.809
1.311
3.049
2.652
2.069
2.443
1.251
2.547
2.119
1.112
2.800
1.185
0.907
1.283
2.208
1.438
2.716
2.436
2.491
2.117
1.898
3.206
2.712
3.042
2.620
3.447
2.751
2.529
2.208
1.668
2.600
3.015
2.893
2.135
3.335
2.205

1.386
0.601
1.875
1.061
0.792
1.062
0.575
0.966
0.997
0.717
1.586
1.333
1.128
1.301
0.633
1.476
1.138
0.559
1.618
0.683
0.482
0.684
1.187
0.801
1.556
1.279
1.306
1.062
1.110
1.760
1.530
1.547
1.407
1.755
1.458
1.253
1.174
0.834
1.396
1.644
1.580
1.169
1.670
1.060

1.812
1.982
1.838
1.784
1.882
1.766
1.728
1.997
1.815
1.829
1.922
1.990
1.835
1.878
1.976
1.726
1.862
1.988
1.730
1.736
1.880
1.875
1.860
1.796
1.745
1.905
1.908
1.993
e )
1.822
1.773
1.966
1.862
1.964
1.887
2.019
1.880
2.000
1.863
1.834
1.831
1.827
1.997
2.080
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C038-A
C038-B
C039-A
C039-B
C040-A
C040-B
C041-A
C041-B
C042-A
C042-B
C043-A
C043-B
C044-A
C044-B
C045-A
C045-B
C046-A
C046-B
C047-A
Co047-B
C048-A
C048-B
C049-A
C049-B
C050-A
C050-B
CO051-A
C051-B
C052-A
C052-B
C053-A
C053-B
C054-A
C054-B
C055-A
C055-B
C056-A
C056-B
CO057-A
C057-B
C058-A
C058-B
C059-A
C059-B

1.410
1.330
3.363
1.795
2.588
3.016
3.478
1.062
1.832
3.062
2.618
3.226
3.424
0.878
1.119
2.065
28807
0.848
0.950
2.433
2.296
2.796
0.853
3.380
26
2.729
3.444
1.124
1.770
2.712
2.208
1.120
1.631
2.655
3.177
1.918
3.279
0.973
1.385
2.669
2.326
1.977
3.135
1.516

0.670
0.726
1.812
0.852
1.272
1.601
1.649
0.536
0.884
1.548
1.196
1.648
1.676
0.450
0.562
0.992
1.069
0.435
0.455
1.224
1.082
1.290
0.397
1.702
1.068
1.341
1.591
0.534
0.826
1.304
1.125
0.616
0.889
1.260
1.447
0.959
1.686
0.444
0.678
1.443
1.129
0.979
1.636
0.734

2.104
1.833
1.856
2.108
2.035
1.884
2.109
1.982
2.072
1.978
2.189
1.958
2.043
1.950
1.990
2.082
1.981
1.950
2.086
1.987
2.122
2.168
2.147
1.986
2.166
2.035
2.164
2.103
2.143
2.080
1.962
1.819
1.835
2.107
2.196
2.001
1.945
2.192
2.043
1.849
2.060
2.019
1.916
2.064
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EO075-A
EO075-B
EQ77-A
EO077-B
EO078-A
E078-B
E080-A
E080-B
E081-A
E081-B
E082-A
E082-B
E083-A
E083-B

1.665
1.935
0.908
1.983
3.090
2971
0.867
2.010
2.309
0.875
2.777
3.462
2.846
3.146

0.852
0.928
0.444
0.951
1.481
1.416
0.434
1.078
1.248
0.431
1.400
1.763
1.478
1.599

1.955
2.085
2.045
2.085
2.087
2.098
2.000
1.865
1.850
2.032
1.983
1.964
1.925
1.968
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C060-A
C060-B
C061-A
C061-B
C062-A
C062-B
C063-A
C063-B
C064-A
C064-B
C065-A
C065-B
C066-A
C066-B
CO067-A
C067-B
C068-A
C068-B
C069-A
C069-B
C070-A
C070-B
CO071-A
C071-B
CO072-A
C072-B
CO073-A
C073-B
CO074-A
C074-B
CO075-A
C075-B
CO076-A
C076-B
CO77-A
Co077-B
CO078-A
C078-B
CO079-A
C079-B
C080-A
C080-B

2.174
2.212
3.275
3.232
3.287
2.355
1.024
3.309
2.757
1.660
3.467
2.602
3.074
3.153
2.547
1.580
3.071
1.581
1.514
2.998
2.437
2.383
2.292
0.854
3.043
3.038
2.489
3.496
3.119
2.630
2.337
1.529
2.700
1.502
1.578
0.892
1.969
1.471
1.464
1.959
2.444
2.398

1.182
1.208
1.715
1.555
1.679
1.252
0.481
1.758
1.327
0.772
1.873
1.427
1.541
1.500
1.408
0.809
1.535
0.844
0.832
1.526
1.226
1.266
1.090
0.392
1.396
1.440
1.292
1.847
1.671
1.419
1.257
0.851
1.362
0.716
0.767
0.472
0.896
0.687
0.803
0.990
1.268
1.333

1.839
1.831
1.910
2.079
1.958
1.881
2.127
1.882
2.078
2.151
1.851
1.824
1.995
2.102
1.809
1.954
2.001
1.874
1.820
1.965
1.988
1.882
2.102
2.176
2.180
2.109
1.926
1.893
1.866
1.854
1.859
1.796
1.983
2.097
2.057
1.889
2.197
2.140
1.823
1.979
1.928
1.799




E001, EOOl, EO03, EO03, E004, EO04, EOOS, EQ0S, E007, E007, EQ08, E008, E009, E009,

E0195 E022, E022y E023, E0234 E024, E024; E025, E0255 E026, E0265 E028, E028g E029, E029, E030, E030; E031, E031, E032, E032, E033, E033,E034, E034, E035, E035;

E036, E037, E037, E038, E038, E039, E039, E040, E040, E041, E041y E042, E042; E043, E043y E045, E045; E046, E046, E047, E047, E050, EO50, E052, E052; E053, EO053,

E0O54, EO54; E055, EO055, E056, EO056, EO57, EO57, EO58, EO58; E059, EO059, E060, EO60, E061, EO061, EO062, EO062, EO064, EO064, EO67, EO067; EO068, EO068; E069, EO069; E070,

E010, EO010, EO11, EO11; EO012, EO12; E013, EO013, E015, EO0154 E016A E0163 E017A E017B

E071, EO71,

Figura 28. Corrida electroforética de extraccién de ADN de voluntarios con epilepsia. Agarosa: 1%. Condiciones de corrida: 100 /30 min
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001, €001, €002, CO02, C003, COO3, CO04, COD4, €005, CO0S, C006, €006, CO07, COO7, COD8, C008, C009, CO09, CO10,CO10, CO11, CO11, CO12, CO12, CO13,CO13, CO14, CO14,CO15, CO15,

€016, C016, C017,C017, (018, CO18, CO19, CO19, C020, C020, CO21, CO21, CO22, CO22, CO23, C023, CO24, C024, C025, C025; C026, C026, C027, CO27, CO28, CO28, C029, C029;

e S O

C030, €030, CO31, CO31, 032, CO032, CO33, C033, C034, CO34, C035, €035, CO36, €036, CO37, CO37, CO38, CO38, CO39, (€039, CO40, C040, C041, CO41, CO042, CO42,

€043, (043, C044, CO44, C0O4S5, CO45; C046, COA6, CO47, CO47, CO48, CO48, (049, C049,C050, CO50,C051,C0O51,C052, CO52, CO53, CO53, CO54, CO54, COS5, COS5, C056, CO56, CO57, CO57, COS8, CO58,

— —

W A e e e e e e e

€059, €059, C060, CO60, CO61, CO61, CO62, CO62, CO63, C063, CO64, CO64, CO65, CO65, CO66, CO66, CO67, CO67, CO68, CO68, CO69, CO69, CO70, CO70,

N W b e e e S e S

€071, CO071, CO72, CO72, CO73, CO73; (074, CO74, CO7S,CO75, CO76, CO76, CO77, CO77, CO78, CO78, CO79, CO79, CO80, CO80,

Figura 29. Corrida electroforética de extraccion de ADN de voluntarios control. Agarosa: 1%. Condiciones de corrida: 100 VV/30 min
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Tabla 16. Concentraciones de ADN medidas por fluorometria. A la izquierda,
muestras de voluntarios con epilepsia. A la derecha, muestras de voluntarios control.

Concentraci_én Concentracion Concentraci_én Concentracion

Muestra A(?]leglli?lt ADN (ng/uL) Muestra Aazl/r?qtl))lt ADN (ng/uL)
E002-A 71.4 14.28 CO001-A 1,000.0 200.00
E002-B 88.7 17.74 C001-B 365.0 73.00
E003-A 64.9 12.98 C002-A 180.4 36.08
E003-B 147.0 29.40 C002-B 168.0 33.60
E004-A 94.0 18.80 CO003-A 169.8 33.96
E004-B 129.0 25.80 C003-B 78.8 15.76
E005-A 135.0 27.00 C004-A 183.4 36.68
E005-B 125.0 25.00 C004-B 176.0 35.20
E007-A 87.8 17.56 C005-A 164.0 32.80
E007-B 75.0 15.00 C005-B 192.0 38.40
E008-A 117.0 23.40 C006-A 234.0 46.80
E008-B 116.0 23.20 C006-B 86.8 17.36
E009-A 102.0 20.40 C007-A 152.0 30.40
E009-B 83.3 16.66 C007-B 197.0 39.40
E010-A 100.0 20.00 C008-A 101.0 20.20
E010-B 140.0 28.00 C008-B 137.0 27.40
E011-A 102.0 20.40 C009-A 55.4 11.08
E011-B 92.9 18.58 C009-B 75.2 15.04
E012-A 90.4 18.08 C010-A 198.0 39.60
E012-B 85.5 17.10 C010-B 600.0 120.00
E013-A 104.0 20.80 CO011-A 164.0 32.80
E013-B 107.0 21.40 C011-B 126.0 25.20
E015-A 201.0 40.20 C012-A 175.0 35.00
E015-B 49.6 9.92 C012-B 161.0 32.20
E016-A 140.0 28.00 C013-A 132.0 26.40
E016-B 127.0 25.40 C013-B 159.0 31.80
E017-A 110.0 22.00 C014-A 169.0 33.80
E017-B 134.0 26.80 C014-B 142.0 28.40
E019-A 156.0 31.20 C015-A 600.0 120.00
E019-B 200.0 40.00 C015-B 214.0 42.80
E022-A 61.9 12.38 C016-A 411.0 82.20
E022-B 52.3 10.46 C016-B 215.0 43.00
E023-A 69.3 13.86 C017-A 16.8 3.36
E023-B 71.0 14.20 C017-B 57.9 11.58
E024-A 159.0 31.80 CO018-A 20.9 4.18
E024-B 77.0 15.40 C018-B 170.0 34.00
E025-A 193.0 38.60 C019-A 23.1 4.62
E025-B 102.0 20.40 C019-B 34.5 6.90
E026-A 215.0 43.00 C020-A 36.8 7.36
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E026-B 147.0 29.40 C020-B 18.6 3.72
E028-A 286.0 57.20 CO21-A 28.3 5.66
E028-B 193.0 38.60 C021-B 259.0 51.80
E029-A 195.0 39.00 C022-A 21.4 4.28
E029-B 182.0 36.40 C022-B 195 3.90
E030-A 175.0 35.00 C023-A 166.0 33.20
E030-B 245.0 49.00 C023-B 110.0 22.00
E031-A 152.0 30.40 C024-A 111.0 22.20
E031-B 197.0 39.40 C024-B 250.0 50.00
E032-A 146.0 29.20 C025-A 117.0 23.40
E032-B 214.0 42.80 C025-B 111.0 22.20
E033-A 288.0 57.60 C026-A 56.4 11.28
E033-B 200.0 40,00 C026-B 105.0 21.00
E034-A 310.0 62.00 CO27-A 202.0 40.40
E034-B 84.4 16.88 C027-B 600.0 120.00
E035-A 650.0 13000  CO28-A 33.8 6.76
E035-B 291.0 58.20 C028-B 27.7 5.54
E£036-A 280.0 56.00 C029-A 208.0 41.60
E036-B 664.0 13280  C029-B 600.0 120.00
E037-A 12800 25600 | CO30-A 106.0 21.20
E037-B 267.0 53.40 C030-B 191.0 38.20
E039-A 128.0 25.60 CO3L-A 600.0 120.00
E039-B 131.0 26.20 CO31-B 600.0 120.00
E040-A 91.8 18.36 C032-A 497.0 99.40
E040-B 107.0 21.40 C032-B 260.0 52.00
EO4L-A 13800 27600  CO33-A 115.0 23.00
E041-B 243.0 48.60 C033-B 600.0 120.00
E042-A 250.0 50.00 CO34-A 150.0 30.00
E042-B 383.0 76.60 C034-B 109.0 21.80
E043-A 54.2 10.84 C035-A 95.0 19.00
E043-B 48.0 9.60 C035-B 84.7 16.94
E045-A 63.2 12.64 C036-A 278.0 55.60
E045-B 731 14.62 C036-B 168.0 33.60
E046-A 155.0 31.00 CO37-A 111.0 22.20
E046-B 174.0 34.80 C037-B 189.0 37.80
E047-A 80.4 16.08 C038-A 94.4 18.88
E047-B 93.2 18.64 C038-B 161.0 32.20
E050-A 106.0 21.20 C039-A 142.0 28.40
E050-B 123.0 24.60 C039-B 151.0 30.20
E052-A 600.0 12000 | CO40-A 713 14.26
E052-B 315 6.30 C040-B 112.0 22.40
E053-A 140.0 28.00 CO41-A 62.9 12,58
E053-B 96.8 19.36 C041-B 87.3 17.46
E054-A 600.0 12000 | CO42-A 915 18.30
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E054-B 530.0 10600 | C042-B 473 9.46

E055-A 95.6 19.12 C043-A 140.0 28.00
E055-B 108.0 21.60 C043-B 137.0 27.40
E056-A 600.0 12000  CO44-A 90.0 18.00
E056-B 132.0 26.40 C044-B 107.0 21.40
E057-A 167.0 33.40 CO45-A 105.0 21.00
E057-B 196.0 39.20 C045-B 125.0 25.00
E058-A 134.0 26.80 CO46-A 123.0 24.60
E058-B 139.0 27.80 C046-B 131.0 26.20
E059-A 145.0 29.00 CO47-A 111.0 22.20
E059-B 100.0 20.00 C047-B 153.0 30.60
E060-A 125.0 25.00 CO48-A 140.0 28.00
E060-B 173.0 34.60 C048-B 156.0 31.20
E061-A 121.0 24.20 CO49-A 121.0 24.20
E061-B 87.4 17.48 C049-B 135.0 27.00
E062-A 120.0 24.00 C050-A 282.0 56.40
E062-B 23.2 4.64 C050-B 79.9 15.98
E064-A 136.0 27.20 CO51-A 114.0 22.80
E064-B 194.0 38.80 CO51-B 105.0 21.00
E067-A 92.4 18.48 CO52-A 600.0 120.00
E067-B 96.6 19.32 C052-B 203.0 40.60
E068-A 105.0 21.00 CO53-A 570.0 114.00
E068-B 197.0 39.40 C053-B 286.0 57.20
E£069-A 127.0 25.40 CO54-A 133.0 26.60
E069-B 152.0 30.40 C054-B 50.1 11.82
E070-A 71.0 14.20 CO55-A 123.0 24.60
E070-B 600.0 12000  CO55-B 600.0 120.00
E071-A 158.0 31.60 CO56-A 570.0 114.00
E071-B 151.0 30,20 C056-B 175.0 35.00
E072-A 600.0 12000  CO57-A 165.0 33.00
E072-B 570.0 11400  CO57-B 76.6 15.32
E073-A 79.8 15.96 CO58-A 119.0 23.80
E073-B 68.5 13.70 C058-B 617 12.34
E074-A 31.8 6.36 C059-A 155.0 31.00
E074-B 54.0 10.80 C059-B 171.0 34.20
E075-A 600.0 12000  COB0-A 87.2 17.44
E075-B 86.4 17.28 C060-B 119.0 23.80
E077-A 79.0 15.80 COBL-A 701 14.02
E077-B 41.9 8.38 C061-B 196.0 39.20
E078-A 86.8 17.36 CO62-A 151.0 30,20
E078-B 76.1 15.22 C062-B 190.0 38.00
E£080-A 89.3 17.86 CO63-A 296.0 59.20
E£080-B 288.0 57.60 C063-B 155.0 31.00
E081-A 101.0 20.20 COB4-A 150.0 30.00
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E081-B 116.0
E082-A 93.3
E082-B 113.0
E083-A 118.0
E083-B 94.6

23.20
18.66
22.60
23.60
18.92
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C064-B
C065-A
C065-B
C066-A
C066-B
CO067-A
C067-B
C068-A
C068-B
C069-A
C069-B
C070-A
C070-B
CO071-A
C071-B
CO072-A
C072-B
CO073-A
C073-B
CO074-A
C074-B
CO075-A
CO075-B
C076-A
C076-B
CO77-A
C077-B
CO078-A
C078-B
CO079-A
C079-B
C080-A
C080-B

600.0
300.0
388.0
105.0
104.0
164.0
84.0
151.0
40.1
274.0
187.0
185.0
308.0
67.9
123.0
118.0
83.3
153.0
139.0
77.8
467.0
600.0
47.4
66.1
70.5
63.2
100.0
445.0
107.0
600.0
600.0
600.0
600.0

120.00
60.00
77.60
21.00
20.80
32.80
16.80
30.20

8.02
54.80
37.40
37.00
61.60
13.58
24.60
23.60
16.66
30.60
27.80
15.56
93.40

120.00

9.48
13.22
14.10
12.64
20.00
89.00
21.40

120.00

120.00

120.00

120.00
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Tabla 17. Presencia y genotipos de las mutaciones C3435T y G2677T/A en
voluntarios con epilepsia farmacorrespondedores (GRUPO A).

Mutacion
Muestra C3435T G2677T/IA
Genotipo Presencia Genotipo Presencia
E003 CT Sl GT Sl
E004 cC NO GG NO
E005 CcC NO GG NO
E009 TT Sl TT Sl
EO010 CT Sl GT Sl
E011 CT N| GT Sl
EO012 Ce NO GG NO
E013 e NO GG NO
E015 CE NO GG NO
E017 CT Sl GT Sl
E024 CT Sl GT Sl
E025 CT Sl GT Sl
E026 TT Sl TT Sl
E028 CT Sl GT Sl
E029 CcC NO GG NO
E031 CcC NO GG NO
E032 CcC NO GG NO
E033 CT Sl GT Sl
E034 CT Sl GT Sl
E036 CT Sl GT Sl
E037 cC NO AA Sl
E043 CcC NO AA Sl
E045 CcC NO AA Sl
E046 CcC NO GG NO
E047 CcC NO GA Sl
E050 CcC NO GG NO
EO053 cC NO GG NO
E054 CT Sl GT Sl
E056 CT Sl GA Sl
E057 CcC NO GA Sl
E058 CT Sl GT Sl
E059 CT Sl GT Sl
E062 cC NO GG NO
E064 cC NO GT Sl
E067 CT Sl GT Sl
E068 cC NO GG NO
E069 cC NO GG NO
EO070 CT Sl GT Sl
EO071 CT S GG NO
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EQ75 cC NO GA sl
E077 cC NO GG NO
E080 CT sl GT sl
E083 TT sl GT sl
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Tabla 18. Presencia y genotipos de las mutaciones C3435T y G2677T/A en
voluntarios con epilepsia farmacorresistentes (GRUPO B).

Mutacion
Muestra C3435T G2677T/A
Genotipo Presencia Genotipo Presencia
E002 CcC NO GG NO
E007 cC NO GG NO
E008 TT Sl TT Sl
E016 cC NO GA Sl
E019 CcC NO AA Sl
E022 cC NO GG NO
E023 Cils Sl GT Sl
E030 e NO GG NO
E035 CcC NO GG NO
E039 CT Sl GT Sl
E040 CT Sl GT Sl
E041 1T Sl GT Sl
E042 CT Sl GT Sl
E052 e NO GG NO
E055 CT Sl GT Sl
E060 CT Sl GT Sl
E061 CcC NO GA Sl
EO72 o Sl GT Sl
E073 CT Sl GT Sl
E074 6 NO GG NO
E078 CT Sl GT Sl
E081 CT Sl GT Sl
E082 CcC NO GG NO
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Tabla 19. Presencia y genotipos de las mutaciones C3435T y G2677T/A en
voluntarios control (GRUPO C).

Mutacion
Muestra C3435T G2677T/A
Genotipo Presencia Genotipo Presencia
Ccoo1 TT Sl TT Sl
C002 CT Sl GT Sl
C003 cC NO GA Sl
C004 CT Sl GT Sl
C005 TT Sl TT Sl
C006 CT Sl GT Sl
coo7 Cily Sl AT Sl
C008 CcC NO GA Sl
C009 TT Sl GT Sl
C010 CcC NO GG NO
Co11 CT Sl AT Sl
C012 CT Sl GT Sl
C013 cE NO GG NO
Co014 e NO GA Sl
C015 CcC NO GG NO
C016 CcC NO GG NO
Cco17 €]) Sl GA Sl
C018 eC NO GA Sl
C019 CcC NO GG NO
C020 CT Sl GT Sl
Cc021 cE NO GG NO
C022 TT Sl GT Sl
C023 CT Sl GG NO
C024 i Sl GG NO
C025 TT Sl GG NO
C026 TT Si TT Sl
Cco027 CT Sl GT Sl
C028 TT Sl TT Sl
C029 CT Sl GT Sl
C030 cC NO GG NO
Co031 CT Sl GT Sl
C032 CT Sl GT Sl
C033 cC NO GG NO
C034 cC NO GG NO
C035 TT Sl GT Sl
C036 CT Sl GG NO
Co037 CT Sl GT Sl
C038 CT Sl GT Sl
C039 CT Sl GT Sl
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C040 cc NO GG NO
Co41 cT S| GT S|
C042 cT S| GT S|
C043 cT S| AT S|
C044 cc NO GG NO
C045 cc NO GG NO
C046 cc NO GG NO
C047 cc NO GG NO
C048 cT S| GT S|
C049 T S| T S|
C050 cc NO GG NO
C051 cT S| GT S|
C052 cT S| GG NO
C053 cc NO GA S|
C054 cc NO GG NO
C055 cT S| GG NO
C056 cc NO GG NO
C057 cT S| GT S|
C058 cT S| GT S|
C059 cc NO GG NO
C060 cc NO GG NO
C061 cc NO GA S|
C062 cT S| GT S|
C063 cT S| AT S|
C064 cT S| GT S|
C065 cc NO GG NO
C066 cT S| GT S|
C067 cT S| AT NO
C068 cc NO GG NO
C069 T S| GT S|
C070 cc NO GA S|
Co71 cc NO GA S|
CO72 cT S| GT S|
CO73 cT S| GT S|
Co74 cc NO GG NO
CO75 cT S| AT S|
CO76 cT S| GG NO
Co77 cT S| GT S|
Co78 cc NO GG NO
C079 T S| GT S|
C080 T S| T S|
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ANEXO 2. Resultados de extraccion de ARN y evaluacion de la expresion relativa del gen MDRL.

Tabla 20. Medidas de absorbancia del ARN a 230nm, 260nm y 280nm y relacion de pureza (260/280 y 260/230). A la izquierda, muestras
de voluntarios con epilepsia. A la derecha, muestras de voluntarios control.

Muestra zgﬁ)?fm 2Q)?fm ZSAO?]Sm 260/280  260/230 = Muestra 23A0?15m 26Ao?15m 28A0?15m 260/280  260/230
E002-A 0498 0847 0425 1993 1700  COOL-A 0867 1539 0779 1975 1775
E002-B 1244 2017 0977 = 2065 1621 @ CO01-B 0563 0858 0395 = 2174 1524
E003-A 0667 1324 0610 2171 1984 | CO02-A 1020 1662 0831 2000  1.630
E003-B 0947 1796 0852 2109 = 1896  CO02-B 0365 0649 0304 = 2132 1777
E004-A 0458 0793 0384 2066 1730  CO03-A 0698 1092 = 0523 2089 1565
E004-B 0441 0713 0353 2017 = 1615 = C003-B 1078 1804 0828 = 2179 1673
E005-A 0814 1407 = 0654 2152 1729 = COO4-A 0361 0764 0391 = 1954 2114
E005-B 0451 0785 0387 2027 1739 = C004-B 0893 1536 0735 = 2091 1720
E007-A 0917 1726 0791 2182 1882  CO0O5-A 0888 1824 0887 2056 2053
E007-B 0552 0985 0482 2043 = 1785 = C005-B 0739 1161 0582 = 199 1570
E008-A 0520 0914 0464 1969 1757 | CO06-A 1195 2542 1249 2035 2127
E008-B 1461 2593 1337 1940 1775 = CO06-B 1165 2435 1246 = 1955 2,091
E009-A 0920 1636 = 0745 2197 1778 = COO7-A 0710 1146 0529 = 2165 1614
E009-B 1679 2593 1206 2150 1544 | CO07-B = 1063 1850 = 0941 1965 1741
E010-A 1127 2243 1147 1956 1991 = CO08-A 1593 2472 1176 = 2102 1552
E010-B 0435 0854 0427 2001 1961 | C008-B 0867 1584 0769 2059 1826
E011-A 0579 0876 0420 2087 1513 = CO09-A 0400 0838 0423 = 1981 2097
E011-8 0617 1101 0506 2176 = 1785 = CO09-B 0338 0546 0267 = 2046 1614
E012-A 0883 1601 0745 = 2149 1814 = CO10-A 1257 2183 1061 2058 1737
E012-B 1271 2441 1172 2082 1921 | CO010-B = 0.765 = 1442 0693 2081 1886
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EO013-A
E013-B
EO015-A
E015-B
EO16-A
E016-B
EO017-A
EO017-B
E019-A
E019-B
E022-A
E022-B
E023-A
E023-B
E024-A
E024-B
E025-A
E025-B
E026-A
E026-B
E028-A
E028-B
E029-A
E029-B
E030-A
E030-B
EO31-A

0.555
1.171
1.804
1.257
0.803
0.842
0.387
0.689
0.424
0.521
1.367
1.515
0.999
1.352
0.659
1.372
0.524
1.085
0.718
0.328
0.783
1.400
1.233
0.881
0.937
1.371
0.545

1.053
1.900
2.951
2.427
1.658
1.643
0.621
1.320
0.846
1.002
2.657
2.652
2.042
2.387
1.196
2.392
0.849
2.214
1.219
0.543
1.562
2.206
2.265
1.640
1.647
2.625
0.880

0.529
0.893
1.462
1.122
0.847
0.846
0.312
0.648
0.414
0.481
1.252
1.357
1.045
1.167
0.600
1.166
0.407
1.060
0.619
0.272
0.796
1.009
1.053
0.807
0.770
1.335
0.429

1.990
2.127
2.018
2.163
1.957
1.941
4 O
2.036
2.044
2.083
2.123
1.955
1.955
2.046
1.992
2.052
2.086
2.088
1.969
1.993
1.962
2.186
2.152
2.031
2.139
1.966
2.053

1.896
1.623
1.636
1.931
2.064
1.952
1.605
1.917
1.996
1.924
1.944
1.750
2.044
1.765
1.815
1.744
1.620
2.041
1.698
1.656
1.994
1.576
1.837
1.862
1.757
1.915
1.616
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CO11-A
C011-B
C012-A
C012-B
C013-A
C013-B
C014-A
C014-B
C015-A
C015-B
C016-A
C016-B
CO017-A
C017-B
C018-A
C018-B
C019-A
C019-B
C020-B
C020-B
C021-A
C021-B
C022-A
C022-B
C023-A
C023-B
C024-A

0.404
0.711
1.172
1.282
0.767
1.467
1.452
1.289
0.763
0.803
0.791
0.952
0.348
1.042
1.614
0.423
0.294
1.326
0.636
0.820
0.453
1.289
1.317
1.267
0.694
0.770
0.990

0.874
1.458
2.438
2.042
1.466
2.859
2.756
2.204
1.624
1.398
1.460
1.920
0.749
2.244
2.765
0.650
0.566
2.166
1.375
1.332
0.927
2.485
2.113
2.683
1.112
1.288
1.486

0.398
0.695
1.208
0.934
0.746
1.316
1.269
1.056
0.740
0.676
0.681
0.958
0.368
1.048
1.284
0.320
0.278
1.082
0.633
0.645
0.438
1.183
1.066
1.325
0.529
0.620
0.734

2.198
2.098
2.018
2.186
1.964
2.172
2.172
2.087
2.196
2.068
2.145
2.005
2.038
2.141
2.154
2.032
2.036
2.002
2.171
2.066
2.115
2.100
1.982
2.025
2.104
2.076
2.025

2.165
2.051
2.080
1.593
1.912
1.949
1.898
1.710
2.129
1.740
1.845
2.017
2.155
2.154
1.713
1.538
1.926
1.633
2.162
1.625
2.045
1.928
1.604
2.117
1.602
1.673
1.501



E031-B
E032-A
E032-B
E033-A
E033-B
E034-A
E034-B
E035-A
E035-B
E036-A
E036-B
EO037-A
E037-B
E039-A
E039-B
E040-A
E040-B
EO041-A
E041-B
EO042-A
E042-B
E043-A
E043-B
E045-A
E045-B
E046-A
E046-B

0.978
0.343
0.852
0.701
1.846
1.133
0.917
0.800
1.628
1.250
0.780
0.870
0.362
1.479
0.922
0.520
1.295
0.763
1.647
0.943
1.081
0.246
0.432
1.773
0.645
1.349
1.356

1.478
0.677
1.680
1.174
2.935
1.904
1.763
1.579
2.595
2.546
1.398
1.811
0.557
2.817
1.497
1.015
2.134
1.497
2.996
1.658
2.048
0.500
0.805
2.824
1.003
2.318
2.659

0.727
0.343
0.826
0.557
1.422
0.921
0.866
0.744
1.285
1.220
0.680
0.896
0.257
1.327
0.733
0.523
1.070
0.730
1.516
0.780
0.955
0.250
0.398
1.346
0.456
1.068
1.299

2.032
1.973
2.035
2.108
2.064
2.067
2.036
2. 1252
2.019
2.087
2.055
2.021
2.167
2.123
2.042
1.940
1.995
2.052
1.976
2.127
2.144
1.999
2.023
2.098
2.198
2171
2.047

1.512
1.973
1.972
1.674
1.590
1.681
1.923
1.973
1.594
2.036
1.792
2.081
1.540
1.905
1.624
1.952
1.648
1.961
1.819
1.759
1.895
2.033
1.863
1.593
1.554
1.718
1.961

98

C024-B
C025-A
C025-B
C026-A
C026-B
C027-A
C027-B
C028-A
C028-B
C029-A
C029-B
C030-A
C030-B
CO031-A
C031-B
C032-A
C032-B
C033-A
C033-B
C034-A
C034-B
C035-A
C035-B
C036-A
C036-B
C037-A
C037-B

0.643
1.150
1.005
0.353
1.114
1.287
0.291
1.646
0.434
0.763
1.202
1.231
0.485
0.246
0.826
1.024
1.099
1.007
0.758
0.918
0.512
1.250
0.553
1.254
1.775
1.035
0.616

1.409
2.195
1.588
0.596
1.895
2.085
0.534
2.897
0.755
1.374
2.491
2.087
0.903
0.503
1.375
1.954
2.357
1.950
1.665
1.686
1.111
2.058
0.897
2.141
2.715
2.186
1.345

0.649
1.062
0.808
0.286
0.941
1.032
0.243
1.349
0.369
0.694
1.209
0.964
0.457
0.243
0.683
0.914
1.188
0.952
0.809
0.839
0.535
1.039
0.438
0.979
1.346
1.116
0.627

2.171
2.067
1.965
2.082
2.013
2.020
2.199
2.147
2.046
1.980
2.061
2.165
1.977
2.066
2.012
2.139
1.984
2.049
2.057
2.009
2.076
1.981
2.050
2.188
2.017
1.958
2.146

2.191
1.909
1.580
1.686
1.701
1.620
1.837
1.760
1.739
1.801
2.073
1.696
1.861
2.042
1.664
1.908
2.145
1.937
2.198
1.837
2.169
1.646
1.622
1.708
1.530
2.112
2.182



EO047-A
E047-B
E050-A
E050-B
E052-A
E052-B
E053-A
E053-B
E054-A
E054-B
E055-A
E055-B
E056-A
E056-B
EO057-A
EO057-B
E058-A
E058-B
E059-A
E059-B
E060-A
E060-B
EO061-A
E061-B
E062-A
E062-B
E064-A

1.691
1.492
0.284
0.305
1.081
0.842
0.459
1.585
1.421
1.525
0.548
0.277
1.164
1.523
0.401
1.291
0.933
0.959
0.896
0.654
1.010
1.078
1.157
1.067
1.664
1.404
1.546

2.679
2.843
0.554
0.541
1.713
1.428
0.789
2.380
2.282
2.740
1.104
0.581
2.063
2.802
0.620
2.108
1.477
1.667
1.552
1.138
1.830
2.153
1.839
1.942
2.743
2.673
2.862

1.221
1.312
0.258
0.263
0.813
0.718
0.372
1.106
1.062
1.356
0.522
0.291
0.979
1.283
0.318
1.001
0.731
0.852
0.729
0.584
0.861
1.037
0.910
0.955
1.320
1.254
1.437

2.194
2.167
2.149
2.060
2.108
1.989
2.121
2,152
2.149
2.020
2.116
1.995
2.107
2.184
1.948
2.105
2.021
1.957
2.128
1.948
2.125
2.076
2.020
2.033
2.078
2.132
1.992

1.584
1.905
1.951
1.776
1.584
1.695
1.720
1.502
1.606
1.797
2.016
2.096
1.773
1.840
1.548
1.633
1.583
1.738
1.732
1.740
1.811
1.998
1.590
1.820
1.648
1.904
1.851
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C038-A
C038-B
C039-A
C039-B
C040-A
C040-B
C041-A
C041-B
C042-A
Co042-B
C043-A
C043-B
C044-A
C044-B
C045-A
C045-B
C046-A
C046-B
C047-A
C047-B
C048-A
C048-B
C049-A
C049-B
C050-A
C050-B
CO051-A

1.218
0.468
0.679
0.617
1.802
0.696
1.391
1.313
1.574
0.351
0.809
1.654
1.148
1.672
1.572
0.379
0.445
0.910
1.026
0.264
0.367
1.259
1.156
1.490
0.258
1.492
1.077

2.215
0.845
1.064
0.991
2.873
1.421
2.156
2.552
2.979
0.742
1.456
2.594
2.184
2.746
2.929
0.572
0.795
1.671
1.719
0.544
0.639
2.012
1.885
2.348
0.549
2.888
1.901

1.033
0.404
0.530
0.488
1.389
0.652
1.029
1.187
1.384
0.376
0.679
1.235
1.019
1.313
1.497
0.281
0.382
0.783
0.829
0.257
0.308
0.965
0.945
1.199
0.262
1.443
0.929

2.145
2.094
2.006
2.029
2.068
2.178
2.096
2.150
2.152
1.976
2.143
2.100
2.144
2.092
1.957
2.036
2.082
2.134
2.073
2.120
2.077
2.086
1.994
1.958
2.093
2.001
2.047

1.819
1.805
1.568
1.606
1.594
2.041
1.550
1.943
1.893
2.113
1.799
1.568
1.902
1.642
1.863
1.510
1.787
1.836
1.675
2.060
1.743
1.598
1.630
1.576
2.127
1.936
1.765



E064-B
EO067-A
E067-B
E068-A
E068-B
E069-A
E069-B
EQ070-A
E070-B
EO071-A
EO071-B
EO072-A
EO072-B
EO073-A
E073-B
EQ74-A
EO074-B
EO075-A
EO075-B
EQ77-A
EO77-B
EO078-A
E078-B
E080-A
E080-B
E081-A
E081-B

0.486
1.301
0.631
0.628
1.053
1.052
1.396
1.089
1.666
0.354
0.650
0.315
1.414
0.491
1.262
1.750
1.256
1.615
0.693
1.391
0.665
0.883
1.106
1.271
1.196
0.748
0.673

0.917
2.171
1.221
1.317
1.965
1.654
2.302
2.023
2.953
0.566
1.359
0.589
2.563
0.896
2.176
2.636
2.572
2.737
1.318
2.912
1.229
1.848
1.674
2.627
2.193
1.302
1.050

0.429
1.074
0.581
0.627
0.903
0.822
1.160
0.967
1.427
0.258
0.696
0.303
1.194
0.458
1.064
1.272
1.262
1.251
0.602
1.392
0.577
0.930
0.843
1.227
1.005
0.657
0.509

2.137
2.021
2.100
2.102
2.177
2.012
1.985
2.091
2.070
2.197
1.952
1.944
2.146
1.955
2.046
2.072
2.038
2.188
2.191
2.092
2.129
1.987
1.986
2.141
2.183
1.982
2.064

1.885
1.669
1.935
2.097
1.866
1.572
1.649
1.857
1.773
1.600
2.091
1.871
1.813
1.823
1.724
1.506
2.047
1.695
1.902
2.094
1.847
2.094
1.514
2.067
1.834
1.741
1.561

100

C051-B
C052-A
C052-B
C053-A
C053-B
C054-A
C054-B
C055-A
C055-B
C056-A
C056-B
CO057-A
C057-B
C058-A
C058-B
C059-A
C059-B
C060-A
C060-B
CO061-A
C061-B
C062-A
C062-B
C063-A
C063-B
C064-A
C064-B

1.391
1.717
0.366
0.699
1.148
1.156
0.395
0.590
1.367
1.387
0.950
1.536
0.350
0.490
1.185
0.956
0.814
1.285
0.549
0.980
0.986
1.287
1.345
1.423
1.089
0.420
1.334

2.286
2.948
0.800
1.398
2.270
1.804
0.796
1.270
2.218
2.701
1.535
2.795
0.660
1.042
2.231
1.912
1.589
2.662
1.163
1.772
1.808
2.791
2.752
2.802
1.939
0.707
2.823

1.121
1.369
0.395
0.655
1.125
0.887
0.381
0.645
1.060
1.316
0.749
1.418
0.303
0.488
1.077
0.936
0.730
1.333
0.564
0.863
0.915
1.424
1.386
1.386
0.903
0.338
1.417

2.040
2.153
2.027
2.133
2.018
2.033
2.088
1.969
2.092
2.053
2.050
1.971
2.179
2.135
2.071
2.043
2.176
1.997
2.061
2.053
1.976
1.960
1.986
2.022
2.147
2.090
1.992

1.644
1.717
2.186
2.000
1.977
1.560
2.015
2.153
1.622
1.948
1.615
1.820
1.887
2.125
1.882
1.999
1.952
2.072
2.119
1.808
1.833
2.169
2.046
1.969
1.780
1.683
2.116



E082-A
E082-B
E083-A
E083-B

0.483
1.073
0.588
1.246

0.873
1.725
1.184
2.535

0.402
0.908
0.604
1.264

2.173
1.900
1.961
2.005

1.808
1.607
2.012
2.034
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C065-A
C065-B
C066-A
C066-B
C067-A
C067-B
C068-A
C068-B
C069-A
C069-B
C070-A
C070-B
CO071-A
C071-B
C072-A
C072-B
C073-A
C073-B
C074-A
C074-B
CO075-A
CO075-B
C076-A
C076-B
COo77-A
Co77-B
C078-A

1.328
0.620
1.392
1.099
1.381
1.436
0.971
0.597
1.186
0.675
0.592
1.489
1.055
1.272
1.161
0.269
1.611
1.173
1.199
1.448
1.327
1.210
0.883
0.725
1.259
0.560
0.725

2.312
1.296
2.970
2.168
2.605
2.679
2.117
1.222
2.603
1.223
1.161
2.535
2.016
1.966
1.882
0.550
2.576
2.572
2.064
2.996
2.647
2.194
1.924
1.175
2.259
1.150
1.221

1.059
0.607
1.435
1.059
1.198
1.310
1.052
0.559
1.326
0.593
0.591
1.168
1.012
0.908
0.931
0.269
1.287
1.290
1.030
1.489
1.223
1.007
0.946
0.573
1.110
0.589
0.595

2.184
2.136
2.069
2.047
2.175
2.045
2.013
2.188
1.963
2.064
1.964
2.170
1.992
2.166
2.021
2.042
2.001
1.994
2.003
2.012
2.164
2.178
2.034
2.049
2.036
1.953
2.051

1.741
2.091
2.134
1.972
1.886
1.866
2.180
2.046
2.194
1.811
1.961
1.703
1.911
1.545
1.621
2.046
1.599
2.192
1.722
2.069
1.994
1.813
2.180
1.620
1.794
2.052
1.683



102

C078-B
C079-A
C079-B
C080-A
C080-B

0.331
0.766
0.533
0.684
0.737

0.585
1.583
1.121
1.115
1.573

0.284
0.762
0.514
0.535
0.777

2.057
2.077
2.182
2.083
2.024

1.767
2.066
2.102
1.630
2.135



E002, E002, EO003, EOO3; E0O4, EOO4;  E00S, E00S, E007, EO07, EO008, EO08, €009, EO09, E010, EO10, EO11, EO11, EO12, EO12, EO13, E013, EO15, EO15, EO16, EO16, EO17, EO17,

E019, EO19, E022, E022, EO023, EO023, E024, E024, EO25, E025, E026, E026, E028, E028;E029, E029, E030, E030, E031, E031, E032, E032,£033, E033,E034, E034, E035, E035,

E036, E036, E037, E037, E039, E039, E040, E040, E041, EO41g E042, E042, E043, E043, E045, EO045, E046, E046, E047, E047, E049, E049; EO050, E050,

Figura 30. Corrida electroforética de extraccion de ARN de voluntarios con epilepsia (EO01 hasta E050). Agarosa: 1%. Condiciones de
corrida: 80V/30 min
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E052, 052, E053, E053, E054, E054, E055, E055, E056, E056, E057, 057, E0S8, E058, E059, 059, E060, EO60, E061, EO61, E062, E062, E064, EO64,

E067, E067; E068, E068; E069, E069; E070, EO705 E071, EO71y E072, E072, E073, EO73; E074, E0744 EO75, EO754 E077, E077, EO78, EO78, E079, EO79,

E080, E080, EO81, EO81; EO82, EO82, E083, E083,

Figura 31. Corrida electroforética de extraccion de ARN de voluntarios con epilepsia (E052 hasta E083). Agarosa: 1%. Condiciones de
corrida: 80V/30 min

104



001, €001, CO02, CO02, CO03, €003, CO04, CO04, COOS, CO0S, CO06, CO06, CO07, CO07, CO08, CO08, €009, CO09, CO10, CO10, CO11, CO11, CO12, CO12, CO13, CO13,C014, COldq

€015, €015, CO16, CO16, CO17, CO17,C018, CO18, CO19, CO19; CO20, CO20, CO21, CO21, CO22, CO22; CO23, (€023, CO24, CO24, CO25, CO25, CO26, CO26; CO27, C027,

Cco28, C028, C029, C029, CO30, CO30, CO31, CO31, CO31, CO32, CO33, CO33; CO034, C034, CO035, CO035, CO036, CO36y CO37, CO37; CO38, CO38, CO39, CO39;

Figura 32. Corrida electroforética de extraccion de ARN de voluntarios control (C001 hasta C039). Agarosa: 1%. Condiciones de corrida:
80V/30 min.
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040, C040, C041, €041, CO042, C042, C043, C043, CO44, CO044; C045, CO045; CO46,

€046 047, C047, C048, €048, C049, C049, CO50, CO505 CO51, CO51; COS2,

€052, C053, COS3; C054, COS4; COS5, COS5; €056, COS6, COS75 C057, CO58, €058, €059, COS9, CO60, CO60, CO61, CO61, CO62, CO62, CO63, CO63, CO64, COB4,

€069, C069, €070, C€O70, CO71, CO71, CO72, CO72, (073, CO73, CO74, CO74, CO75, CO75, CO76, CO76, CO77, CO77, CO78, CO78, CO79, CO79, CO80, COSO,

Figura 33. Corrida electroforética de extraccion de ARN de voluntarios con epilepsia (C040 hasta C080). Agarosa: 1%. Condiciones de
corrida: 80V/30 min.
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Tabla 21. Concentraciones de ARN medidas por fluorometria. A la izquierda,
muestras de voluntarios con epilepsia. A la derecha, muestras de voluntarios control.

Concentraci_én Concentracion Concentraci_én Concentracion
Muestra A(T;]I/gllit)m ARN (ng/uL) Muestra Aazllr?qllj_l))lt ARN (ng/uL)
E002-A 610.0 40.67 CO001-A 590.0 59.00
E002-B 298.0 19.87 C001-B 590.0 59.00
E003-A 650.0 43.33 C002-A 580.0 58.00
E003-B 690.0 46.00 C002-B 462.0 46.20
E004-A 680.0 45.33 C003-A 510.0 51.00
E004-B 730.0 48.67 C003-B 610.0 61.00
E005-A 700.0 46.67 C004-A 680.0 68.00
E005-B 820.0 54.67 C004-B 600.0 60.00
E007-A 690.0 46.00 C005-A 560.0 56.00
E007-B 580.0 38.67 C005-B 600.0 60.00
E008-A 414.0 27.60 C006-A 434.0 43.40
E008-B 800.0 53.33 C006-B 442.0 44.20
E009-A 900.0 60.00 CO007-A 464.0 46.40
E009-B 850.0 56.67 C007-B 600.0 60.00
E010-A 1000.0 66.67 C008-A 421.0 42.10
E010-B 1000.0 66.67 C008-B 520.0 52.00
E011-A 810.0 54.00 C009-A 418.0 41.80
E011-B 670.0 44.67 C009-B 500.0 50.00
E012-A 910.0 60.67 C010-A 479.0 47.90
E012-B 930.0 62.00 C010-B 441.0 44.10
E013-A 1000.0 66.67 CO011-A 650.0 65.00
E013-B 1000.0 66.67 C011-B 710.0 71.00
E015-A 346.0 23.07 C012-A 700.0 70.00
E015-B 810.0 54.00 C012-B 600.0 60.00
E016-A 630.0 42.00 CO013-A 660.0 66.00
E016-B 433.0 28.87 C013-B 610.0 61.00
E017-A 445.0 29.67 C014-A 486.0 48.60
E017-B 500.0 33.33 C014-B 456.0 45.60
E019-A 760.0 50.67 C015-A 720.0 72.00
E019-B 690.0 46.00 C015-B 520.0 52.00
E022-A 69.8 4.65 C016-A 451.0 45.10
E022-B 423.0 28.20 C016-B 406.0 40.60
E023-A 690.0 46.00 CO017-A 780.0 78.00
E023-B 870.0 58.00 C017-B 720.0 72.00
E024-A 710.0 47.33 C018-A 620.0 62.00
E024-B 590.0 39.33 C018-B 630.0 63.00
E025-A 560.0 56.00 C019-A 520.0 52.00
E025-B 600.0 60.00 C019-B 600.0 60.00
E026-A 620.0 62.00 C020-A 550.0 55.00
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E026-B 560.0 56.00 C020-B 468.0 46.80
E028-A 590.0 59.00 CO21-A 510.0 51.00
E028-B 670.0 67.00 C021-B 640.0 64.00
E029-A 570.0 57.00 C022-A 590.0 59.00
E029-B 590.0 59.00 C022-B 580.0 58.00
E030-A 560.0 56.00 C023-A 690.0 69.00
E030-B 680.0 68.00 C023-B 199.0 19.90
E031-A 451.0 45.10 C024-A 200.0 20.00
E031-B 510.0 51.00 C024-B 690.0 69.00
E032-A 486.0 48.60 C025-A 580.0 58.00
E032-B 837.0 83.70 C025-B 610.0 61.00
E033-A 491.0 49.10 C026-A 450.0 45.00
E033-B 414.0 41.40 C026-B 510.0 51.00
E034-A 439.0 43.90 CO27-A 465.0 46.50
E034-B 540.0 54.00 C027-B 481.0 48.10
E035-A 710.0 71.00 C028-A 216.0 21.60
E035-B 800.0 80,00 C028-B 136.0 13.60
E036-A 338.0 33.80 C029-A 590.0 59.00
E036-B 331.0 33.10 C029-B 570.0 57.00
E037-A 484.0 48.40 C030-A 320.0 32.00
E037-B 580.0 58.00 C030-B 350.0 35.00
E039-A 570.0 57.00 CO31-A 339.0 33.90
E039-B 465.0 46.50 CO31-B 660.0 66.00
E040-A 285.0 28.50 C032-A 830.0 83.00
E040-B 228.0 22.80 C032-B 660.0 66.00
E041-A 580.0 58.00 C033-A 387.0 38.70
E041-B 570.0 57.00 C033-B 291.0 29.10
E042-A 630.0 63.00 CO34-A 355.0 35.50
E042-B 610.0 61.00 C034-B 304.0 39.40
E043-A 475.0 4750 C035-A 384.0 38.40
E043-B 340.0 34.00 C035-B 360.0 36.00
E045-A 334.0 33.40 C036-A 550.0 55.00
E045-B 357.0 35.70 C036-B 530.0 53.00
E046-A 590.0 59.00 CO37-A 570.0 57.00
E046-B 473.0 47.30 C037-B 600.0 60.00
E047-A 344.0 34.40 C038-A 600.0 60.00
E047-B 314.0 31.40 C038-B 560.0 56.00
E050-A 63.7 6.37 C039-A 580.0 58.00
E050-B 181.0 18.10 C039-B 444.0 44.40
E052-A 520.0 52.00 CO40-A 229.0 22.90
E052-B 590.0 59.00 C040-B 199.0 19.90
E053-A 316.0 31.60 CO41-A 580.0 58.00
E053-B 282.0 28.20 CO41-B 590.0 59.00
E054-A 430.0 43.00 CO42-A 369.0 36.90
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E054-B 307.0 30.70 C042-B 288.0 28.80
E055-A 337.0 33.70 C043-A 455.0 45,50
E055-B 444.0 44.40 C043-B 530.0 53.00
E056-A 423.0 42.30 CO44-A 238.0 23.80
E056-B 443.0 44.30 C044-B 287.0 28.70
E057-A 269.0 26.90 CO45-A 303.0 30.30
E057-B 314.0 31.40 C045-B 485.0 48.50
E058-A 520.0 52.00 CO46-A 194.0 19.40
E058-B 590.0 59.00 C046-B 237.0 23.70
E059-A 442.0 44.20 CO47-A 510.0 51.00
E059-B 550.0 55.00 C047-B 496.0 49.60
E060-A 520.0 52.00 CO48-A 427.0 42.70
E060-B 570.0 57.00 C048-B 500.0 50.00
E061-A 392.0 39.20 CO49-A 540.0 54.00
E061-B 352.0 35.20 C049-B 560.0 56.00
E062-A 650.0 65.00 C050-A 510.0 51.00
E062-B 159.0 15.90 C050-B 510.0 51.00
E064-A 498.0 49.80 CO51-A 520.0 52.00
E064-B 483.0 48.30 CO51-B 473.0 47.30
E067-A 302.0 30,20 CO52-A 280.0 28.00
E067-B 310.0 31.00 C052-B 305.0 30,50
E068-A 570.0 57.00 CO53-A 780.0 78.00
E068-B 580.0 58.00 C053-B 790.0 79.00
E069-A 475.0 4750 CO54-A 550.0 55.00
E069-B 560.0 56.00 C054-B 540.0 54.00
E070-A 510.0 51.00 C055-A 482.0 48.20
E070-B 610.0 61.00 C055-B 458.0 45.80
EO71-A 510.0 51.00 CO56-A 550.0 55.00
E071-B 500.0 50.00 C056-B 620.0 62.00
E072-A 530.0 53.00 CO57-A 510.0 51.00
E072-B 467.0 46.70 C057-B 570.0 57.00
E073-A 580.0 53.00 C058-A 476.0 47.60
E073-B 510.0 51.00 C058-B 399.0 39.90
E074-A 250.0 25.00 C059-A 491.0 49.10
E074-B 129.0 12.90 C059-B 510.0 51.00
E075-A 428.0 42.80 C060-A 520.0 52.00
E075-B 432.0 43.20 C060-B 510.0 51.00
E077-A 510.0 51.00 COB1-A 352.0 35.20
E077-B 540.0 54.00 C061-B 348.0 34.80
E078-A 670.0 67.00 CO62-A 640.0 64.00
E078-B 720.0 72.00 C062-B 750.0 75.00
E080-A 455.0 4550 CO63-A 690.0 69.00
£080-B 433.0 43.30 C063-B 790.0 79.00
E081-A 491.0 49.10 COB4-A 640.0 64.00
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E081-B 496.0 49.60 C064-B 730.0 73.00
E082-A 408.0 40.80 CO65-A 620.0 62.00
£082-B 459.0 45.90 C065-B 510.0 51.00
E083-A 630.0 63.00 COB6-A 412.0 41.20
E£083-B 630.0 63.00 C066-B 311.0 31.10
CO67-A 489.0 48.90
CO67-B 520.0 52.00
CO68-A 345.0 34.50
C068-B 550.0 55.00
C069-A 479.0 47.90
C069-B 510.0 51.00
CO70-A 393.0 39.30
C070-B 316.0 31.60
CO71-A 257.0 25.70
CO71-B 48.9 4.89
CO72-A 483.0 48.30
C072-B 369.0 36.90
CO73-A 391.0 39.10
CO73-B 460.0 46.00
CO74-A 520.0 52.00
CO74-B 590.0 59.00
CO75-A 730.0 73.00
CO75-B 750.0 75.00
CO76-A 630.0 63.00
C076-B 550.0 55.00
COT7-A 420.0 42.00
CO77-B 367.0 36,70
CO78-A 690.0 69.00
C078-B 550.0 55.00
CO79-A 740.0 74.00
CO79-B 690.0 69.00
CO80-A 750.0 75.00
C080-B 720.0 72.00
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Tabla 22. Concentraciones de ADNc medidas por fluorometria. A la izquierda,
muestras de voluntarios con epilepsia. A la derecha, muestras de voluntarios control.

Concentraci@n Concentracion Concentracigﬁn Concentracion
Muestra A[()rl]\g; rTQ“l_J)blt ADNC (ng/uL) Muestra AE()rz\é(; n?Il_,l)blt ADNC (ng/uL)
E002 15.87 3.17 Coo01 12.72 2.54
E003 5.70 1.14 C002 40.46 8.09
E004 6.53 1.31 C003 18.33 3.67
E005 10.41 2.08 C004 29.40 5.88
E007 8.77 1.75 CO005 7.01 1.40
E008 9.18 1.84 CO006 11.67 2.33
E009 9.95 1.99 Co07 22.65 4,53
E010 13.19 2.64 Co008 13.20 2.64
EO011 11.24 2.25 C009 19.83 3.97
E012 9.65 1.93 C010 35.01 7.00
E013 F K 2.22 Co11 41.59 8.32
E015 4.90 0.98 Co012 35.12 7.02
E016 5.80 1.16 C013 20.28 4.06
E017 4.22 0.84 Co014 13.47 2.69
E019 6.75 1.35 C015 30.83 6.17
E022 7.85 1.57 C016 45.99 9.20
E023 11.45 2.29 Co017 1545 3.03
E024 14.02 2.80 Co018 26.39 5.28
E025 12.32 2.46 C019 21.82 4.36
E026 9.09 1.82 C020 22.55 451
E028 8.57 1.71 Co021 6.84 1.37
E029 13.55 2.71 C022 43.86 8.77
E030 14.90 2.98 C023 11.39 2.28
E031 15.34 3.07 C024 22.54 451
E032 3.84 e C025 29.11 5.82
E033 14.91 2.98 C026 18.62 3.72
E034 14.25 2.85 Co027 20.28 4.06
E035 13.69 2.74 C028 20.04 4.01
E036 3.93 0.79 C029 23.30 4.66
E037 5.88 1.18 C030 9.47 1.89
E039 6.73 1.35 Co031 15.30 3.06
E040 9.23 1.85 C032 19.40 3.88
E041 9.23 1.85 C033 7.90 1.58
E042 751 1.50 C034 10.30 2.06
E043 12.21 2.44 C035 8.72 1.74
E045 13.49 2.70 C036 11.10 2.22
E046 12.14 2.43 Co037 11.00 2.20
E047 13.79 2.76 C038 12.30 2.46
E050 5.59 1.12 C039 10.40 2.08
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E052 13.27 2,65 C040 6.78 1.36
E053 11.67 2.33 Co41 6.22 1.24
E054 4.08 0.82 C042 8.60 172
E055 6.47 1.29 C043 10.40 2.08
E056 9.35 1.87 C044 731 1.46
E057 12.76 255 C045 8.52 1.70
E058 475 0.95 C046 5.70 1.14
E059 9.65 1.93 C047 11.80 2.36
E060 7.43 1.49 C048 9.47 1.89
E061 10.20 2.04 C049 11.70 2.34
062 14.20 2.84 C050 14.40 2.88
E064 9.01 1.80 Co51 25.40 5.08
E067 6.17 1.23 C052 13.50 2.70
068 8.35 167 C053 76.80 15.36
069 10.70 2.14 C054 9.35 1.87
E070 11.40 228 C055 9.06 1.81
E071 7.97 1.59 C056 34.60 6.92
E072 11.80 2.36 C057 22.20 4.44
E073 9.58 1.92 C058 9.61 1.2
E074 5.23 1.05 C059 11.20 2.24
E075 8.30 1.66 C060 10.00 2.00
EOQ77 8.85 1.77 C061 7.69 154
E078 8.60 172 C062 10.60 212
E080 10.20 2.04 C063 13.90 278
E081 10.80 2.16 C064 16.20 3.24
E082 8.68 174 C065 12.80 256
E083 17.00 3.40 C066 10.20 2.04
C067 10.50 2.10
C068 12.20 2.44
C069 11.70 2.34
C070 9.99 2.00
Co71 6.25 1.25
Co72 11.10 2.2
Co73 9.45 1.89
Co74 13.40 2.68
Co75 11.50 2.30
C076 11.80 2.36
Cco77 7.10 1.42
Co78 14.00 2.80
C079 28.10 5.62
C080 15.60 3.12
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Tabla 23. Valores de expresion relativa de voluntarios con epilepsia
farmacorrespondedores (GRUPO A).

Ct Promedio m Promedio Ct Tm Expresion

Muestra  \ipry  CtMDRL - \ippy  TMMDRL - \PDH GAPDH  relativa
+ DS + DS

fo0sE 2473 0w 793 ose  2045 8300 4048
S e amx 0 BT a1e7 s 15425
cose 2520 0ol o0  oss 2145 8310 6808
c00oE | o6te | 40BN et ooty | 2027 | 8300 | 458
e A N ot e | 28 | 8330 | 2223
CoiLn | 9508 | Obas | 7Tos0 | OOMAZIe | 810 | 747
it | 2 | 066 " Tom | oor (AR | 8290 | 6668
cols BRI gEs | Ofbd [ o | 000 NER | 2% | a8
coise? Te o Clot [Taboa | 0oi Ee™s | w0 | 2643
Fore 2858 oa4  7as0 oo | 2304 8300 2357
Egiiﬁg ;j:gg )< 28:4318 oo 2169 8400 11021
coose | 2507 o0l o0y Mhgori | 2019 | 8320 | 49567
Egigﬁg 3222 oy gg:gg Ol 2406 8290 26213
E2A 2530 2830+ 8030 @03, oy g3
Eg;g:@ ;g:ii povE gg:gg oo 2355 8320 12356
FOSLE 2621 0000 000 o 2048 8310 27803
co2B 213 008 got0  ouw | 2419 830 1008
c0sB 268  00o 7980  oon 2631 810 20004
c0B 2642 00w  sooo o000 2415 800 18990
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E036-A 27.16 27.19 + 79.80 79.95 + 25 43 83.30 27931

E036-B  27.22 0.042 80.10 0.212
cors s 0170 1o o 2406 8330 28191
coiss 54 04 o3 olar 3% 8330 3009
cons s 047 1o oo | 2960 8330 29002
coies o6 0007  19%0 o000 2446 8320 w222
cours  aner Ol a0  oori 2461 8320 202
coe0s  27ss 0106 7o oo 2618 8200 254%
cee8 045 0085  soop ol 202 8260 0813
coees @ 0170  19e0 oo LS 8300 10w
coes 2625 0002  19s0  ois 72 8320 3790
coer8 276 0265 1o oa1p 2L 8310 187
corsn 249 0247  Tog0  owr 2T w0 3
coeeB 2690 0141 7990  ooni L% 8320 2169
c06o8 2500 0078  soso oo 1911 80 1437
coees 570 013  soeo oo 173 83%0 03
co6rs  s50n 0148  soso oo 1785 8400 08w
c0ess s 0121 s oo 1782 8350 04%0
coeos 2605 008  soso oo 1852  83%0 047
coos  s6a4 0375 s oo  18% 830 04
cois 505 002 s oo 1752 83%0 0510
cons 2573 008 s oo 1874 830 075
cois 95 00  wso oo 1772 8% o
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E080-A 26.31 26.18 + 80.70 80.70 + 18.88 84.00 0587

E080-B 2604 0191  80.70 0.000
E083-A 2770 2764+ 8060 8050+
E083-B 2757 0.092 80.40 0.141 1926 | 84.10 0.278
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Tabla 24. Valores de expresion relativa de voluntarios con epilepsia
farmacorresistentes (GRUPO B).

Promedio .~ Promedio Ct Tm | Expresién
Muestra mpry @ VMORE mprr TMMORY GAPDH  GAPDH  relativa

E002-A  27.03 27.07 = 79.90 79.70 +
E002-B  27.10 0.049 79.50 0.283
EO007-A  24.67 25.72 79.90 79.85
EO007-B  26.76 1.478 79.80 0.071
EO008-A  26.13 26.25 * 79.20 79.05 +
E008-B  26.36 0.163 78.90 0.212
E016-A  25.75 26.20 + 79.50 79.50 +
E016-B  26.65 0.636 79.50 0.000
E019-A  23.82 23.80 = 79.70 A
E019-B  23.78 0.028 79.60 0.071
E022-B  25.03 25.09 = 80.00 80.10 =
E022-B  25.15 0.085 80.20 0.141
E023-A 2491 2491 + 80.40 80.40
E023-B  24.90 0.007 80.40 0.000
E030-A  25.57 25.58 *+ 80.40 80.40 +
E030-B  25.58 0.007 80.40 0.000
E035-A 26.21 26.21 + 79.90 79.85
E035-B 26.20 0.007 79.80 0.071
E039-A  26.27 26.23 + 79.90 79.85
E039-B  26.19 0.057 79.80 0.071
EO040-A  26.74 26.76 = 79.70 79.70 =
E040-B  26.78 0.028 79.70 0.000
EO041-A  26.69 Rl 10 1 79.60 a: merew
E041-B  27.69 0.707 79.50 0.071
E042-A  26.32 26.34 79.50 79.65
E042-B  26.35 0.021 79.80 0.212
E052-A  26.58 26.54 + 80.30 80.20 +
E052-B  26.49 0.064 80.10 0.141
EO055-A  27.79 27.68 = 80.00 80.05
E055-B  27.56 0.163 80.10 0.071
EO060-A  25.48 26.07 = 80.80 80.70 +
E060-B  26.66 0.834 80.60 0.141
EO061-A  26.72 26.64 + 80.50 80.60 +
E061-B  26.56 0.113 80.70 0.141
EO072-A  26.40 26.49 + 80.50 80.65 +
EO072-B  26.58 0.127 80.80 0.212
EO073-A  25.33 2549 + 80.30 80.25 +
EO073-B  25.64 0.219 80.20 0.071

22.14 82.70 3.036
21.53 82.90 5.071
22.36 82.30 6.243
21.52 83.00 3.598
21.80 83.10 23.058
21.24 83.50 6.396
20.80 83.80 5.360
24.48 83.10 43.177
23.44 83.10 13.568
24.75 83.00 33.064
25.45 83.10 37.199
23.96 83.40 9.830
23.91 83.40 17.174
21.24 83.20 2.349
21.68 83.10 1.446
18.02 83.90 0.348
18.88 83.60 0.425
18.25 83.80 0.305

17.64 84.00 0.401
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E074-A
E074-B
EO078-A
E078-B
E081-A
E081-B
E082-A
E082-B

25.99
26.34
25.65
25.81
26.01
25.60
25.98
25.41

26.17 +
0.247
25.73 +
0.113
2581 +
0.290
25.70 +
0.403

80.30
80.40
80.20
80.40
80.60
80.40
80.60
80.80
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80.35
0.071

80.30
+0.141
80.50 +

0.141

80.70 +
0.141

17.36

18.07

18.87

18.28

83.90

84.20

84.10

84.40

0.206

0.456

0.754

0.540
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Tabla 25. Valores de expresion relativa de voluntarios control (GRUPO C).

Ct Promedio .., Promedio Ct Tm  Expresion
Muestra vipry. “I MO mpr1 TMMORY GAPDH GAPDH  relativa

CO001-A 26.38 26.05 + 80.00 79.90 =
C001-B  25.72 0.467 79.80 0.141
C002-A  25.76 25.68 + 79.90 79.95
C002-B  25.59 0.120 80.00 0.071
C003-A  26.46 26.16 + 80.10 80.00
C003-B  25.86 0.424 79.90 0.141
C004-A  25.88 26.05 + 80.00 80.05
C004-B  26.21 0.233 80.10 0.071
C005-A  25.10 25.03 + 80.00 79.90 =
C005-B  24.96 0.099 79.80 0.141
C006-A  25.64 25.72 + 80.00 80.15
C006-B  25.79 0.106 80.30 0.212
C007-A  24.90 2511+ 79.80 79.65
C007-B  25.31 0.290 79.50 0.212
C008-A 26.10 26.05 + 79.50 79.65 *
C008-B  26.00 0.071 79.80 0.212
C009-A  25.16 25.30 + 80.00 T+
C009-B  25.43 0.191 79.90 0.071
C010-A 27.15 26.89 + 80.00 80.00 =
C010-B  26.62 0.375 80.00 0.000
CO011-A 2446 25.24 + 79.70 79.60
C011-B  26.01 1.096 79.50 0.141
C012-A  25.76 25.84 + 79.80 79.90 =
C012-B  25.91 0.106 80.00 0.141
C013-A  26.63 27.39 80.00 79.90 =
C013-B  28.15 1.075 79.80 0.141
C014-A 2561 25.53 + 79.40 79.50 =
C014-B  25.44 0.120 79.60 0.141
C015-A  26.58 26.53 + 80.00 79.95
C015-B  26.48 0.071 79.90 0.071
C016-A  26.57 26.83 + 79.90 79.90 =
C016-B  27.08 0.361 79.90 0.000
C017-A  25.92 26.27 79.30 79.45 *
C017-B  26.62 0.495 79.60 0.212
C018-A  25.33 2545+ 80.20 80.15 +
C018-B  25.56 0.163 80.10 0.071
C019-A  25.33 25.34 80.40 80.45 +
C019-B  25.35 0.014 80.50 0.071
C020-A  24.65 24.84 + 80.30 80.30 +
C020-B  25.03 0.269 80.30 0.000

20.17 83.10 1.566
20.37 82.80 2.333
20.53 82.70 1.862
20.24 82.90 1.650
20.76 83.00 4,781
20.28 83.10 2.132
20.49 83.10 3.764
21.06 83.00 2.902
20.53 83.00 3.392
21.04 82.80 1.605
20.63 82.80 3.790
20.70 83.20 2.625
21.00 83.00 1.100
21.31 82.60 4.966
20.25 82.00 1.187
19.64 82.50 0.634
20.13 82.80 1.308
22.34 83.30 10.720
22.40 83.00 12.019

22.16 83.00 14.392
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C021-A 25.82 25.74 80.40 80.45 +
C021-B  25.65 0.120 80.50 0.071
C022-A  25.82 25.73 £ 80.30 80.25 +
C022-B  25.64 0.127 80.20 0.071
C023-A 24.82 24.90 + 80.50 80.55 +
C023-B  24.98 0.113 80.60 0.071
C024-A  26.59 26.24 + 80.30 80.15 +
C024-B  25.89 0.495 80.00 0.212
C025-A  25.36 25.66 + 79.70 79.60 +
C025-B  25.95 0.417 79.50 0.141
C026-A 25.68 25.29 + 79.00 79.10 +
C026-B  24.90 0.552 79.20 0.141
C027-A  24.58 2438 + 79.40 79.25 +
C027-B  24.17 0.290 79.10 0.212
C028-A 28.17 28.18 + 79.50 79.55 +
C028-B  28.19 0.014 79.60 0.071
C029-A  27.09 27.41 + 81.20 81.25 +
C029-B  27.73 0.453 81.30 0.071
C030-A  25.58 25.57 81.20 81.25 +
C030-B  25.56 0.014 81.30 0.071
C031-A 25.76 25.61 + 81.30 81.25 +
C031-B 25.45 0.219 81.20 0.071
C032-A  26.83 26.79 + 81.30 81.35+
C032-B  26.74 0.064 81.40 0.071
C033-A 25.15 2519+ 81.30 81.25 +
C033-B  25.23 0.057 81.20 0.071
C034-A 25.35 25.18 + 81.20 81.20 £
C034-B 25.01 0.240 81.20 0.000
C035-A  26.50 26.36 + 81.00 80.90 =
C035-B  26.22 0.198 80.80 0.141
C036-A 25.91 26.20 + 80.90 81.00 +
C036-B  26.48 0.403 81.10 0.141
C037-A 2531 25.29 + 81.20 81.05 +
C037-B  25.26 0.035 80.90 0.212
C038-A  24.87 25.02 + 81.00 81.05 +
C038-B  25.17 0.212 81.10 0.071
C039-A 25.84 25.89 + 80.90 80.85 +
C039-B  25.93 0.064 80.80 0.071
C040-A 26.04 26.01 + 80.90 81.00 +
C040-B  25.98 0.042 81.10 0.141
C041-A 24.82 24.89 + 81.00 80.95 +
C041-B 24.96 0.099 80.90 0.071
C042-A 2491 2497 80.90 81.00
C042-B  25.03 0.085 81.10 0.141

22.28 83.20 8.410
21.70 83.30 5.646
22.70 83.30 20.073
23.20 83.10 11.214
19.88 83.30 1.684
21.18 83.80 5.341
20.72 82.90 7.322
22.43 82.90 1.714
19.59 83.70 0.408
18.17 83.40 0.546
18.85 83.40 0.854
18.84 83.60 0.374
18.15 83.90 0.701
18.35 83.70 0.811
18.15 83.80 0.311
18.60 83.90 0.477
17.95 83.70 0.571
18.29 83.50 0.869
18.63 83.60 0.604
17.79 83.90 0.309
17.54 83.60 0.565

17.60 83.30 0.558

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

C043-A  26.35 26.42 + 80.30 80.15 +
C043-B  26.49 0.099 80.00 0.212
C044-A  25.22 25.38 + 81.10 81.15+
C044-B  25.53 0.219 81.20 0.071
C045-A  24.72 24.69 + 81.10 81.05 +
C045-B  24.65 0.049 81.00 0.071
C046-A  26.99 26.88 + 81.10 81.10 +
C046-B  26.76 0.163 81.10 0.000
C047-A  24.79 24.67 81.00 80.85 +
C047-B  24.54 0.177 80.70 0.212
C048-A 25.11 25.16 + 80.60 80.70 +
C048-B  25.20 0.064 80.80 0.141
C049-A 24.79 24.90 + 80.70 80.65 +
C049-B  25.00 0.148 80.60 0.071
C050-A 2549 2551 + 80.90 80.95 +
C050-B  25.52 0.021 81.00 0.071
CO051-A 26.22 26.27 80.90 80.80 +
C051-B  26.31 0.064 80.70 0.141
C052-A  26.33 26.44 + 80.90 80.95 +
C052-B  26.54 0.148 81.00 0.071
C053-A 27.30 27.30 + 80.70 80.55 +
C053-B  27.30 0.000 80.40 0.212
C054-A 26.24 26.26 80.50 80.60 +
C054-B  26.28 0.028 80.70 0.141
C055-A  26.30 26.22 + 80.70 80.65 +
C055-B  26.13 0.120 80.60 0.071
C056-A  29.06 29.05 80.80 80.85
C056-B  29.03 0.021 80.90 0.071
C057-A  28.5 28.71 + 81.10 81.05
C057-B 28.91 0.290 81.00 0.071
C058-A 27.49 27.45 + 80.90 81.00 +
C058-B 27.4 0.064 81.10 0.141
C059-A 27.25 27.20 + 81.20 81.20 +
C059-B  27.15 0.071 81.20 0.000
C060-A  25.65 25.62 + 81.10 8115+
C060-B  25.58 0.049 81.20 0.071
C061-A 25381 25.84 + 81.00 80.95 +
C061-B  25.87 0.042 80.90 0.071
C062-A  27.46 27.30 £ 80.90 81.00 +
C062-B  27.13 0.233 81.10 0.141
C063-A  27.3 27.14 + 80.60 80.50 +
C063-B  26.97 0.233 80.40 0.141
C064-A 27.54 2731+ 80.60 80.70 +
Co64-B  27.07 0.332 80.80 0.141

18.13 83.30 0.295
18.01 83.50 0.559
17.91 83.70 0.842
18.38 83.60 0.256
18.05 83.70 0.941
18.18 83.80 0.733
18.48 83.70 1.081
18.59 83.50 0.764
19.07 83.60 0.629
18.57 83.90 0.396
18.77 83.80 0.250
18.15 83.50 0.334
18.36 83.40 0.398
19.39 83.80 0.114
20.1 83.90 0.237
19.3 83.40 0.326
19.25 83.40 0.373
18.23 83.80 0.552
18.7 83.90 0.654
19.16 83.80 0.328
18.82 83.90 0.290

19.71 84.10 0.477

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

C065-A  26.54 26.34 + 81.00 80.95 +
C065-B  26.13 0.290 80.90 0.071
C066-A  25.29 25.39 80.60 80.65 +
C066-B  25.48 0.134 80.70 0.071
C067-A  25.62 25.63 + 80.90 80.85 +
C067-B  25.63 0.007 80.80 0.071
C068-A  26.23 26.20 + 80.90 81.00 +
C068-B  26.16 0.049 81.10 0.141
C069-A  25.98 26.23 + 80.70 80.55 +
C069-B  26.48 0.354 80.40 0.0212
CO070-A  26.38 26.31 + 80.40 80.45 +
C070-B  26.23 0.106 80.50 0.071
CO71-A 24.85 25.07 £ 80.50 80.50 +
C071-B  25.29 0.311 80.50 0.000
CO072-A  26.43 26.32 + 80.60 80.70 £
C072-B  26.21 0.156 80.80 0.141
CO073-A  26.7 26.62 + 80.60 80.55 +
C073-B  26.53 0.120 80.50 0.071
CO074-A  25.45 2547 + 80.50 80.70
C074-B  25.48 0.021 80.90 0.283
CO75-A 27.24 27.07 = 80.90 80.85
C075-B  26.9 0.240 80.80 0.071
COo76-A  27.09 26.97 + 81.10 81.15 %
C076-B  26.85 0.170 81.20 0.071
COo77-A  25.62 25.69 + 81.10 81.05
C077-B  25.75 0.092 81.00 0.071
CO78-A 26.94 26.82 + 81.20 81.25 %
C078-B  26.7 0.170 81.30 0.071
CO079-A  28.96 29.06 + 80.80 80.65 +
C079-B  29.16 0.141 80.50 0.212
C080-A 27.74 27.78 + 80.30 80.40 +
C080-B 27.81 0.049 80.50 0.141

19.01 83.90 0.575
18.75 83.70 0.928
18.61 83.80 0.713
18.95 84.20 0.608
19.63 84.00 0.951
19.19 83.80 0.665
18.12 83.70 0.746
18.82 84.00 0.510
18.82 84.20 0.415
19.19 84.10 1.191
19.31 83.60 0.425
20.07 83.40 0.772
18.74 83.40 0.749
19.47 83.60 0.565
20.99 83.70 0.343

20.49 83.70 0.591
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ANEXO 3. Prueba ANOVA y Tukey para analisis de varianza en expresion
del gen MDR1, en relacion a la enfermedad epilepsia.

Tabla 26. Tabla ANOVA para Expresion por Grupo.

Fuente Suma de Gl [|Cuadrado [Razdn-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos [2392.27 1 2392.27 29.91 0.0000

Intra grupos |11517.9 144 179.9853

Total (Corr.) [13910.2 145

Tabla 27. Pruebas de Multiples Rangos para Expresion por Grupo.
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Grupo |Casos |Media |Grupos

Homogéneos
C 80 |2.12083|X
E 66 10.2541| X

Contraste [Sig. |Diferencia [+/- Limites
C-E * |-8.13327 [2.93954
* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 4. Prueba ANOVA y Tukey para analisis de varianza en expresion
del gen MDRY1, en relacion a la resistencia a farmacos antiepilépticos.

Tabla 28. Tabla ANOVA para Expresion por Grupo.

Fuente Suma de Gl [|Cuadrado [Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |31.8315 1 31.8315 0.19 0.6613

Intra grupos [10511.7 64 [164.246

Total (Corr.) [10543.6 65

Tabla 29. Pruebas de Multiples Rangos para Expresion por Grupo.
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Grupo [Casos |Media |Grupos
Homogéneos
B 23 9.30452|X

A 43 10.762 |X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites
A-B 1.45748 ]6.61392
* indica una diferencia significativa.
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