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RESUMEN

Los polimorfismos de nucleotido unico (SNPs) constituyen una herramienta importante
en la biotecnologia y en especial en la biotecnologia médica, particularmente en el
estudio de la medicina personalizada. La variabilidad entre individuos en la respuesta a
farmacos, es un grave problema en la practica clinica y su desarrollo, pudiendo conducir
a un fracaso terapéutico o efectos adversos. El citocromo P450 con su subfamilia
CYP2C, relacionada al metabolismo de fairmacos, se ha vinculado a la resistencia frente
al tratamiento de la epilepsia, por lo que el objetivo del presente trabajo fue identificar
y reportar polimorfismos de nucleétido tinico (SNPs), asi como la frecuencia alélica en
una poblacion representativa de personas tanto con padecimiento de la enfermedad; como
sanas, permitiendo conocer el estado polimoérfico para poder asi contribuir con el éxito del
tratamiento; para esto, 80 pacientes epilépticos, entre los 15 y 80 afios de edad, atendidos
por consulta externa en el servicio de Neurologia del Hospital Regional Honorio
Delgado Espinoza de Arequipa fueron reclutados, ademas se incluyé un grupo control
con 80 voluntarios no relacionados a la enfermedad, las muestras fueron procesadas en
el Laboratorio de Biologia Molecular y Farmacologia Experimental de la Universidad
Catolica de Santa Maria, donde se analiz6 la genotipificacion de CYP2C9 y CYP2C19,
para lo cual se realiz6 la extraccion de ADN genomico de células sanguineas empleando
el método de columnas de silica, la evaluacion del producto de extraccion comprendiod

de su cuantificacion por fluorometria, donde se obtuvo en promedio 37.86 ng/uL de ADN
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gendmico, para las muestras de pacientes epilépticos, y un promedio de 45.03 ng/uL para las
muestras de voluntarios control, la calidad del ADN gendmico se evaluo por espectrofotometria
con la relacion A260:A280 nm, donde se obtuvo para los pacientes epilépticos una relacion
promedio de 1.85, y para voluntarios control el promedio de esta misma relacion fue de 1.86,
finalmente la integridad del ADN genomico extraido se evidencio a través de la
evaluacion electroforética, cumpliendo de manera optima con las condiciones para el
andlisis molecular; a su vez la identificacion de polimorfismos se analiz6 mediante la
amplificacion de la secuencia de interés y su posterior digestion con las enzimas de
restriccion Sau961 (CYP2C9*2), Smal (CYP2C19%*2), y BamHI CYP2C19%*3), este
procedimiento en dos pasos comprende la técnica de PCR-RFLP que tras el anélisis de
todas las muestras se pudo concluir que la presencia de las variantes polimoérficas en los
genotipos y alelos pertenecientes a CYP2C9*2, CYP2C19*2 y CYP2C19*3, de pacientes
epilépticos frente a los voluntarios control no presentan diferencia significativa, como tampoco
la manifiesta una comparacion intergrupal en cuanto a pacientes epilépticos
farmacorresistentes y farmacorrespondedores, sin embargo se observo un efecto protector ante
la presencia polimoérfica de CYP2C9 y CYP2C19, que a pesar de no ser significativo en el
presente estudio, también fue reportado por otros, sugiriendo favorecer a no desarrollar
resistencia al tratamiento, por su parte el analisis poblacional de distribucion genotipica
evaluado mediante el equilibrio de Hardy-Weinberg sefiald encontrarse en equilibrio para el
grupo de voluntarios control, pero fuera de este, para el grupo de pacientes epilépticos lo que
se podria interpretar como un cambio evolutivo en la poblacion estudiada. Finalmente en
cuanto a la relacion del estado polimodrfico de los genes CYP2C9*2, CYP2C19*2 y
CYP2C19*3, se identifico que sus frecuencias alélicas se encuentran dentro del rango

reportado en poblaciones Chinas, Japonesas, y Mexicanas.

Palabras clave: CYP2C9, CYP2C19, Polimorfismo de nucleo6tido tinico (SNPs), PCR-RFLP
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ABSTRACT

Single nucleotide polymorphisms (SNP’s) refer to an important tool in biotechnology, in
particular in medical biotechnology, especially in the study of personalized medicine. The
variability between individuals in the response to drugs is a serious problem in clinical practice
and its development, which can lead to therapeutic failure or adverse effects. Cytochrome P450
with its CYP2C subfamily, related to the metabolism of drugs, has been related to resistance to
the treatment of epilepsy, the objective of this work is the identification and polymorphisms of
the single nucleotide (SNP), as well as the allelic frequency in a representative population of
people with both the disease's disease; As healthy, use knowing the state. for this, 80 epileptic
patients, between 15 and 80 years of age, attended by external consultation in the Neurology
service of the Hospital Regional Honorio Delgado Espinosa of Arequipa were recruited, also
included a control group with 80 volunteers not related to the disease The samples were
processed in the Laboratory of Molecular Biology and Experimental Pharmacology of the
Catholic University of Santa Maria, where the genotyping of CYP2C9 and CYP2C19 was
analyzed, for which the extraction of the genomic DNA of the cells is verified. of silica, the
evaluation of the product of the extraction of the quantification by fluorometry, where an
average of 37.86 ng / uL of genomic DNA was obtained, for the samples of epileptic patients,
and an average of 45.03 ng / uL for the control samples of safety, the quality of the genomic
DNA is evaluated by spectrophotometry with the relation A260: A280 nm, don The
information on the state of the extracted generic blood was also evidenced through the
electrophoretic evaluation, fulfilling in a correct way with the conditions. for molecular
analysis; this time the identification of polymorphisms was analyzed by amplifying the
sequence of interest and its subsequent digestion with the restriction enzymes Sau961 (CYP2C9
*2), Smal (CYP2C19 * 2), and BamHI CYP2C19 * 3), this is in two steps includes the PCR-
RFLP technique that after the analysis of all the samples we can find the presence of the
polymorphic variants in the genotypes and alleles belonging to CYP2C9 * 2, CYP2C19 * 2
and CYP2C19 * 3, of the epileptic patients in front of a voluntary control does not differentiate
significant difference, nor is an intergroup comparison shared in terms of drug-resistant
epileptic patients and pharmacorresponders, however it is a protective effect in the presence of
polymeric CYP2C9 and CYP2C19, which present study, was also reported by others,
suggesting favoring not developing resistance to treatment, on the other hand the population
analysis The genotypic distribution was evaluated through the Hardy-Weinberg equilibrium.

In the group of volunteers, control, but outside, the group of epileptic patients, which can be
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interpreted as an evolutionary change in the population studied. Finally, in relation to the status
of the genes CYP2C9 * 2, CYP2C19 * 2 and CYP2C19 * 3, their allelic frequencies are found

in the range reported in the Chinese, Japanese and Mexican populations.

Keywords: CYP2C9, CYP2C19, Single nucleotide polymorphism (SNPs), PCR-RFLP
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INTRODUCCION

De los principales trastornos neurologicos en todo el mundo, la epilepsia se situa entre los de
mayor atencion, ya que alrededor de 50 millones de personas de todas las edades, la padece; es
por ello que el desarrollo de su tratamiento tiene como principal objetivo la libertad de
convulsiones, sin efectos adversos sobre la calidad de vida del paciente. Segin el MINSA, en
2008 se atendio a un total de 41,442 pacientes por epilepsia, de ellos se estableci6 un 30.36%
de pacientes con epilepsia del tipo no especificado, y en el 74% de pacientes no se especifico
el tipo de crisis, lo que tiene implicancias en el tratamiento, porque aquellos medicamentos que
son buenas para un tipo de crisis no lo son para otras, el informe reconoce que la epilepsia es
un trastorno neurologico frecuente en nuestro pais; asi mismo, dentro del registro de la ciudad
de Arequipa se contd con un total de 2,522 pacientes; este reporte plantea que no se tiene un
diagnostico esclarecido, dada la falta de medios auxiliares para llevarlo a cabo; es decir, existe
la necesidad de realizar un desarrollo de nuevas técnicas. Aproximadamente dos tercios de las
personas con epilepsia pueden quedar libres de convulsiones con los farmacos antiepilépticos
disponibles, pero la respuesta a las convulsiones y la susceptibilidad a efectos
contraproducentes, varia mucho entre individuos, estas variaciones se pueden suscitar debido
a los factores genéticos, siendo el principal impacto de estos factores la relacion con el control
de la variabilidad en el metabolismo. Dentro de este factor genético, el impacto con mayor
relevancia clinica, se conoce como la presencia de polimorfismos genéticos, que afectan los
genes que codifican a enzimas de la familia del Citocromo P450 implicadas en el metabolismo

de varios de estos farmacos antiepilépticos (1) (2).

Mediante el uso de la informacion genética es posible identificar los cambios en el
funcionamiento de diversos genes entre los individuos asi como los mecanismos que los rigen
y que son los responsables de las diferencias en las respuestas a los farmacos.
La identificacion de la variabilidad interindividual en la respuesta al tratamiento de la epilepsia,
puede permitir la individualizacion del mismo, con la intencion de maximizar su eficacia,
minimizar el riesgo, y sugerir la modificacion de las dosis terapéuticas,
es asi que el descubrimiento de polimorfismos genéticos en el metabolismo de farmacos ha
contribuido de manera significativa a la comprension de la variabilidad interindividual en las

relaciones y la respuesta a los farmacos (3).

La farmacogenética, estudia el efecto de la variabiliad genética de un individuo en respuesta a

determinado farmaco, siendo los polimorfismos de nucledtido unico, que resultan de la
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sustitucion, deleccion o insercion de una sola base nucleotidica en el ADN, las formas mas
comunes de variaciones de la secuencia de genes y se ha descrito que su presencia puede afectar
tanto la farmacocinética como la farmacodinamica de los farmacos antiepilépticos; un
polimorfismo genético puede alterar el codigo de un triplete de bases, y esto puede resultar en
un cambio de la secuencia de aminoacidos en la proteina codificada, o también ocasionar la
presencia de un codon de paro prematuro o alteraciones en el proceso de empalme del ARN,
lo que, a su vez, ocasiona que la proteina resultante tenga alterada su estructura y, en
consecuencia, su funcion, es asi que una proteina disfuncional puede afectar el metabolismo de
un farmaco en diferentes niveles, como la absorcion, distribucidon, accidon, metabolismo

(conversion a su metabolito activo) y depuracion (ruta de inactivacion y/o eliminacion) (4).

Se sabe que las enzimas de la familia del citocromo P450 son responsables de la oxidacion de
aproximadamente el 90% de los farmacos utilizados actualmente, con las variantes alélicas 2
y 3 correspondientes a los genes CYP2C9 y CYP2C19, de los mas estudiados.
Estudios iniciales en el metabolismo de la fenitoina, conocido farmaco antiepilético,
demostraron el rol predominante del citocromo P450 de caracter polimoérfico para los genes
CYP2C9 y CYP2C19; afectando en su capacidad metabolizadora del farmaco,
produciendo fenotipos denominados como metabolizadores lentos (ML) en aproximadamente
el 10% de caucasicos; demostrando a través de estudios de poblacion que los polimorfismos
genéticos para ambos genes, juegan un rol importante en la variabilidad metabolica de la
fenitoina; por lo que el desarrollo del estudio dirigido a la dindAmica mutacional en determinadas
poblaciones, se vio con el fin de proporcionar un diagnoéstico mas acertado y una medicacion

mas dirigida para la enfermedad (5).

La técnica utilizada para este estudio es conocida como PCR-RFLP, por sus siglas en inglés,
Restriction Fragment lenght Plymorphism, que basicamente se basa en la identificacion de las
diferencias en la secuencia de un fragmento de ADN, previamente amplificado por una PCR
convencional; mediante la digestion con endonucleasas que proporcionaran fragmentos de
distinta longitud al identificar el sitio de restriccion especifico. Proporcionando asi la
informacion de presencia o ausencia del nucleétido ancestral o silvestre, para dicha secuencia,
y por ende su identificacion en la variante alélica. La mayoria de los marcadores RFLP son co-
dominantes, lo que significa que se podra detectar ambos alelos en la muestra distinguiendo el
caracter homocigoto o heterocigoto para esta, la visualizacion de los resultados se da mediante
una corrida electroforética en geles de agarosa, confiriendo a esta técnica idonea, en cuanto a

manejo y accesibilidad (6,7).
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HIPOTESIS

Dado que la presencia de los polimorfismos en el citocromo P450, CYP2C9 y CYP2C19 se ha
vinculado a la resistencia al metabolismo de los farmacos empleados en el tratamiento de la
epilepsia, es probable que estos polimorfismos estén presentes también en pacientes epilépticos

peruanos que presenten resistencia a los firmacos antiepilépticos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Identificar los Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNP’s), del Citocromo P450,
CYP2C9*2 y CYP2C19*2 y *3, en pacientes epilépticos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion, calidad e integridad del ADN genomico extraido de
células sanguineas.

2. Detectar los polimorfismos de los genes correspondientes al Citocromo P450,
CYP2C9 y CYP2C19; empleando la técnica PCR-RFLP

3. Reportar y analizar la frecuencia alélica y genotipica de CYP2C9*2 y CYP2C19*2
y *3 en la poblacion estudiada.

4. Relacionar el estado polimorfico de los genes del citocromo P450, CYP2C9*2 y
CYP2C19*2 y *3, con otras poblaciones.
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CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO
1.1 EPILEPSIA

Se ha reportado a la epilepsia como uno de los trastornos neuroldgicos mas comunes, que
afecta aproximadamente de 50 a 65 millones de personas alrededor el mundo, a pesar que
puede ser tratada satisfactoriamente con la mediacion diaria adecuada, paises de medianos
a bajos ingresos poseen las mayores estimaciones para su diagnostico, ya sea por no llevar
adecuadamente el tratamiento, inaccesibilidad a la atencion, costo, disponibilidad de

farmacos, o por incidencia y susceptibilidad a accidentes (8,9).

La definicion clinica operativa (practica) de epilepsia segtin la Liga Internacional contra

la Epilepsia (ILAE) (10), por sus siglas en inglés, la sefiala como:
“Una enfermedad cerebral que se define por cualquiera de las siguientes circunstancias:

e Al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) con mas de 24 horas de separacion.

e Una crisis no provocada (o refleja) y una probabilidad de presentar nuevas crisis
durante los 10 afios siguientes similar al riesgo general de recurrencia (al menos el
60 %) tras la aparicion de dos crisis no provocadas.

e Se considera resuelta si el paciente lleva 10 afios sin presentar crisis y no ha recibido

farmacos en los ultimos 5 afnos.”

Esta definicion deja en claro la diferencia entre crisis convulsivas no provocadas
(espontaneas) y provocadas, que se deben a factores que no estan ligados o asociados a
una recurrencia perdurable, como accidentes cerebrovasculares o un traumatismo encéfalo

craneano; por lo tanto no calificarian dentro de un diagnoéstico para epilepsia (8).

Fisiologicamente estas crisis convulsivas surgen como descargas neuronales excesivas,
bruscas e hipersincronicas en un grupo de neuronas; el desequilibrio entre
neurotransmisores tanto excitatorios (aspartato y glutamato) como inhibitorios (acido
gama amino butirico-GABA), en este grupo de neuronas, se ve reflejado en el impulso

nervioso, provocando un potencial de accion anormal (2,11).
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En condiciones normales cuando un estimulo llega a una neurona produce un cambio
electroquimico, provocando su despolarizacion, este flujo idnico producido en los canales
de sodio y potasio, es controlado por neurotransmisores; en el caso de una neurona pre
sinaptica sera el glutamato, que es el mayor neurotransmisor excitatorio, el cual, al
liberarse al espacio sinaptico e interactuar con los receptores de la neurona post sinaptica,
(N-metil-D-aspartato NMDA), incitara la apertura de los canales de sodio y calcio en esta
ultima y asi su despolarizacion para dar lugar a un potencial de accion que continuard a
través de la célula; por otro lado existen también impulsos inhibitorios en neuronas
inhibitorias, que al ser despolarizadas como las neuronas presindpticas, liberan al
neurotransmisor GABA, que al entrar en contacto con los receptores de membrana
especificos (GABA—a) en la membrana de la neurona postsinaptica, provocara la apertura
de los canales de cloro en esta Gltima, neutralizando asi el efecto excitatorio antes descrito,
e inhibiendo el impulso eléctrico. En la epilepsia el grupo de neuronas anormales, presenta
un cambio de despolarizacidon paroxistico, es decir brusco e intenso, provocando que el
impulso eléctrico se envié reiteradamente de esta forma, ya sea por exceso de excitacion o
déficit de inhibicion. Los pacientes con epilepsia pueden presentar alteracion de
concentracion idnica intra o extracelular, en la despolarizacion de la membrana, y/o
disminucion en la inhibicion de la sefial eléctrica o aumento excesivo en su excitacion

(2,8,12).

1.2 CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE EPILEPSIA

La mas reciente actualizacion de clasificacion para los tipos de epilepsia segun la ILAE
(13), ha tenido lugar luego de la ultima revalidacion de 1989; asistiendo a una mayor
comprension de la enfermedad, ya que estd designada en multinivel, permitiendo
considerar los distintos ambientes clinicos, puesto que en el mundo se tienen escenarios
distintos en cuestion de recursos disponibles para un diagnostico adecuado y por
consiguiente sefialar su etiologia. La clasificacion de la epilepsia va de la mano, como
punto de partida, con los tipos de crisis epilépticas, también conocidos como ataques
convulsivos, distinguiéndose segin su origen como: focal (que se originan en redes
neuronales limitadas a un hemisferio), generalizado (que surge en un punto de compromiso
con las redes neuronales distribuidas bilateralmente) y desconocido (que evidencia
insuficiencia de informacion para asegurar que es focal, generalizado o ambos); segin el
entorno clinico y la realidad de cada paciente, este es en algunos casos, el maximo nivel

para el diagndstico, ya que no se cuenta con informacion de estudios especializados que
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proporcionen mayores indicios, como electroencefalogramas, resonancias magnéticas,

tomografias o videos (13,14).

Las crisis epilépticas de origen focal, manifiestan tanto pérdida de consciencia como
conciencia retenida, de todas formas su especificacion es opcional, la clasificacion segin
el origen tiene una base anatdomica, mientras que por el nivel de consciencia es de tipo
comportamental; y cuando no se tiene conocimiento de estos se clasifica directamente por

su manifestacion motora. Se tiene entonces movimientos de tipo:

e (Clonicos, es decir movimientos repetitivos

e Atonicos, que son la relajacion completa de los musculos, ocasionando un
desvanecimiento.

e Espasmos con grado de conciencia no especificado.

e Hipercinética, este nuevo término, comprende a movimientos agitados de golpeo o
pedaleo.

e Mioclonicos, contracciones irregulares breves de manos y hombros.

e Tonicos, que manifiestan rigidez muscular de las extremidades.

e  Autondémicos, no motores

e Comportamiento de ausencia que son de caracter cognitivo, emocional, sensorial,

como miedo o angustia.

Las crisis de origen generalizado, no manifiestan consideraciones de conciencia, pero si
motoras, de forma tonico-clonica, clonica, tonica, mioclonica, mioclonica- tonico-clonica,
mioclonica —aténica, aténica, y espasmos, asi como no motora; por ultimo el origen
desconocido sefiala la presencia de crisis tonico-clonicas, espasmos epilépticos y

comportamiento de ausencia (14,15).

Cuando el trastorno epiléptico esta esclarecido por el conjunto de sintomas y signos
caracteristicos, como la edad de aparicion de los ataques convulsivos, el tipo de
convulsion, las anormalidades en los reportes electro encefalicos, respuesta al tratamiento
y pronostico a largo plazo, se puede establecer la medicacion adecuada tanto como su

respuesta esperada (15).

1.3 ETIOLOGIA

La epilepsia con causas conocidas se denomina en términos generales como epilepsia

secundaria o sintomatica, ¢ idiopatica, cuando no se tiene conocimiento suficiente para
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distinguir su origen. Haciendo énfasis en aquellas causas que presentan implicancias para
el tratamiento, en primera instancia, se sugiere investigar a nivel de neuroimagenes
(resonancia magnética), ya que una anomalia estructural es visible a través de ellas; para
poder decidir si existe una etiologia estructural, teniendo en cuenta que estas pueden ser
tratadas a través de una intervencion quirdrgica, conjuntamente a una evaluacion de
electroencefalograma, que permite suponer que la anormalidad que se evidencia en la
imagen causa las convulsiones, y pudo ser adquirida, como dafio cerebral por lesiones
prenatales o perinatales (asfixia o traumatismos durante el parto o al nacer);
malformaciones congénitas o alteraciones genéticas con malformaciones cerebrales
asociadas, asi como anomalias a nivel de los canales idnicos, afectando directamente el
tratamiento; traumatismos encéfalo craneanos graves o accidentes cerebrovasculares que
limitan la llegada del oxigeno al cerebro; se conoce también etiologias de tipo infecciosas
cerebrales como las meningitis, encefalitis, tuberculosis, neurocisticercosis; debido
también a algunos sindromes o malformaciones genéticas, tumores cerebrales, como lo es
el caso de convulsiones asociadas al 16bulo temporal mesial con esclerosis del hipocampo,
esta condicion provoca una pérdida de neuronas debido a que el tejido no se regenera, la
mayoria de casos reporta agresion cerebral precoz en la infancia, con convulsiones febriles,
meningoencefalitis, traumatismos craneoencefalicos o alteraciones en el desarrollo
neuronal; asi mismo se presenta la etiologia metabdlica, por desérdenes manifestados en
cambios bioquimicos en el cuerpo como lo son las aminoacidopatias y la porfiria. Se tiene
en consideracion entonces que la epilepsia del paciente puede presentar mas de una

categoria etiologica (9,14).

1.4 TRATAMIENTO

El objetivo de los farmacos antiepilépticos (FAE) es el control y la consecuente atenuacion
de las crisis convulsivas, siendo la recurrencia de estas, entre periodos distantes de al
menos 6 meses, sin embargo la respuesta a las dosis prescritas tienen poco efecto sobre el
foco epiléptico, y esto se debe a la variabilidad de respuesta a la medicacion atribuida por
diversos factores, uno de ellos es su metabolismo, y las implicancias sobre este se deben a
que en su gran mayoria los farmacos antiepilépticos presentan un estrecho rango
terapéutico; este se denomina como la concentracion del farmaco a la que se encuentra
conferida la mejor respuesta terapéutica para un paciente en especifico,
consiguientemente, esta seria una referencia individual. Algunos individuos pueden

alcanzar efectos terapéuticos beneficiosos con concentraciones plasmaticas fuera de los
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limites de los rangos de referencia, y algunos pueden no presentar reacciones adversas,
aun cuando se sobrepasan los limites toxicos, mientras que otros pueden presentar
sintomas de toxicidad con niveles inferiores a sus concentraciones plasmaticas.
Basicamente el efecto de los farmacos antiepilépticos radica en evitar la expansion de la
descarga a las células neuronales vecinas, actuando asi sobre cuatro mecanismos
especificos, como lo son; la inhibicion de los canales de sodio, la inhibicion de los canales
de calcio, la promocion de la inhibicién del GABA, y finalmente la inhibicién de la
excitacion dada por el glutamato. El fenobarbital; acido 5-etil-5-fenilbarbiturico, es un
medicamento sedante e hipnético, que actiia inhibiendo al GABA y asi aumentando las
corrientes post-sinapticas, logrando que los canales de cloro permanezcan abiertos lo
necesario para que el potencial de accion tenga un recorrido mas normalizado, ademas
también se reporta que puede disminuir en cierta medida, el potencial de accion
dependiente de calcio, interviniendo de forma indirecta sobre la liberacion de
neurotransmisores en las descargas paroxisticas. Este firmaco no posee gran afinidad por
las proteinas séricas a comparacion de los otros, logrando el control en crisis neonatales,
crisis febriles, tonico-clonicas generalizadas y crisis focales con generalizacion
secundaria. En adultos, el fenobarbital es administrado una vez al dia (por lo general en la
noche), en dosis de 50 a 200 mg, los niveles plasmaticos terapéuticos efectivos oscilan

entre 15 a 40 pg/mL (16,17).

La fenitoina, es absorbida en el intestino y se une agilmente a proteinas plasmaticas, lo que
permite su desplazamiento a través de membranas, alcanzando un méximo volumen de
distribucion en un periodo alrededor de 15 minutos tras la absorcion; es metabolizado en
el higado bajo la forma de 5-(4’-hidroxifenil)-5-fenilhidantoina, por el sistema enzimatico
P450, y en lo que respecta a su mecanismo de accion, resalta su capacidad para interferir
en el transporte de sodio a través de la membrana neuronal, mediante la conductancia de
este ion, contribuyendo asi en la liberacion de neurotransmisores, y controlando la
propagacion de descargas que puedan afectar a neuronas vecinas a las afectadas. Se ha
registrado un nivel sérico terapéutico de 10 -20 pg/mL, lo que se asocia a un rango
terapéutico estrecho, se ha visto ademas que presenta control positivo, sobre crisis focales
y secundarias generalizadas y se prescribe conjuntamente a dacido valproico,
carbamacepina o benzodiacepinicos, las dosis de estos tltimos deben ser consideradas en
aumento, ya que la fenitoina se caracteriza por presentar induccion enzimatica, lo que

podria aumentar el metabolismo de los farmacos administrados en conjunto (18).
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Para que la carbamacepina pueda actuar debe ser primeramente biotransformada en su
forma activa, conocida como carbamacepina-10,11-epoxido o epdxido-CBZ; esta
biotransformacion se da en el higado por el sistema del ya mencionado P450, el compuesto
biotransformado, puede atravesar con facilidad las membranas del cuerpo, debido a su alta
liposubilidad, llegando asi a su lugar de accion, su efecto al igual que la fenitoina, radica
en la accion sobre los canales de sodio, reduciendo los potenciales de accion de alta
frecuencia, ademas de actuar sobre la transmision sinaptica y los receptores de los
neurotransmisores; produce su propia autoinduccion por lo que desencadena en una
progresiva disminucion en sus niveles séricos, al aumentar su eliminacion, sugiriendo
aumentar la dosis hasta alcanzar una estabilidad de la concentracion plasmatica; ya que es
metabolizada hepaticamente, cualquier alteracion a este nivel, podria afectar directamente
con su efectividad; su rango terapéutico se estima entre 4-8 pg/mL; y se recurre a su
medicacion en el caso de crisis parciales en adultos y nifios con crisis secundarias
generalizadas, y/o con manisfestaciones cognitivas; su mayor desventaja es la ausencia de

una formulacion para uso parenteral (19).

En el caso del Acido valpréico, la mayoria de sus formulaciones son sales, como el
valproato de sodio, valproato de magnesio y divalproato de sodio, por ello el acido
valproéico es comunmente llamado valproato; actlia aumentando los niveles del
neurotransmisor inhibitorio GABA, acrecentando su sintesis, promoviendo su liberacion,
facilitando la accion sobre el receptor, e inhibiendo su degradacion; es un FAE de primera
eleccion, permitiendo tratar todos los tipos de crisis en epilepsias generalizadas primarias
o idiopaticas, crisis de ausencias, tonico-clonico generalizadas o crisis mioclonicas, y
también puede ser efectivo en crisis parciales con o sin generalizacion secundaria. El
valproato posee una alta union a proteinas, siendo la fraccion libre, la que atraviesa la
barrera hematoencefalica del cerebro y responsable de la accion antiepiléptica; y su
metabolismo se da por la hidroxilacion hepatica en el sistema P450, en las mitocondrias
de los hepatocitos, para finalmente conjugarse con el acido D-glucorénico, y asi ser
posteriormente excretado en la orina; no es un farmaco de caracter autoinducible como la
carbamacepina, y a su vez causa la disminucion plasmatica del fenobarbital por la
competicion a la union de proteinas, en contraparte causa desordenes endocrinos, como

anomalias menstruales, hiperglicemia, entre otros (16,20).
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1.5 METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

Toda sustancia quimica ajena al organismo y que tiene la capacidad de ingresar al mismo,
es conocida como un xenobidtico, estos pueden ser de origen natural o sintético, y nos
encontramos expuestos diariamente a ellos, bajo esta esta premisa, los farmacos y en este
caso, los farmacos antiepilépticos, lo son; como ya se menciono, actian a nivel del sistema
nervioso central y generalmente son altamente liposolubles para poder actuar sobre su
organo diana que es el cerebro, por tratarse de substancias altamente liposolubles, la
mayoria de los FAEs no pueden ser eliminados por los rifiones sin previa modificacion,
pues retornan al plasma en su paso por los tibulos renales; se hace necesaria dicha
transformacion en metabolitos solubles acuosos para facilitar la excrecion urinaria que es

llevada a cabo por el higado (21).

El sistema enzimatico hepético comprende dos subsistemas, uno constituido por enzimas
localizadas en el reticulo endoplasmico, llamado sistema microsomal, responsable por la
mayoria de las reacciones de metabolizacion; y otro no microsomal, en el citoplasma y en
las organelas celulares y sistema mitocondrial; estos no pertenecen a las vias de
metabolismo energético o intermedio y basicamente contribuyen con la supervivencia
celular, ya que de no existir, los xenobioticos en el interior del organismo, tenderian a
acumularse, provocando toxicidad y consecuentemente muerte celular; este proceso de
neutralizacion y excrecion, es denomidado como reacciones de biotransformacion y se han
agrupado en dos fases; en la fase 1, los xenobidticos son modificados mediante reacciones
de oxidacion, reduccion o hidrolisis y convertidos en productos mas hidrosolubles gracias
a la aparicion de nuevos grupos funcionales de caracter polar (hidroxilo, amino, carboxilo);
en la fase 2 los metabolitos generados por las reacciones de la fase 1, se combinan con
moléculas enddgenas de caracter polar, como el 4cido glucoronico, acido acético o el
sulfato inorganico, para lograr la formacion de productos de conjugacion que son
rapidamente excretados por la bilis o rifiones sin mayor inconveniente. Las enzimas de la
fase 1 son capaces de transformar gran variedad de substratos y catalizar reacciones
diversas; por su multiple naturaleza, incluyen enzimas con actividad monooxigenasa,
como el citocromo P450 o la flavin monooxigenasa, diversas oxidasas (alcohol
deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino oxidasas, aromatasas), la epdxido

hidrolasa o esterasas y amidasas hepaticas y plasmaticas (21,22).
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1.6 CITOCROMO P450

El citocromo P450, también denominado como CYP450, es reconocido como el miembro
mas destacado y extensamente estudiado del grupo de enzimas de fase 1; y no se trata de
una sola enzima, sino una superfamilia de hemoproteinas de funcion catalitica, en la que
el grupo tiol (-SH) de una cisteina, es el quinto ligando del atomo de hierro del grupo
hemo, y una molécula de agua es su sexto ligando; la region de la cisteina y sus residuos
vecinos son altamente conservados entre los citocromos, por lo que existe poca variedad
entre ellos en su sitio de union con el hierro; en organismos eucariotas, el peso molecular
de los CYP450, oscila entre 50 y 60 KD y la similitud a nivel de estructura primaria
(secuencia de aminoacidos), es relativamente baja, entre los distintos CYP450 siendo el

extremo C-terminal mas conservado que el N-terminal (23).

Esta familia de hemoprotinas se encuentra presente en varias especies, incluyendo
bacterias, hongos y plantas, la primera estructura obtenida por cristalografia de rayos X
fue bacteriana, conocida como P450cam (CYP101, Pseudomonas putida), durante varios
afios esta fue la inica estructura P450 disponible, y permiti6 explicar de forma general la

conformacion topografica y mecanismo de accion (24).

Se sabe que la molécula esta constituida por una combinacion de regiones en a-hélice y en
hojas plegadas (ld&minas ) principalmente en la region de la proteina que rodea al grupo
hemo, mientras que las regiones mas variables son las que componen los lugares de anclaje
a la membrana o de union y reconocimiento de substratos, la enzima permanece anclada a
la membrana a través de una hélice hidrofobica cercana al extremo N-terminal, por lo que
la mayor parte de la proteina se sitiia hacia la parte citosolica de la membrana, esta hélice
transmembrana esta seguida, por regla general, por una serie de aminoacidos basicos cuyos
residuos interaccionan con las cargas negativas de los lipidos de la membrana. El término
P450 se aplico, para referirse a un pigmento con un maximo de absorcion a 450 nm, al
producirse el complejo de monoxido de carbono ferroso, en microsomas de higado de rata;
este maximo de absorbancia del grupo hemo, denominado como el pico de Soret, sefiala
la unién del monoxido de carbono con el hierro, impidiendo la unién y activacion del
oxigeno molecular, y asi inhabilitando reversiblemente la actividad enzimatica; pudiendo

aprovechar esta caracteristica en su cuantificacion espectrofotométrica (23,25,26).

La baja especificidad de CYP450 les permite metabolizar una gran cantidad de sustratos

mediante reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis, de estas, las reacciones de
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oxidacion son de tipo monooxigenasa dependientes de NADPH, utilizan el oxigeno
molecular y en respuesta de accion resulta la eliminacion del organismo de un gran nimero
de farmacos y compuestos toxicos, pero también es el responsable de la activacion de

toxinas o precarcinogenos (22).

En organismos procariotas, las enzimas CYP450 se encuentran presentes en el citosol,
mientras que en los eucariotas se encuentran en las mitocondrias, y en diversos tipos de
membranas celulares, siendo particularmente abundante en el reticulo endoplasmico liso
(microsomas). El higado es el principal 6rgano donde se han reportado altos niveles de
CYP450, y su expresion estd regulada por factores genéticos (polimorfismos genéticos),
fisiopatologicos (regulacion hormonal, enfermedades) o ambientales (factores
nutricionales, induccidn, inhibicion), por lo cual, sus niveles hepaticos varian entre
diferentes individuos, denotando evidentes diferencias que se justifican en el metabolismo
de farmacos y xenobidticos, asi como la variabilidad en la respuesta farmacoldgica o la

variada susceptibilidad a la accion de toxicos o carcindgenos (28).

Como se ha mencionado los CYP450 requieren electrones para reducir el oxigeno
molecular, pueden clasificarse en cuatro clases en funcion de como acceden los electrones
desde el NADPH hasta el centro catalitico de la enzima. Las proteinas de clase I utilizan
una reductasa que contiene FAD y una ferrosulfoproteina (ferridoxina); estan asociados a
la membrana interna de la mitocondria, y segun su estudio filogenético no ha sido
identificadas en plantas; en mamiferos se ha descrito en procesos de biosintesis hormonal
esteroidea y de la vitamina D3; por su parte, las de clase II necesitan de una reductasa del
citocromo P450, que no se encuentra asociada, sino que estd también anclada a la
membrana microsomal, como se observa en la Figura 1, se encuentra de forma
independiente y que contiene FAD/FMN para la transferencia de electrones y asi
finalmente liberar el sustrato hidroxilado y una molécula de agua, estas son mas
abundantes en organismos eucariotas, en los hongos se encargan de la sintesis de esteroles
de membrana y micotoxinas, y en los vegetales intervienen en la sintesis y catabolismo de
hormonas, la oxidacion de acidos grasos, las rutas metabdlicas que conducen a la
lignificacion, la sintesis de pigmentos y compuestos de defensa (antioxidantes,
fitoestrogenos, aromas) y finalmente en los animales, entre sus funciones fisioldgicas se
incluyen la biosintesis y el catabolismo de moléculas sefializadoras, hormonas esteroideas

y acido retinoico; por ultimo las de clase 111, son autosuficientes y no requieren un donador
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de electrones, participan en la sintesis de prostaglandinas en mamiferos; mientras que las

de clase IV reciben los electrones directamente del NADPH y s6lo se ha identificado en

hongos (29).
|
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Figura 1. Localizacién del CYP450 en membranas microsomales 7

Como se puede apreciar en la Figura 2, la reaccion principal que catalizan los CYP450 es
la monooxidacién, que se inicia con la incorporacion del xenobidtico (sustrato) al centro
catalitico de la enzima, que en ese momento, tiene al atomo de hierro del grupo prostético
hemo en estado oxidado (Fe*3), la reaccion es dependiente de NADPH, que suministra el
electron necesario para la reduccion del hierro a Fe*?; en el reticulo endoplasmatico el
CYP450 esta asociado a la citocromo P450 reductasa, esta enzima por sus grupos de
flavina, uno de FAD y otro de FMN, puede transferir los electrones desde la coenzima
NADPH de uno en uno, al grupo hemo del citocromo, a continuacion, el oxigeno molecular
ingresa en el centro catalitico de la enzima y se une al grupo hemo, el electron del Fe™ es
cedido a la molécula de oxigeno, y un segundo electron, donado por el citocromo b5, en
el caso de un sistema microsomal, reduce a la molécula de oxigeno unida y conjuntamente
aun H*, dando lugar a la liberacion de uno de los atomos de oxigeno en forma de agua, y
el otro aun unido al centro catalitico, oxida al xenobidtico; asi mismo en un sistema
mitocondrial los electrones son cedidos por un complejo NADPH-adrenoxina reductasa y

la adrenodoxina, (25) llegando en ambos casos al final de la reaccion del compuesto
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oxidado que se libera de la enzima (metabolito), y esta puede iniciar un nuevo ciclo de

catalisis (27,30).

H,0, J

Figura 2. Ciclo catalitico del Citocromo P450 GV

Respecto a la nomenclatura; las enzimas que comprenden esta superfamilia, se identifican
con las siglas CYP seguido de un numero que designa la familia, una letra que identifica
la subfamilia y finalmente un nimero que corresponde al gen, asi estan identificados todos
los CYP450, procariotas y eucariotas. En una misma familia se agrupan aquellas enzimas
cuya secuencia de aminoacidos tiene una homologia mayor del 40%, independientemente
de la especie de procedencia, dentro de una familia los CYP450 se agrupan en subfamilias
que inician por la letra A, para pertenecer a una misma subfamilia deben tener una similitud
de secuencia de aminoacidos superior al 55%; y por ultimo, dentro de la misma subfamilia,
las enzimas individuales se designan segin niimeros empezando siempre por el 1 y sus

secuencias, deben diferir en mas de un 3% (30).

La subfamilia CYP2C esta representa por un 20% del contenido total de CYP450 hepatico,
presentando cuatro isoformas funcionales (CYP2CS8, CYP2C9, CYP2CI18 y CYP2C19),
de ellas, la isoforma CYP2C9 es la mayormente reportada en lo que respecta a un higado

adulto, e intervienen en el metabolismo de aproximadamente el 20% de los farmacos
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usados clinicamente, como lo son la fenitoina, tolbutamida, diazepam, hexobarbital,
omeprazol, acido tienilico y diclofenaco (32).

El CYP2C9 se encuentra en el cromosoma 10, brazo largo (q), region 23, banda 33; y se
expande a lo largo de 50732 pares de bases (50kb), tiene 9 exones y unos intrones de gran
tamafio, lo que justifica su gran longitud, codificando una proteina de 490 residuos de
aminoacidos, entre sus muchos sustratos destacan el antiepiléptico fenitoina, el
anticoagulante warfarina y la sulfonilurea, conocido hipoglucemiante, tolbutamida; asi
como también antiinflamatorios no esteroideos y la torsemida, se ha reportado que algunos
farmacos también pueden comportarse como inhibidores del enzima, entre ellos se
encuentra el fluconazol, ketoconazol, metronidazol, itraconazol y el ritonavir, entre otros;
por su parte el CYP2C19, comparte un 92% de homologia de secuencia con el CYP2C9,
difiriendo solamente en 43 de los 490 residuos, se encuentran ademas localizados muy
proximos en el mismo cromosoma, no obstante ambas enzimas tienen una especificidad
de sustrato completamente distinta, actuando asi por ejemplo, sobre la clomipramina, el
diazepam, la imipramina, el omeprazol y el propanolol; y entre los inhibidores de este
citocromo se encuentran la fluoxetina, la sertralina, el mismo omeprazol y también como

en el caso del CYP2C9, el ritonavir (32-34).

1.7 IMPLICANCIAS GENETICAS

Como se ha visto, la importancia del rol que cumple el CYP450 en el metabolismo de
xenobidticos, permite sefialar a los diversos factores que regulan y determinan la actividad
enzimatica, como la edad, género, estado nutricional, comorbilidades hepaticas o renales
y finalmente también las variaciones genéticas, que codifican para el desempeno de cada
enzima metabolizadora sobre los respectivos farmacos. En el caso de la epilepsia, los CYP
que metabolizan los principales FAEs, han reportado variaciones genéticas de naturaleza
polimorfica, lo que se refleja en variaciones interindividuales en la respuesta al
tratamiento; esta respuesta particular de cada individuo a presentar tasas de metabolismo
variadas para su medicacion segin las caracteristicas genéticas de sus citocromos, es

estudiada por la farmacogenética (35).

A diferencia de las mutaciones, se sefiala a la variacion en la secuencia de ADN que
acontece en una poblacion con frecuencia del 1% o mayor, con el término de
polimorfismo, que quiere decir “de muchas formas”, esto se explica con la variacion de

alelos que puede presentar un mismo gen; como se sabe la carga genética de cada individuo
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es heredada por ambos progenitores, lo que proporcionara dos alelos por cada gen y sus
posibles variaciones en secuencias codificantes pueden ocasionar cambios que se
proyecten en formas alternas para una misma proteina; segun su localizacion, los
polimorfismos que se encuentren en la zona promotora del gen, pueden influir en la
expresion génica del ARNm, (acido ribonucleico mensajero), o en regiones no traducidas
como lo son los intrones, y es por ello que de acuerdo al efecto producido se pueden
clasificar como sinénimos o silenciosos, a aquellos que no alteran la conformacion del
gen, cuando la secuencia nucleotidica cambia, ya que el codon que codifica el aminoacido
original se cambia por otro que posee caracteristicas similares, no produciendo cambios
en la funcion protéica; por otro lado estan los no sinénimos, que si provocan una variacion
en la funcion, al localizarse en la region promotora, influenciando directamente con la
transcripcion del gen, o en sitios de splicing alterando la eliminacion de intrones y
empalme de exones; por su abundancia y distribucion, su estudio ha sido desarrollado para
tratar de explicar el origen, demografia y adaptacion de las poblaciones, asi como también

para reconstruir parte de la historia evolutiva (36).

1.8 POLIMORFISMOS GENETICOS EN LOS GENES CYP2C9Y CYP2C19

Los polimorfismos de nucledtido unico, denominado SNP por sus siglas en inglés, Single
Nucleotide Polymorphism, se caracterizan, como su nombre lo indica, por la variacion de
un solo nucledtido en la secuencia de una region dada, esta variacion puede ser por la
deleccion, insercion o sustitucion de una base nitrogenada en la secuencia nucleotidica, su

frecuencia se reporta cada 1000 a 3000 pares de bases a lo largo del genoma (36,37).

La relacion entre la presencia de un SNP y la respuesta al tratamiento con FAEs se refleja
en la variada actividad que puede presentar la enzima frente al proceso de
biotransformacion generando asi una clasificacion fenotipica de los individuos bajo los

siguientes grupos:

e Metabolizadores lentos (ML), aquellos que carecen de actividad enzimatica normal,
son portadores homocigotos o heterocigoto para el alelo menos frecuente.

e Metabolizadores intermedios (MI): tienen actividad enzimatica mas baja que la
promedio, con genotipo heterocigoto para la variante alélica menos frecuente.

e Metabolizadores eficientes o extensivos (ME): portadores de dos variantes

funcionales.
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e Metabolizadores ultrarrapidos (MU): tienen actividad enzimatica elevada respecto
al promedio, pueden poseer dos variantes funcionales para el alelo menos frecuente

y este provocar un metabolismo acelerado (38).

Se ha descrito como el alelo mas comun al CYP2C9*1, el cual es considerado tipo
silvestre, a su vez algunas variantes alélicas del CYP2C9 codifican proteinas con una
actividad disminuida como es el caso del CYP2C9*2 que contiene una sustitucion puntual
transitiva de la base nitrogenada citosina por timina, C>T, en la posicion 430 del exon 3,
produciendo un cambio de aminodcido de arginina por cisteina en la posicion 144,
provocando una disminucion en la actividad enzimatica a un 3-4% lo que la sitlia en una

clasificacion fenotipica ML (38,39).

Las variantes alélicas identificadas para el CYP2C19 se han vinculado a la produccion de
proteinas deficientes o con ausencia de actividad enzimatica, las mas usuales en los
fenotipos establecidos como ML son CYP2C19*2 y CYP2C19*3. El polimorfismo
CYP2C19*2 se caracteriza por llevarse un cambio transitivo de bases de guanina por una
de adenosina G>A en la posicion 681 en el exdén 5, originando un sitio de empalme
aberrante; el cambio altera el marco de lectura del ARNm a partir del aminoécido 215y
produce un codon de terminacion prematuro con 20 aminoacidos menos, dando lugar a
una proteina truncada no funcional, por su parte el polimorfismo CYP2C19*3 se da
también por un cambio transitivo de bases de guanina por adenosina G> A, solo que este,
se produce en la posicion 636 del exdn 4, que resulta de cambiar el codon triptéfano al

codon terminal en el aminoacido 212 y el truncamiento de la proteina (40).

1.9 IDENTIFICACION POR PCR-RFLP

El analisis de los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion de fragmentos
amplificados por PCR conocido como PCR-RFLP, es una técnica popular para los analisis
de genética en la deteccion de la variacion intra e inter especies, los SNP’s han sido
ampliamente estudiados bajo dicha técnica, ya que basandose en la variacion de un sitio
de reconocimiento especifico, es posible distinguir la presencia o no, del cambio de
nucleotido caracteristico en una region del gen conocida, a través de la digestion con una

determinada enzima de restriccion (41).

El primer paso en un andlisis de PCR-RFLP es la amplificacion de un fragmento que

contiene la variacion buscada, mediante la técnica de PCR convencional; en este caso la
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variacion sera el cambio de nucleotido cuando se presente una variacion alélica del gen en
estudio, seguidamente se procede con el tratamiento del fragmento amplificado con una
enzima de restriccion apropiada, para ello se emplean enzimas de restriccion que cortan
secuencias especificas del ADN, y las variaciones dentro de la secuencia diana
proporcionaran fragmentos de restriccion de distintos tamafos originando un patréon
distinto al de un alelo silvestre, en la identificacion por resolucion electroforética,

distinguiendo asi los genotipos homocigotos o heterocigotos seglin sea el caso (6).

Como se sabe un gen se presenta en doble dosis, los alelos que lo constituyen son aportados
por ambos progenitores, y las formas alélicas de un mismo gen existen por los diversos
cambios a los que esta sometida la secuencia del ADN, siendo estas mutaciones al azar de
caracter estable o heredable; en algunas ocasiones propiciando una funcién distinta al alelo
silvestre, estos cambios en la secuencia del ADN son la base de la variacion gradual de la

estructura genética de las poblaciones y por ende de la evolucion (41,42).

Un ejemplo de resolucion mediante la técnica de PCR-RFLP se puede describir como un
caso en el que el sitio de restriccion se reconoce en ambas cadenas de ADN, se considera
al individuo homocigoto y al revelar los fragmentos mediante una corrida electroforética
se obtiene como resultado una sola banda en el gel de agarosa a una distancia determinada;
por otro lado si es heterocigoto significa que tiene los alelos distintos en un determinado
locus por lo que se podré distinguir mas de una banda para el fragmento sin corte de
restriccion y otras con el corte, por lo que los genotipos distinguidos pueden ser entonces
C/C (ambos alelos fueron cortados), C/NC (solo un alelo manifiesta el corte), o NC/NC
(ninguno de los dos alelos fue cortado), sin embargo todo dependera de la enzima de
restriccion a utilizar, si esta reconoce un sitio de restriccion en una secuencia con o sin la

presencia de la variacion nucleotidica (43,44).
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CAPITULO 11
2. MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE EJECUCION

La captacion de pacientes epilépticos y recoleccion de muestras fue llevada a cabo en el
Servicio de neurologia del Hospital Regional Honorio Delgado Espinoza de Arequipa,
entre los meses de febrero - junio del afio en curso.

El procesamiento de muestras fue realizado en el laboratorio Biologia Molecular y

Farmacologia experimental H-401.

2.2 MATERIALES
2.2.1 Muestras Biologicas
e Sangre periférica de pacientes epilépticos atendidos en el servicio de neurologia del
Hospital Regional Honorio Delgado Espinoza de Arequipa.
e Sangre periférica de alumnos y familiares voluntarios no relacionados a la
enfermedad.
2.2.2 Material de Laboratorio
e Cubeta de cuarzo de 100 pL
e Probeta de 50 mL
e Matraz de 50 mL
e Tubosde 1.5 mL
e Tubos para PCR de 200 pL
2.2.3 Reactivos
e Agarosa grado biologia molecular-GBM (Cleaver Scientific Ltd)
e Buffer TAE 1X (Thermo Fisher SCIENTIFIC)
e Buffer TAE 0.5X (Thermo Fisher SCIENTIFIC)
e Agua grado biologia molecular GBM (Pan Reac AppliChem)

2.2.4 Equipos e Instrumentacion
e Micropipetas de 1000 pL, 200 uL, 20 pL y 10 pL
o Espectrofotometro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies)
e (Camara de electroforesis horizontal tipo submarino, modelo Mini-Sub Cell GT
(BIO-RAD)

e Termociclador modelo Pegstar (PeqLab)
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e Termo Bloque para tubos eppendorf modelo TS-100 (Biosan)

e Transiluminador UV modelo Clear View (Cleaver scientific Ltd)

e Fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen)

e C(Cabina de seguridad para pre-PCR Clean Vieew UV Cabinet CSL-UVCAB
(Cleaver scientific Ltd)

2.2.5 Otros Materiales

e Kit de extraccion de ADN (innuPREP Blood DNA Mini Kit, analytikjena)

e Kitde PCR (innuMIX Standard PCR MasterMix, analytikjena)

e C(Cebadores (Primers) especificos para cada variante alélica (LGC Biosearch
Technologies)

e Enzimas de restriccion, Sau961, Smal y BamHI, (Thermo Fisher SCIENTIFIC)

e Marcador de peso molecular 100pb (Thermo Fisher SCIENTIFIC)

e Loading buffer(Thermo Fisher SCIENTIFIC)

e Intercalante de acidos nucleicos SYBR® safe, (Invitrogen)

e Kit de cuantificacion de DNA (Qubit dsDNA BR Assay Life Technologies.)

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Seleccion y toma de muestra de pacientes epilépticos y voluntarios control

Para la seleccion de pacientes epilépticos se tuvo en cuenta criterios de inclusion y

exclusion, nombrados a continuacion:
Criterios de inclusion — Pacientes epilépticos

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

e Pacientes con diagndsticos clinico de epilepsia.

e Pacientes de ambos sexos, adultos, con edad entre 18 y 80 afios.

e Pacientes con una o mas crisis por mes a pesar de haber recibido adecuadamente y
con dosis plena diaria 1 o 2 farmacos Antiepilépticos de primera linea.

e Falta de eficacia de farmacos antiepilépticos en monoterapia y/o una combinacion
de ellos (poli terapia), pese a cumplir las indicaciones de manejo.

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

de 2 antiepilépticos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

e Pacientes con funcion hepatica normal, valores de transaminasas piravica y

oxaloacética, fosfatasa alcalina y bilirrubina dentro de los limites de la normalidad.
Criterios de Exclusion — Pacientes epilépticos

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.

e Pacientes con uso concomitante de otros antagonistas de canales de calcio,
esteroides, macrolidos, recibidos con un mes de anterioridad al ingreso del estudio.

e Pacientes con sospecha o diagnostico de enfermedad degenerativa o progresiva del
sistema nervioso.

e Pacientes con concomitancia de enfermedades cronicas como autoinmunidad,
diabetes o cancer.

e Mujeres embarazadas

Del mismo modo, los voluntarios control, fueron seleccionados bajo los siguientes

criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion — Voluntarios Control
e Personas sanas, sin antecedentes familiares de epilepsia.
e Personas entre 18 y 80 afios.
e Personas de nacionalidad peruana
Criterios de exclusion — Voluntarios Control
e Mujeres embarazadas

e Pacientes que se retiren en cualquier momento del estudio

En lo que respecta a la toma de muestra, se recolectaron 3 mL de sangre periférica, de cada
paciente epiléptico y voluntario control, en un tubo con anticoagulante EDTA, (4cido
etilendiaminotetracético), el cual actiia como quelante sobre el ion calcio, permitiendo asi
el manejo de la muestra, dicho procedimiento sigue las instrucciones del Manual de
Procedimientos del Laboratorio de Biologia molecular y Farmacologia experimental H-
401, tal como se muestra en la Figura 3 y se describe en el ANEXO 1; las muestras fueron
rotuladas con un respectivo codigo asignado, se almacenaron de 4 a 8§ °C hasta ser

trasladadas al laboratorio de Biologia molecular y Farmacologia experimental
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Figura 3. Extraccion de sangre periférica por venopuncion y coleccion en tubos con
anticoagulante EDTA.

2.3.2 Extraccion y evaluacion del ADN genémico de células sanguineas

2.3.2.1 Extraccion de ADN por el método de Fase sélida con Columnas de
Silica.
El ADN genomico fue extraido de las 160 muestras de sangre periférica (pacientes
epilépticos y voluntarios control), en duplicado, utilizando el Kit innuPREP Blood DNA
Mini Kit, analytikjena, sefialado en la Figura 4, bajo las cantidades e indicaciones descritas
segun el fabricante, detalladas en el ANEXO 2.

El fundamento del método radica en la adsorcion y desorcion de los acidos nucleicos en
presencia de sales caotrdpicas. En condiciones normales, los acidos nucleicos estan
recubiertos de una capa de moléculas de agua que conserva la solubilidad del ADN en
soluciones acuosas; con la adicion de iones caotropicos, se pierde esta estructura ordenada
de moléculas de agua de la capa hidratante, por lo que las sales caotrdpicas crean un

entorno hidrofobico alrededor del ADN.(45)

Bajo este ambiente, los grupos fosfato de los 4cidos nucleicos quedaron expuestos y se
unen perfectamente a la membrana de silica de las columnas de extraccion, ya que por la
diferencia de cargas entre estos y la membrana se ve facilitada la adsorcion, mientras que
las proteinas, los metabolitos y otros contaminantes no se unen y, por lo tanto, son
eliminados durante los pasos de lavado, finalmente, los acidos nucleicos se eluyen de la
membrana de silica mediante tampones de elucion con baja concentracion de sales
(ligeramente alcalinos) o simplemente agua, ya que permiten recuperar la capa hidratante

inicial, liberandolos asi de la membrana(46).
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Figura 4. Materiales para la extraccion de DNA por columnas de silica

Las muestras se almacenaron a -20 °C, hasta su analisis molecular.

2.3.2.2 Medicion de la Concentracion (pg/mL) del ADN Genémico Extraido
por Fluorometria.

La concentracion del ADN gendémico extraido, fue medida utilizando el kit Qubit®
dsDNA HS Assay Kits, siguiendo las indicaciones del fabricante (ANEXO 3), basado en
el método de cuantificacion por fluorometria, el cual es mucho mas sensible que el
espectrofotométrico, su fundamento radica en la union especifica de colorantes
fluorescentes al acido nucleico, en este caso el ADN, que absorbe luz de una determinada
longitud de onda y emite luz de una longitud de onda superior, la relacion entre la
concentracion del acido nucleico y la intensidad de emision fluorescente es directamente
proporcional; esta técnica requiere de estandares de concentracion conocida con los cuales
se pueda interpolar los valores de la muestra. (47). En este caso los estandares facilitados

por el Kit comprenden un rango de 0 a 600 ng/uL.

El flurometro empleado fue el Qubit® 2.0, como se aprecia en la Figura 5, que provee
valores de lectura en ng/mL, estos corresponden a la concentracion después de que la
muestra se diluyera para su lectura, por lo que el kit sefiala el uso de la Ecuacion 1 para

poder conocer la concentracion de ADN que se ha logrado extraer en ng/uL.

. 200 .
Concentracion de la muestra = QF X — (Ecuacion 1)

Donde QF: Valor proporcionado por el Fluordmetro Qubit® 2.0

X:  Volumen de muestra afiadido al tubo de lectura
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Esta técnica no proporciona informacion acerca de pureza del producto de extraccion, por
lo que se debe hacer una evaluacion de la calidad del ADN extraido, por la relacion

A260:A280; ademas de valorar la integridad, por medio de un analisis electroforético.

Figura 5. Materiales para la medicion de la concentracion de ADN

2.3.2.3 Evaluacion de la calidad del ADN genémico extraido por
Espectrofotometria.

La calidad del ADN gendmico extraido, es reportada a través de la técnica de
espectrofotometria, como se sabe cualquier solucion que contenga moléculas suspendidas
permite el paso de un haz de luz a través de ella en proporcion inversa a la cantidad de
moléculas que contiene, los nucledtidos de ADN presentan un maximo de absorcion a una
longitud de onda de 260 nm en el rango de luz UV.
Incluso si la técnica de extraccion esta correctamente realizada, solventes, componentes
organicos, o proteinas celulares pueden acompafiar el ADN, y ya que estas moléculas
poseen valores de absorbancia particulares en una determinada longitud de onda; con el
fin de evaluar su pureza la muestra se lee a 260 nm y se compara con la absorbancia de
interés; dado que las proteinas en especial los aminoacidos aromaticos absorben luz a 280
nm, se utiliza la relacion de absorcion 260/280nm, cuando este se encuentra entre 1.7 y 2.0
se considera optimo, ya que los valores cercanos a 1.8 indican que la muestra contiene casi
unicamente ADN, un valor muy por debajo propone contaminacion por proteinas, y un
indice mayor a 2.0 indica una ruptura en las cadenas de acidos nucleicos, por lo que se le

considera de baja calidad.(47)
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Para realizar la lectura se procedio con una dilucién 1:10 (10 pL en 90 pL) de la muestra

de ADN genémico extraido, utilizando agua GBM, en un volumen final de 100 pL.

Posteriormente se calibrd a cero el espectrofotometro con agua GBM, y se afnadi6 a la
cubeta de cuarzo de 100 pL la dilucion de la muestra, registrando los valores a las

longitudes de onda de 260 y 280 nm.

2.3.2.4 Evaluacion de la integridad del DNA genémico extraido por
electroforesis

Se prepard un gel de agarosa 1%, pesando 0.15 g de agarosa GBM y disolviendo, en 15
mL de buffer TAE 1X, aplicando calor con el uso del microondas. Para la visualizacion
del ADN gendmico, el gel fue teilido con 2 uL de un intercalante de acidos nucleicos
(SYBR® safe DNA gel stain), como se detalla en el ANEXO 4, procedimiento que sigue las
instrucciones del Manual de Procedimientos del laboratorio Biologia Molecular y
Farmacologia experimental H-401. Finalmente se program6 una intensidad de corriente de

90 V por 30 minutos en la fuente de poder, como se observa en la Figura 6.

Figura 6. Materiales utilizados para la evaluacion de integridad del ADN gendmico
extraido.

El principio de la electroforesis consiste basicamente en la migracion proporcional de las
moléculas a través de una matriz porosa, en este caso un gel de agarosa, segun su peso
molecular o tamafio, el movimiento es generado por el campo eléctrico dentro de la
solucion que se encuentra sumergido el gel que contiene las muestras, ya que los acidos

nucleicos poseen carga negativa conferida por los grupos fosfato en su estructura, estos
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migraran gracias al alto contenido de electrolitos en el medio, que permite la transmision
de corriente eléctrica, hacia el polo positivo que es el anodo; logrando asi su

desplazamiento. (48)

2.3.3 Deteccion de los Polimorfismos en los genes CYP2C9 *2 y CYP2C19 *2 y *3
por PCR-RFLP

Luego de evaluar la concentracion, calidad e integridad de las muestras de ADN genomico

extraido, tanto en pacientes epilépticos, como voluntarios control; se analizo el gen

CYP2C9 para su variante alélica CYP2C9*2 y el gen CYP2C19 con sus variantes alélicas

CYP2C19*2 y CYP2C19*3, empleando la técnica de PCR-RFLP, para lo cual se realizd

primero la amplificacion de la region de interés mediante la técnica de PCR, seguida de la

digestion enzimatica.

2.3.3.1 Amplificacion de la region de interés mediante PCR.

Se utilizo el kit innuMIX Standard PCR MasterMix, cuya presentacion consta de una
mezcla de reaccion lista para su uso; los cebadores (primers) especificos utilizados,
descritos en la Tabla 1, fueron consignados dentro de la region sefialada siguiendo el
respectivo nimero de identificacion de cada gen, en la base de datos NCBI (49-51),

constatando asi el tamafio del amplicon generado.

Tabla 1. Primers especificos para la amplificacion de los genes CYP2C9 y CYP2C19

Amplicén
Primer Secuencia Referencia
generado

CYP2C9*2F  CACTGGCTGAAAGAGCTAACAGAG
CYP2C9*2R GTGATATGGAGTAGGTCACCCAC
CYP2C19*2F AATTACAACCAGAGCTTGGC
CYP2C19*2R TATCACTTTCCATAAAAGCAAG
CYP2C19*3F ATTGAATGAAAACATCAGGATTG
CYP2C19*3R ACTTCAGGGCTTGGTCAATA

375 pb (3,52)

168 pb

3)
132 pb

Antes de iniciar el preparado de la mezcla de reaccion de PCR, se desinfect6 con etanol al
70% la cabina para pre-PCR, colocando los materiales necesarios en su interior y

esterilizandolos encendiendo la luz UV por 15 minutos, pasado el tiempo de esterilizacion,
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se ingreso a la cabina con las manos desinfectadas con etanol al 70%, como se observa en

la Figura 7.

Figura 7. Disposicion de la cabina de Pre-PCR y preparacion de reaccion

Se seleccionaron los cebadores (primers) a utilizar; y se prepararon para su uso,
reconstituyéndolos a la concentracion de 100 uM, esta fue la solucion stock, que se utilizé
en todas las reacciones siguientes, esta solucion se llevo a cabo, anadiendo agua GBM, a
cada primer, forward y reverse, para los tres genes a estudiar. En un tubo de 1.5 mL, se
prepard una alicuota de cada primer a una concentracion de 5 M. Las reacciones se
llevaron a cabo en tubos de PCR de 200 pL, agregando el SuperMix, primers, agua y
finalmente el ADN, este ultimo es afiadido fuera de la cabina de pre-PCR, las cantidades
de cada uno estan descritas en la Tabla 2; las reacciones de PCR deben llevar consigo un
control negativo a modo de monitoreo del procedimiento, ya que este no cuenta con una
muestra de ADN y en su lugar se adiciona agua, indicando asi que si se visualiza alguna
banda en su carril, al momento de la evaluacion por electroforesis, la reaccion no seria
considerada correcta ya que existido contaminacion en el procedimiento, ya sea por parte

de los materiales, reactivos o manipulacion del ejecutor.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Tabla 2. Preparacion de la reaccion de PCR para los genes CYP2C9 y CYP2C19

CYP2C9*2 CYP2C19*2 CYP2C19*3

Concentracion de primer en la

reaccion (uM) 0.25 0.6 0.5
szﬁe)’r 1 24 2
Sul()jil;dix 10 0 0
%TS 5 5 5
2128 4 2.6 3
VOluI(l:in) final u 4 20

Las Tablas 3, 4 y 5 a continuacion sefialan el protocolo de amplificacion programado en
el termociclador para la amplificacion de los genes CYP2C9*2, CYP2C9*2 y CYP2C19%*3

respectivamente.

Tabla 3. Protocolo de Amplificacion del Gen CYP2C9*2

Temperatura Tiempo
Pasos PCR ?o ) (segl)J
Activacion Enzimatica o 180
Desnaturalizacion 95 30
Hibridacion 60 10
Elongacion 72 60
Extension Final 72 420

Ne¢ de Ciclos: 35

Tabla 4. Protocolo de Amplificacion del Gen CYP2C19%*2

Temperatura Tiempo
Pasos PCR ?o 0) (segl;
Activacion Enzimatica 95 180
Desnaturalizacion 95 60
Hibridacion 54.7 30
Elongacion 72 30
Extension Final 72 300

N° de Ciclos: 35
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Tabla 5. Protocolo de Amplificacion del Gen CYP2C19%*3

Temperatura Tiempo
Pasos PCR ?o 0) (segl;
Activacion Enzimatica 95 180
Desnaturalizacion 95 30
Hibridacion 56.1 20
Elongacion 72 60
Extension Final 72 300

N° de Ciclos: 35

La amplificacion para cada gen fue llevada en duplicado en cada una de las muestras, para

asi obtener mayor precision ante el ensayo.
2.3.3.2 Evaluacion de los productos de PCR por electroforesis:

Para la deteccion del producto de amplificacion de cada variante alélica, se repararon geles
de agarosa al 2% de concentracion, en 15 mL de buffer TAE 1X, tefiidos con 2uL de
SYBR® safe, como se detalla en el ANEXO 4, siguiendo las instrucciones del Manual de
Procedimientos de Laboratorio de Biologia Molecular y Farmacologia experimental, y se
program6 una intensidad de corriente de 80 V por 15 minutos, seguidos de 70 V a 15
minutos. El fragmento obtenido en cada caso, fue visualizado como una banda en el gel de
agarosa que es considerada correspondiente a la cantidad de producto amplificado y su
longitud se confirm6 por la interpolacion contra un marcador de peso molecular con
longitudes conocidas, en este caso el utilizado es de 100 pb de Thermo Fisher

SCIENTIFIC.

2.3.3.3 Digestion enzimatica y evaluacion electroforética de los productos de

amplificacion por PCR.

Las enzimas de restriccion utilizadas fueron Sau96l, Smal y BamHI, como se presenta en
la Figura 8, para la digestion de los productos de amplificacion obtenidos por PCR, de los

genes CYP2C9*2, CYP2C19*2 y CYP2C19*3 respectivamente.

Segun las especificaciones del fabricante se adicion6 en un tubo de reaccion de PCR de
200 uL, 18 uLL de agua GBM, 10 uL del producto de PCR correspondiente, 2 ulL de buffer

de reaccion y finalmente 1 ul de la enzima de restriccion respectiva; logrando la digestion
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en un periodo de 4 horas de incubacion a una temperatura sefialada como la idoénea para

lograr los cortes necesarios sobre el amplicon.
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Figura 8. Enzimas de restriccion utilizadas Sau961, Smal y BamHI

Por lo que para el gen CYP2C9*2, la enzima Sau96l trabajo sobre el producto de PCR
incubando a 37 °C por 4 horas y finalizado este tiempo, se visualizd los productos
digeridos en un gel de agarosa al 2 %, bajo las condiciones de corrida de 80 V por 10

minutos, 70 V por 15 minutos y 65 V adicionales por 15 minutos.

Para la digestion del gen CYP2C19*2 con la enzima Smal, se dispuso la incubacion por 4
horas a 30°C, y la visualizacion de los productos de digestion obtenidos se llevo a cabo en
un gel de agarosa al 2% con una intensidad de corriente de 80 V por 15 minutos y 70 V

por 30 minutos.

Finalmente para la digestion del gen CYP2C19*3 con la enzima BamHLI, tras la incubacion
de 4 horas a 37 °C, se procedi6 con el analisis electroforético en un gel de agarosa al 2.5%

bajo las condiciones de corrida de 80 V por 15 minutos y 70 V por 15 minutos.

Las muestras fueron procesadas en duplicado, tanto en el caso de los pacientes epilépticos,
como los voluntarios control, asi mismo, se utilizé la plataforma virtual Restrictionmapper
para una digestion implicita de los fragmentos amplificados, proporcionando informacion
del tamafio esperado de los fragmentos a visualizar, tras la digestion enzimatica, al igual
que en las corridas electroforéticas de productos de PCR, se utilizo el marcador de peso

molecular de 100 pb, como referencia ante los fragmentos de digestion obtenidos.

La identificacion de los polimorfismos de acuerdo al genotipo, se denominaron bajo la
combinacion alélica respectiva, siendo el *1, la forma silvestre o conservada del gen, *2

la forma polimorfica de subtipo 2 y *3 la forma polimérfica subtipo 3; por lo que un
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genotipo homocigoto silvestre posee la combinacion alélica *1/*1, y los genotipos

heterocigotos polimoérficos de la forma *1/*2 o *1/*3, seglin sea el caso.

2.3.4 Reporte y analisis descriptivo de las frecuencias alélicas y genotipicas en
pacientes epilépticos y voluntarios control

Se realiz6 un analisis descriptivo de la distribucion genotipica en los pacientes epilépticos
y voluntarios control, donde se distingui6 una relacion intergrupal determinada por el sexo
en ambos grupos, mediante la prueba del chi-cuadrado, se identifico las posibles relaciones
entre los genotipos presentes en pacientes epilépticos y voluntarios control, a fin de asignar
una interpretacion estadistica a la presencia o ausencia de cada polimorfismo, para el
analisis, se hallo el Odds Ratio (OR) y se consider6 un intervalo de confianza del 95 %;
bajo el mismo analisis se identificd las frecuencias alélicas y genotipicas consideradas
como un estudio de casos y controles, donde los casos fueron los pacientes con resistencia
al tratamiento y los controles, pacientes con respuesta a su medicacion; finalmente se
realizo el analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg para conocer la relacion entre las

proporciones de los genotipos de cada gen en la poblacion estudiada.
El anélisis estadistico se realiz6 en el programa Microsoft Excel v2013.

2.3.5 Relacion del estado polimorfico de los genes del citocromo P450, CYP2C9*2 y
CYP2C19*2 y *3, con otras poblaciones

Se asocio el estado polimorfico de la poblacion estudiada con reportes de frecuencia alélica
presente en poblaciones de origen turco, marroqui, chino, japonés, espafiol, africano y una
poblacion latina como lo es la mexicana, para poder entender el flujo genético y relacionar

bajo la influencia de cual poblacion se pueden encontrar los resultados obtenidos.
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CAPITULO 111
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 SELECCION Y TOMA DE MUESTRA DE PACIENTES EPILEPTICOS Y
VOLUNTARIOS CONTROL

Los pacientes epilépticos atendidos por consulta externa en la servicio de Neurologia
perteneciente al Hospital Regional Honorio Delgado Espinoza Arequipa, fueron
previamente informados por su médico tratante, el cual llend una Ficha de recoleccion de
datos y seguimiento, (ANEXO 5) donde se especificaron datos clinicos como el tipo de
epilepsia, aflo de diagnostico, y la medicacion que ha venido recibiendo, ademas de
acotaciones pertinentes como consideraciones relacionadas al ultimo encefalograma

realizado y otros diagndsticos y/o tratamientos.

Asi como a los voluntarios control, el muestreo fue realizado a personas mayores de 18
afios, previamente informadas del estudio a través de su firma en un consentimiento libre
informado (ANEXO 6), y en casos especiales de menores de edad con consentimiento de
sus padres o tutores, el documento fue aprobado por el comité de ética del Instituto
Nacional de Ciencias Neurologicas de Lima, proporcionando asi la autorizacion a la toma

de muestra de sangre periférica por venopuncion.

De un total de 80 pacientes epilépticos, se distinguié un 45% para epilepsia tonico-clonica
generalizada, dentro de estas el 11.11 % son secundarias a un traumatismo o accidente
cerebro vascular, y el 5.55 % son de caracter refractario; del total de pacientes epilépticos,
el 12.5 % han desarrollado la enfermedad por causas secundarias, y el 15 % son descritas
como crisis generalizadas, 3.75 % estan identificados como epilepsia refractaria
propiamente dicha, ademas de ello el 3.75 % de pacientes han sido distinguidos por
presentar crisis de ausencia; el 1.25 % se sefala bajo crisis recurrentes, es decir sin
clasificacion o especificacion de un tipo de epilepsia en especifico, el 18.75 % solo sefialan
padecer de la enfermedad desde un afio de diagndstico en especifico, sin ninguna
especificacion o clasificacion en cuanto al tipo de epilepsia o tipo de crisis; ademas de todo

ello el 7.5 % de los pacientes epilépticos, no sefialan afio de diagndstico.
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® Epilepsia Tonico Clénico Generalizada
m Epilepsia Secundaria

B Epilepsia Generalizada

¥ Epilepsia Refractaria

m Crisis de Ausencia

M Crisis epilépticas recurrentes

W Diagnostico de Epilepsia sin especificacion

Figura 9. Descripcion porcentual del estado de Diagnostico de Epilepsia en la poblacion
de estudio

Inicialmente se planed dirigir el estudio clasificando a los pacientes epilépticos bajo el
criterio de farmacorresistentes y farmacorrespondedores, y asi poder comprobar la
influencia del estado polimorfico sobre la respuesta al fAirmaco, sin embargo como se
sefiala en la Figura 9, solo un 3.75% de los pacientes tiene un diagnostico esclarecido y
definido como epilepsia refractaria, es decir que no respondieron a su medicacion, por lo

que tuvieron cambios en la dosis y prescripcion.

Tras el analisis de las fichas de recoleccion de datos, se pudo distinguir que en su mayoria,
los pacientes cambiaron de medicacion a lo largo del tiempo que vienen siendo atendidos,

esto a diversos factores, como su edad, etapa de vida, o condicién econdmica.

Al no contarse con un nimero representativo definido por un diagnéstico propiamente
dicho; el grupo correspondiente a farmacorresistentes se definid con pacientes que
especificaron no haber respondido de manera adecuada a al menos un farmaco a lo largo
del desarrollo de su enfermedad; y el grupo de farmacorrespondedores corresponde a
aquellos pacientes que desde su diagnostico no contemplaron problemas con alguna

medicacion recibida.
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3.2EVALUACION DE ADN GENOMICO EXTRAIDO DE CELULAS
SANGUINEAS

El estudio de la variacion genética entre individuos, poblaciones y especies para explicar
patrones y procesos ecologico-evolutivos se emprende mediante marcadores moleculares,
este es el caso de los polimorfismos de nucledtido tnico que proveen informacion sobre la

variacion alélica y permiten distinguir individuos.

Para el inicio de la aplicacion de técnicas moleculares se procedio a la extraccion de ADN
gendmico de las muestras de sangre periférica tanto en pacientes epilépticos como en
voluntarios control, se sabe que la obtencion exitosa de datos confiables y reproducibles
depende, en gran medida, de la extraccion de ADN integro y puro (53), bajo estas
consideraciones, se ha logrado extraer de manera satisfactoria el ADN gen6mico a partir
de sangre periférica de los pacientes epilépticos y voluntarios control, este procedimiento

se llevd a cabo en duplicado, lo que hace un total de 320 muestras de ADN.

La cuantificacion fluorométrica de ADN gendmico extraido, se obtuvo en promedio 37.86
ng/uL de concentracion, para las muestras de pacientes epilépticos, las lecturas registradas
para cada muestra se detallan en el ANEXO 7, de igual manera para las muestras de

voluntarios control, se obtuvo un promedio de 45.03 ng/uL, sefialado en el ANEXO 8.

La calidad del ADN genomico fue determinada satisfactoriamente por espectrofotometria,
este procedimiento se llevo a cabo para cada muestra obteniéndose, el promedio de la
relacion A260/A280 para los pacientes epilépticos de 1.85, detallado en el ANEXO 9y
para voluntarios control fue de 1.86, senalado en el ANEXO 10, lo que indica que se
obtuvo ADN sin contaminacion o interferentes como proteinas y en perfectas condiciones

para proceder con el analisis molecular.

Las Figuras 10y 11, sefialan de forma referencial las muestras de ADN genomico extraidas
para pacientes epilépticos y voluntarios control, respectivamente, por medio del analisis

electroforético, evidenciando su integridad con una banda definida en el gel de agarosa.
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Figura 10. ADN genomico extraido de Pacientes Epilépticos
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Figura 11. ADN gendmico extraido de Voluntarios Control
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3.3 DETECCION DE LOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES CYP2C9+*2,
CYP2C19*2 Y CYP2C19*3 POR PCR-RFLP
Se logré amplificar la region que comprende el gen CYP2C9 variante alélica 2, mediante
la técnica de PCR, la secuencia amplificada desde el extremo 5’ al 3’ se puede observar
en la Figura 12, asi mismo la posicion sefialada para el posible caso de ser una muestra
polimorfica, esta representada por una letra color verde, distinta a las conferidas para los

nucleédtidos conocidos.

5' CACTGGCTGARAGAGCTAACAGAGGATTTGGTAGGTGTGCATGTGCCTGTTTCAGCA
TCTGTCTTGGGGAT GGGGAGGAT GGAAAACAGAGACTTACAGAGCTCCTCGGGCAGAGC
TTGGCCCATCCACATGGCTGCCCAGTGTCAGCTTCCTCTTTCTTGCCTGGGATCTCCCT
CCTAGTTTCGTTTCTCTTCCTGTTAGGAATTGTTTTCAGCAATGGARAGARATGGAAGG
AGATCCGGCGTTTCTCCCTCATGACGCTGCGGAATTTTGGGAT GGGGAAGAGGAGCATT
GAGGACYGTGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCTTGTGGAGGAGTTGAGAARRACCAAGGE
TGGGTGACCCTACTCCATATCAC3'

Figura 12. Secuencia Amplificada correspondiente al gen CYP2C9*2

Como se senala en las Figuras 13 y 14, el fragmento esperado se sitlia a la altura
correspondiente a 375 pb, este fue constatado a través del codigo de identificacion,
rs=1799853, con que se encuentra en la base de datos NCBI (49) frente al marcador de

peso molecular, tanto en pacientes epilépticos como en voluntarios control.

L E001y E00lz E002s E0025 E003, E003p E004y E004p E005, E005y E006y E006z E007, E00Tg

400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 13. Amplificacion genética del gen CYP2C9*2 en Pacientes Epilépticos
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L C001y CO015C002, CO02g CO03y CO03z CO044 CO04g CO05, CO055 CO06, CO06y (-ADN)

400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 14. Amplificacion genética del gen CYP2C9*2 en Voluntarios Control

De igual manera para el gen CYP2C19 variante alélica 2, como se distingue en la Figura

15 la secuencia amplificada sefiala el posicionamiento del nucleotido susceptible a
variacion.

5" AATTACAACCAGAGCTTGECATATT GTATCTATACCTTTATTARATCCTTTTAATTT
ARTRRRTTATTCTTTTCTCTTAGATAT GCARATARATTTTCCCACTATCATTGATTATTTC
CCRGGAACCCATAACARATTACTTARRAACCTTGCTTTTATGGARACTGATAS

Figura 15. Secuencia Amplificada correspondiente al gen CYP2C19*2

Se logré amplificar la region deseada que corresponde a un fragmento de 168 pb,

rs=4244285 (50), como se sefiala en las Figuras 16 y 17, en pacientes epilépticos y en

voluntarios control respectivamente.

L E0134 E0l3g

E014y EOl4p EO0154 EQ13s E0164 EOl6p EO017y EO017p EQ18, EO018p E0194

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 16. Amplificacion genética del gen CYP2C19%*2 en Pacientes Epilépticos
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L C0334 C033z CO036, CO036g CO374 CO37g CO384 CO038p (€039, C030g (-ADN)

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 17. Amplificacion genética del gen CYP2C19*2 en Voluntarios Control

Finalmente, la amplificacion genética para la variante alélica 3 del gen CYP2C19, también

mostrada en la figura 18, permite distinguir la posicion especifica del punto de variacion.

S ATTCRATGAARACAT CACGEATTGTAAGCACCCCCTGRATC CAGCGTARCEECCARAGTTT
TTTCCTTCCTGAGARAACCACTTACAGTCTTTTTTTCTGEEGAAATCCARARTTCTATATT
EACCRAGCCCTGRAAGTI'

Figura 18. Secuencia Amplificada correspondiente al gen CYP2C19*3

Se muestra asi en las Figuras 19 y 20, tanto en pacientes epilépticos como en voluntarios
control respectivamente, la amplificacion del fragmento deseado a la altura de 132 pb,

rs=4986893 (51), frente al marcador de peso molecular.

L  EO0314 E051y E0324 E032p E0334 E0535 E034,4E034p E053, E033g E0364 E0365 E03T4

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 19. Amplificacion genética del gen CYP2C19*3 en Pacientes Epilépticos
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L C0344 C054g C0354 CO35g CO36, CO36p CO574 CO57g CO384 CO58g CO394 CO3% CO604 CO60g

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 20. Amplificacion genética del gen CYP2C19*3 en Voluntarios Control

Siguiendo con la identificacion de los polimorfismos, se logro digerir los productos de
amplificacion para los tres genes CYP2C9*2, CYP2C19*2 y CYP2C19*3, en pacientes
epilépticos y voluntarios control. Las reacciones fueron realizadas en duplicado esperando

el mismo resultado en su repeticion.

Sau9e6l fue la enzima de restriccion utilizada para la digestion de los fragmentos
amplificados para el gen CYP2C9%*2, esta es una enzima de restriccion tipo 11, y reconoce
la secuencia bicatenaria de la forma 5°’GGNCC3’, escindiendo después de la primera
guanina., la Figura 21 muestra como a través de la restriccion virtual, se puede obtener 3
fragmentos, uno de 177 pb, otro de 119 pb y finalmente uno de 79 pb para un genotipo
homocigoto de tipo silvestre, es decir que no presenta la variacion alélica en la secuencia

amplificada.

Enzymes: Sau961

Length 5' Enzyme 5'Base 3' Emzyme 3'Base Sequence
177 San6l 120 Sau96l 296  GUCCATCCAC ATGGCTGCCC AGTGTCAGUT TCCTCTTTCT TGCCTGGGAT
CTCCCTCCTA GTTTCGTTTC TCTTCCTGTT AGGAATTGTT TTCAGCAATG
GAAAGAAATG GAAGGAGATC CGGCGTTTCT CCCTCATGAC GCTGCGGAAT

TTTGGGATGG GGAAGAGGAG CATTGAG

119 none 1 Saud6l 119  CACTGGCTGA AAGAGCTAAC AGAGGATTTG GTAGGTGTGC ATGTGCCTGT
TTCAGCATCT GTCTTGGGGA TGGGGAGGAT GGAAAACAGA GACTTACAGA
GCTCCTCGGG CAGAGCTTG

79 Sau@6l 297 none 375 GACCGTGTTC AAGAGGAAGC CCGCTGCCTT GTGGAGGAGT TGAGAAAAAC
CAAGGGTGGG TGACCCTACT CCATATCAC

Figura 21. Digestion Virtual del gen CYP2C9*2 con la plataforma en linea
Restriction Mapper. Genotipo homocigoto silvestre
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De igual forma tras una restriccion virtual para un genotipo homocigoto polimorfico,
Figura 22, es decir, en este caso en particular, presenta el cambio de base nucleotidica de
guanina por citosina, originando solo dos fragmentos, uno de 256 pb y otro de 119 pb en
la secuencia amplificada, como se ha observado en la digestion virtual ambos casos
corresponden a genotipos homocigotos, entendiéndose que el individuo posee el mismo
alelo de ambos progenitores, sin embargo es muy comun presenciar un genotipo
heterocigoto, dado que nuestra poblacion es mestiza, en este caso un genotipo heterocigoto
presentard una combinacion de ambos ejemplos de restriccion, siendo asi que al poseer el
alelo silvestre la enzima reconozca dos sitios de corte obteniendo los tres fragmentos
sefnalados, y a su vez al poseer el alelo polimérfico la enzima reconocera un sitio de corte,
por lo que se contara también con los dos fragmentos correspondientes; pero ya que se
obtendran en ambos casos un fragmento correspondiente a 119 pb, este se visualizara como
uno solo en la corrida electroforética, es asi que tras las 4 horas de incubacion a 37 °C se
pudo visualizar las reacciones de digestion de las muestras de pacientes epilépticos, Figura
23, mediante corridas electroforéticas, donde se logré distinguir como polimorficos a los
pacientes epilépticos codificados bajo el rotulo E016, E054, E61 y E64, de los cuales EO16
es el unico de genotipo homocigoto, del mismo modo la Figura 24 sefiala la corrida
electroforética correspondiente a las muestras de los voluntarios control, encontrandose

solo a la muestra EQ78 portadora de la variacion nucleotidica,

Enzymes: Sau961

Length 5'Enzyme 35'Base 3 Enzyme 3'Base Sequence
256 Saud6l 120 none 375 GCCCATCCAC ATGGCTGCCC AGTGTCAGCT TCCTCTTTCT TGCCTGGGAT
CTCCCTCCTA GTTTCGTTTC TCTTCCTGTT AGGAATTGTT TTCAGCAATG
GAAAGAAATG GAAGGAGATC CGGCGTTTCT CCCTCATGAC GCTGCGGAAT
TITGGGATGG GGAAGAGGAG CATTGAGGAC TGTGTTCAAG AGGAAGCCCG
CTGCCTTGTG GAGGAGTTGA GAAAAACCAA GGGTGGGTGA CCCTACTCCA
TATCAC

112 none 1 Sau96l 119 CACTGGCTGA AAGAGCTAAC AGAGGATTTG GTAGGTGTGC ATGTGCCTGT
TTCAGCATCT GTCTTGGGGA TGGGGAGGAT GGAAAACAGA GACTTACAGA
GCTCCTCGGG CAGAGCTTG

Figura 22. Digestion Virtual del gen CYP2C9*2 con la plataforma en linea
Restriction Mapper. Genotipo homocigoto polimoérfico
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Figura 23. Digestion enzimatica para el gen CYP2C9*2 en Pacientes Epilépticos
A. Muestra E016 con genotipo homocigoto polimoérfico. B. Muestras E046 a E049 con genotipos
homocigotos silvestres. C. Muestra E054 con genotipo heterocigoto polimoérfico. D. Muestras
E061 y E064 con genotipo heterocigoto polimoérfico

030, C0305 CO313 CO31s CO32:C0325 CADN) p

€010, CO105 CO11, CO1ly CO12, CO12y CO134 COI3g COL4,
A 8 4 C012y A A

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

L C076, COT6g COT7,COTT5COTE,COT8y COT9,CO795C080,C0805 COd5p CO4da COddg CO434 CO45p CD464 CDd6p CO0475 CO04Tp

m”-

Figura 24. Digestion enzimadtica para el gen CYP2C9*2 en Voluntarios Control
A. Muestras C009 a C014 con genotipos homocigotos silvestres. B. Muestras C030 a C032 con
genotipos homocigotos silvestres y en el ultimo carril, control negativo de la reaccion. C. Muestra
C078 con genotipo heterocigoto polimorfico. D. Muestras C043 a C047 con genotipos
homocigotos silvestres.
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De igual manera para la digestion del gen CYP2C19*2, se realiz6 una incubacion de 4
horas con la enzima de restriccion Smal, a 30 °C, esta también es una enzima tipo II, que
facilita la separacion endonucleolitica del ADN para proporcionar fragmentos bicatenarios
especificos con extremos fosfato terminales 5', al reconocer la secuencia bicatenaria de la

forma 5’CCCGGG3’, escindiendo después de la tercera citocina.

El sitio de reconocimiento indica a través de la digestion virtual, Figura 25, que en un
genotipo homocigoto silvestre, se obtendran dos fragementos de 118 y 50 pb, es decir la
enzima trabajara solo sobre los fragmentos de amplificacion que no contengan la variante
nucleotidica, siendo asi que al poseerla se observa una banda correspondiente a 168 pb que

es el mismo amplicon, que no ha sido digerido.

Enzymes: Smal

Length 5'Enzyme 35'Base 3'Enzyme 3'Base Sequence

118 none 1 Smal 118 AATTACAACC AGAGCTTGGC ATATTGTATC TATACCTTTA TTAAATGCTT
TTAATTTAAT AAATTATTGT TTTCTCTTAG ATATGCAATA ATTTTCCCAC

TATCATTGAT TATTTCCC

50 Smal 119 none 168  GGGAACCCAT AACAAATTAC TTAAAAACCT TGCTTTTATG GAAAGTGATA

Figura 25. Digestion Virtual del gen CYP2C19*2 con la plataforma en linea
Restriction Mapper. Genotipo homocigoto silvestre

Como se menciond anteriormente, en casos donde se presenta un genotipo heterocigoto,
se observa tres fragmentos, dos correspondiente al alelo que ha sido identificado como
silvestre o conservado y por consecuente digerido y un tercero perteneciente al alelo con

la variante nucleotidica, que no ha sido digerido.

Las Figuras 26 y 27 sefialan los resultados obtenidos para la digestion de muestras en

pacientes epilépticos y voluntarios control respectivamente.

Para los primeros, se distinguio a las muestras rotuladas bajo el codigo E014, E018, E025,
E034, E036, E038, E040, E041, E053 y E063 como polimérficas, de las cuales E014,
E018, E025 y E053 son de genotipo homocigoto, y las restantes heterocigotas.

En cuanto a los voluntarios control los que presentaron el polimorfismo caracterizado en
este caso por el cambio de nucleotido de guanina por adenina fueron las muestras rotuladas
bajo el codigo C003, C025, C028, C030, CO31, C036, C044, C048, CO71 y CO75, de los

cuales solo E031 presenta un genotipo homocigoto.
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L E050, E050z EO51, EO5lz EO031, EO052z E053, EO0533

Figura 26. Digestion enzimatica para el gen CYP2C19*2 en Pacientes Epilépticos
A. Muestras E036 y E038 con genotipos heterocigotos polimorficos. B. Muestra E018 con
genotipo homocigoto polimoérfico. C. Muestras E040 y E041 con genotipos heterocigotos
polimérficos. D. Muestras E050 a E052 con genotipo homocigoto silvestre y muestra E053 con
genotipo homocigoto polimoérfico.

L C001,C00l5 C002, C0025 €003, CO033 B
L C012,C0125 C013,C0135 CO14; COl45 CO15, CO155 CO16,C0165 -

300 pb

100 pb

"L C026;5 €027, CO275 CO28, CO285 C029, C0295 CO30, CO305

ML

Figura 27. Digestion enzimatica para el gen CYP2C19*2 en Voluntarios Control
A. Muestra C003 con genotipo heterocigoto polimérfico. B. Muestras C012 a C016 con genotipos
homocigotos silvestres. C. Muestras C028 y C030 con genotipos heterocigotos polimoérficos. D.
Muestra C031 con genotipo homocigoto polimérfico.
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Finalmente, la digestion realizada para el gen CYP2C19%*3, llevada a cabo con la enzima
de restriccion tipo II, BamHI, tras 4 horas de incubacion a 37 °C, permite procesar los
fragmentos de amplificacion a través del reconocimiento de la secuencia S’GGATCC3’ en
la cadena bicatenaria del amplicon, provocando la escision endonucleotidica esperada,

después deonando fragmentos bicatenarios especificos con extremo terminal

A través de la digestion virtual como se ve en la Figura 28, un genotipo homocigoto
silvestre, proporcionara dos fragmentos, uno de 96 pb y otro de 36 pb, al igual que Smal,
la enzima trabajard solo sobre los fragmentos de amplificacion que no contengan la
variante nucleotidica, por lo contrario al poseerla se observa una banda correspondiente a

132 pb, correspondiente al amplicon no digerido.

Enzymes: BamHI

Length 5'Enzyme 5'Base 3'Enzyme 3'Base Sequence

96 BamHI 37 none 132 GATCCAGGTA AGGCCAAGTT TTTTGCTTCC TGAGAAACCA CTTACAGTCT

TTTTTTCTGG GAAATCCAAA ATTCTATATT GACCAAGCCC TGAAGT

36 none 1 BamHI 36 ATTGAATGAA AACATCAGGA TTGTAAGCAC CCCCTG

Figura 28. Digestion Virtual del gen CYP2C19*3 con la plataforma en linea Restriction
Mapper. Genotipo homocigoto silvestre.

Para los genotipos heterocigotos, se observa tres fragmentos, dos correspondiente al alelo
que ha sido identificado como conservado y por consecuente digerido y un tercero

perteneciente al alelo con la variante nucleotidica que no ha sido digerido.

La Figura 29 sefiala resultados obtenidos para la digestion de muestras en pacientes
epilépticos, de su procesamiento se distinguio a las muestras codificadas E037 a la E050
como heterocigotas polimorficas; no hubo ningtin paciente epiléptico con un genotipo

homocigoto polimoérfico.

En cuanto a los voluntarios control los que presentaron el polimorfismo caracterizado
también en por el cambio de nucledtido de guanina por adenina fueron las muestras
rotuladas bajo el codigo C001, C002, C003, C025, C027, C029, C059, C060, CO79 y
C080, que de igual presentan un genotipo homocigoto polimoérfico, como se indica en la

Figura 30.
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Figura 29. Digestion enzimatica para el gen CYP2C19*3 en Pacientes Epilépticos
A. Muestras E021 a E025 con genotipos homocigotos silvestres. B. Muestras E041 a E046 con
genotipos heterocigotos polimorficos. C. Muestras E046 a E050 con genotipos heterocigotos
polimorficos y control negativo de reaccion en el ultimo carril. D. Muestras E061 a E065 con
genotipos homocigotos silvestres.
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Figura 30. Digestion enzimatica para el gen CYP2C19*3 en Voluntarios Control
A. Muestras C013 a C017 con genotipos homocigotos silvestres. B. Muestra C025 con genotipo
heterocigotos polimorficos. C. Muestras E059 y E060 con genotipos heterocigotos polimorficos.
D. Muestras C074 a C078 con genotipos homocigotos silvestres.
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Tras la evaluacion electroforética de los fragmentos de digestion enzimatica, se realizoé un
recuento total de los genotipos de cada gen, en pacientes epilépticos y voluntarios control,

logrando distinguir la distribucion sefialada en la Figura 31.
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Figura 31.Distribucion genotipica de Pacientes epilépticos frente a Voluntarios
Control

Como se puede observar para el gen CYP2C9*2 hay una mayor incidencia de presentar el
genotipo homocigoto silvestre, también denominado bajo la forma *1/*1, siendo 79
individuos los que corresponden a un 98.8% del total de controles, en comparacion a un
95% perteneciente a 76 pacientes epilépticos; por lo que esta diferencia se refleja en la
presencia de genotipo heterocigoto polimoérfico, *1/*2 y homocigoto polimorfico, *2/*2
de pacientes epilépticos, haciéndose frente un 3.75 % correspondiente a pacientes
epilépticos a un 1.25% observado en voluntarios control. Ademas de ello, se distingue la
ausencia de genotipo homocigoto polimoérfico, *2/*2 en voluntarios control, y un 1.25%

para pacientes epilépticos.

El gen CYP2C19 subtipo 2, con el genotipo homocigoto silvestre *1/*1 se ve en igual
ocurrencia en pacientes epilépticos y voluntarios control; ambos con un recuento de 70
individuos en sus respectivos grupos lo que los hace expresarse bajo un 87.5%, para los
dos casos; sin embargo los individuos restantes se distribuyen de desigual forma entre los
genotipos heterocigotos polimérficos *1/*2, siendo estos mayores en voluntarios control,
con un 11.3%, y los homocigotos polimdrficos *2/*2, con mayor incidencia en pacientes

epilépticos representado por un 7.5 % frente a un 1.25% de voluntarios control.
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Por ultimo en lo que respecta al genotipo homocigoto silvestre *1/*3 del gen CYP2C19
subtipo 3 se manifiesta en mayor nimero en los voluntarios control, representado por 69
individuos, por lo que el genotipo heterocigoto *1/*3 es mas frecuente para pacientes
epilépticos, observandose 14 casos, siendo un 17.5% del total de pacientes epilépticos,
frente a 11 casos en el grupo de voluntarios control, correspondiente a un 13.8% de su
total, por otro lado el genotipo homocigoto polimorfico *3/*3 no fue identificado en

ninguno de los grupos.

3.4 REPORTE Y ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS
Y GENOTIPICAS EN PACIENTES EPILEPTICOS Y VOLUNTARIOS
CONTROL

En busqueda de describir demograficamente la poblacion estudiada se pudo distinguir, de
los 80 pacientes epilépticos, el 50 % son mujeres y el 50 % son hombres, con una edad
minima en este grupo de 15 anos y una maxima de 86 afios. Del mismo modo de los 80
voluntarios control, el 56.3% son hombres y el 43.8% son mujeres, el grupo presenta una

edad minima de 18 afios y una maxima de 64 afios.

Tabla 6. Descripcion demografica de la poblacion analizada

Pacientes Epilépticos V(():lgﬁsgllos

N % N ¥
Mujeres 40 50 33 po-3
Hombres 40 30 - 8

Minimo Maximo Minimo Maximo
Edad 15 86 18 64

La descripcion estadistica de un polimorfismo radica, primeramente, en estimar la
prevalencia en la poblacion de cada alelo y de cada genotipo posible, lo que se traduce a
estimar las frecuencias alélicas y genotipicas, respectivamente. Las frecuencias
genotipicas, por tanto, se consideran directamente calculando la proporcion de individuos
con cada genotipo. Para evaluar las frecuencias alélicas, se duplica la muestra tomando
como unidad de observacion el cromosoma (cada individuo contribuye con 2 cromosomas)

y se calcula la proporcion de cada alelo (54).
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A fin de establecer un soporte y poder conocer la magnitud de la presencia o no de un
determinado polimorfismo sobre la poblacion, es que se recurre a procesar las frecuencias
como variables cuantitativas y asi poder saber el impacto que representa, a continuacion
la Tabla 7, permite distinguir diferencias entre las frecuencias genotipicas, bajo la division
intergrupal de la variable categorica de sexo. Se identifico las frecuencias genotipicas y
alélicas para el gen CYP2C9*2, los genotipos encontrados fueron establecidos en los
pacientes epilépticos y voluntarios control, distinguiendo frecuencias intergrupales, entre
hombres y mujeres de cada grupo, asi como un total, cabe destacar que para un genotipo
homocigoto silvestre, *1/*1 se ha encontrado mayor frecuencia en hombres que en
mujeres, desarrollando el polimorfismo solo mujeres, y esto se manifiesta tanto en
pacientes epilépticos como en voluntarios control, asi mismo la incidencia sobre un
genotipo heterocigoto polimorfico, *1/*2, es mayor en mujeres epilépticas, 3.75%, frente
a las pertenecientes a los voluntarios control, 2.86%, y el genotipo homocigoto
polimorfico, *2/*2 con un 1.25%, inicamente presente en mujeres del grupo de pacientes
epilépticos, valga la aclaracion, no se puede referir a esta incidencia del polimorfismo
genético del CYP2C9*2 en mujeres como un caso de segregacion ligada al sexo, ya que
dicho gen se encuentra en un cromosoma autosémico, sin embargo las perturbaciones de
un solo gen presentan varias formas basicas de transmision genética; como lo son
autosémica dominante, autosdmica recesiva, y la transmision genética mitocondrial; la
cual afecta tanto a hombres como a mujeres, pero solo se verian afectadas a la transmision
las mujeres, porque las mitocondrias de todo individuo provienen de sus madres; este tipo
de segregacion puede aparecer en todas las generaciones. (55), siendo este un posible caso
de este tipo de segregacion, de igual manera bajo el criterio de disposicion intergrupal por
sexo, se diferencio las frecuencias genotipicas entre hombres y mujeres para el gen
CYP2C19 subtipo 2; si bien para el genotipo homocigoto silvestre *1/*1, se ha observado
valores proximos entre pacientes epilépticos y voluntarios control, con un 90% frente a un
91.1% para hombres con epilepsia y hombres control, respectivamente, y un 85% a un
82.9% en mujeres con epilepsia, la distribucion dentro de lo que respecta a hombres y
mujeres no es muy lejana, siendo esta variacion aparentemente similar en genotipos *1/*1
y *1/*2, sin embargo en este ultimo se identificd una mayor incidencia en mujeres control
con un 17.14% y la presencia del genotipo homocigoto polimodrfico *2/*2, fue observada
en un 2.5% en hombres con epilepsia, frente 2.22% de hombres control, a su vez las
mujeres control no presentaron el genotipo nombrado, el cual si se manifestd en mujeres

epilépticas en un 7.5 %, finalmente, en lo que respecta al gen CYP2C19 subtipo 3, se
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presenta ausencia del genotipo homocigoto polimérfico *3/*3 tanto en pacientes
epilépticos como en voluntarios control, por lo que la distribucién entre el genotipo
homocigoto silvestre *1/*1 y heterocigoto polimorfico, *1/*3, se aprecia sin mucha
diferencia entre hombres y mujeres de cada grupo, rescatando salvo el 15% para hombres
con epilepsia, frente a un 6.67% de hombres control en el genotipo heterocigoto
polimorfico *1/*3.

Tabla 7. Descripcion de la distribucion genotipica por sexo para los genes CYP2C9*2,
CYP2C19*2 y CYP2C19*3 en pacientes epilépticos y voluntarios control

Pacientes epilépticos Voluntarios control
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
CYP2C9*2 N % N % N % N Y%
*1/1  CC 40 100 36 90 45 100 34 97.1
*1/%2 CT 0 0 3 375 0 0 1 2.86
*2/%2 TT 0 0 1 1.25 0 0 0 0
40 100 40 100 45 100 35 100
CYP2C19*2
*1/1 GG 36 90 34 85 41 LR 82.9
*1/¥2 GA 3 S 3 "ood 3 6.67 6 17.14
*2/%2  AA 1 2.5 3 o) 1 222 0 0
40 100 40 100 45 100 35 100
CYP2C19*3
*1/1 GG 34 85 32 80 42 933 27 77.14
*1/3  GA 6 15 8 20 3 6.67 8 22.85
*3/%3  AA 0 0 0 0 0 0 0 0
40 100 40 100 45 100 35 100

En la poblacion de estudio, ninguno de los individuos fue homocigoto para el
polimorfismo CYP2C19*3, los genotipos y las frecuencias alélicas de CYP2C9*2,
CYP2C19*2 y CYP2C19%*3, no difirieren significativamente en los pacientes epilépticos
en comparacion con los voluntarios control, como se muestra en la Tabla 8; considerando
un valor P de significancia del 0.05 y contemplando el valor OR como la razon que
relaciona el riesgo del evento entre los grupos propuestos (56); siendo asi que se pudo
identificar a la presencia de las variantes genotipicas y alélicas como factores de riesgo no
significativo, sin embargo CYP2C19*2, con el genotipo heterocigoto polimorfico™1/*2,
sugeriria su presencia como un factor protector a pesar de ello, no es significativo (OR =

0.64, IC 95% 0.22-1.89, P = 0.42).
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Tabla 8. Analisis de frecuencia genotipica y alélica en Pacientes Epilépticos y
Voluntarios Control

Pacientes Voluntarios  Nivel de o
Genotipo epilépticos control  Significancia ORI(C9)5 %
N=80 (%) N=80 (%) P

CYP2C9*2
*1/%] CC 76 (95.0) 79 (98.8)
*1] /%) CT 3(3.9) 1(1.3) 0.33 0 3:1)’-(?))(23 24)

3.04
*2/%2 T 1(13) 0(0.0) 059 (0.12-75.70)
Frecuencia*1 0.97 0.99
Frecuencia *2 0.03 0.01 0.34 © 3:1)’_(38 95)
CYP2C19*2
*1/%1 GG 70 (87.5) 70 (87.5)
*1/%2 GA  6(1.9) 9(11.3) s 0 z%.614 89)
4.16

%0/ AA  4(5.0) 1(1.3) 024 (0.45-38.05)
Frecuencia *1 0.91 0.93
Frecuencia *2 0.09 0.07 0.60 © 417.-331 68)
CYP2C19*3
*1/%1 GG 66 (82.5) 69 (86.3)
*1 /%3 GA 14 (17.5) 11 (13.8) 0.51 0 516.:7,3314)
#3/%3 AA 0(0.0) 0(0.0)
Frecuencia *1 0.91 0.93
Frecuencia *3 0.09 0.07 0.60 © 417.-331 68)

Lakhan et al (3), realizo el analisis de los mismos polimorfismos genéticos del CYP2C9 y
CYP2C19, observando también el efecto protector de la variante genética de CYP2C9*2,
sugiriendo que los fenotipos polimorficos asociados a metabolizadores lentos (ML), en
pacientes epilépticos, impedirian desarrollar resistencia a variados farmacos, como se
muestra en la Tabla 9, este efecto también fue observado en genotipos de pacientes
epilépticos clasificados con resistencia frente a respondedores, CYP2C9 *1/*2, (OR =
0.67, IC 95% 0.06-7.67, P = 0.75), CYP2C19 *2/*2, (OR = 0.43, IC 95% 0.043-4.37,P =
0.48) y CYP2C19 *1/*3, (OR =0.7,1C 95% 0.21-2.35, P =0.57), , sin embargo los valores
obtenidos no fueron significativos. En CYP2C19, se identifico también el efecto protector

asociado al riesgo de presentar las variantes alélicas *2 y *3, (OR = 0.68, IC 95% 0.25-
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1.86, P = 0.45); aunque no se presentd asociacion significativa, probablemente no se
descarta de encontrar significancia en la relacién genotipica y alélica en CYP2C9 y
CYP2C19, en una muestra poblacional mayor.

Tabla 9. Analisis de frecuencia genotipica y alélica en Pacientes Epilépticos
Farmacorresistentes y Farmacorrespondedores

Farmacorresistente ~ Farmacorrespondedor (. l:lllivffclaiecia Odds Ratio
N=34 (%) N=46 (%) S (OR)
CYP2C9*2
*1/%1 32 (94.1) 44 (95.7)
0.67
X1 /%
1/%2 1(2.9) 2(43) 0.75 (0.06-7.67)
4.16
X /% .
2/%2 1(29) 0(0.0) 0.37 (0.16-105.4)
) 0.04 0.02 : (0.37-11.41)
CYP2C19*2
*] /%] 30 (88.2) 40 (86.6)
1.39
X1 /%
1/%2 3 (8.8) 3(6.5) 0.7 (0.26-7.33)
0.43
* /%
2/%2 1(2.9) 3(6.5) 048 (0.043-4.37)
*] 0.93 0.9 0.45 0.68
% 0.07 0.1 ‘ (0.25-1.86)
CYP2C19*3
*1 /%] 29 (85.3) 37 (80.4)
0.7
*1 /%
1/%3 5(14.7) 9 (19.6) . (0.21-2.35)
*3 /%3 0(0.0) 0 (0.0)
*] 0.93 0.9 045 0.68
- 0.07 N : (0.25-1.86)

Existen varios otros factores que influyen en la capacidad de respuesta al tratamiento del
FAE recientemente administrado y dependen en gran medida del historial de tratamiento
pasado, estos factores puenden ser el tipo de epilepsia, la duracion de las convulsiones y
el numero de ataques previos al inicio de la terapia farmacoldgica, también pueden ser
responsables de las diferencias en la capacidad de respuesta del farmaco. La resistencia a
los medicamentos es un fenotipo complejo que resulta de la contribuciéon de numerosos
genes, ademds de las enzimas metabolizadoras de farmacos, las diferencias en los
transportadores de los mismos, como barreras intestinales y hematoencefalicas; asi como

la expresion del gen MDR1 (ABCB1) y MRP2 también influye en la disposicion de
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farmacos como carbamazepina y fenitoina y se puede asi explicar la variabilidad de

farmacocinética interindividual (57).

Un genotipo homocigoto silvestre, se asocia a un fenotipo ME, es decir un metabolizador
eficiente, un genotipo heterocigoto polimorfico, se vincula a un fenotipo denominado M,
metabolizador intermedio, y un genotipo homocigoto polimoérfico, se interpreta como un
fenotipo ML, metabolizador lento, bajo este enunciado se pretenderia establecer que la
respuesta al farmaco se veria afectada en caso de presentarse determinada variacion
polimérfica, sin embargo, esto podria ser reforzado con la cuantificacion del farmaco en
plasma, asi mismo siguiendo la distribucion de frecuencia de los genotipos observados en
la poblacion control, se sefiala que los relacionados a los voluntarios control, cumplen con
el equilibrio de Hardy Weinberg, al presentar un valor de X>=0 que corresponde a una p de
1 para CYP2C9*2, X?=1.18 que corresponde a una p de 0.2774 en CYP2C19*2, y X?=0.44
que corresponde a una p de 0.5071 para CYP2C19*3, sin embargo, cuando se someti6 a
los pacientes epilépticos al equilibrio de Hardy Weinberg, X?>=11.59 present un valor que
corresponde a una p de 0.0007 para CYP2C9*2, y en CYP2C19*2 se obtuvo un X>=22.5
que corresponde a una p de 0.0001, por lo que se distingue claramente que los genotipos
de ambos genes se encontraron en un margen de desequilibrio significativo, por otro lado
CYP2C19*3 presenté un X?=0.74 que corresponde a una p de 0.3897, siendo este el unico
gen con genotipos en equilibrio, la ley de Hardy-Weinberg establece que en una poblacion
suficientemente grande, en la que los apareamientos se producen al azar y que no se
encuentra sometida a mutacion, seleccion o migracion, las frecuencias génicas y genotipcas
se mantienen constantes de una generacion a otra, una vez alcanzado un estado de equilibrio
en el loci autosdmicos tras una generacion, es por ello que se debe realizar el equilibrio
primeramente en los controles del estudio (58), se dice que una poblacion esta
en equilibrio cuando los alelos de los sistemas polimorficos mantienen su frecuencia en la
poblacion a través de las generaciones. Para lograr el equilibrio genético, este deberia
cumplir condiciones como, una poblacion infinitamente grande que provenga de
apareamientos al azar, sin seleccion, es decir, cada genotipo bajo consideracion debe haber
podido sobrevivir tan bien como cualquier otro siendo posible que este se refleje en la
progenie, y finalmente no debe existir flujo génico, es decir, debe tratarse de una poblacion
cerrada donde no haya inmigracion ni emigracion, sin embargo, estas consideraciones son
ideales y en un escenario real se pueden observar fluctuaciones aleatorias en las frecuencias

génicas dado el tamafo finito de la poblacion estudiada, este es considerado como un error
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de muestreo intergeneracional conocido como deriva génica. Asi mismo dentro de las
consideraciones de seleccion, nuestra poblacion y en general la realidad de cruzamiento se
puede definir como exogamica, y esto va de la mano con la migracion de la que hemos sido
participes, dando lugar a la introduccion de nuevas variedades génicas en la poblacion, a
pesar de estas consideraciones la mayoria de los genes se comportan dentro de limites
estadisticamente aceptables con las condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg, este es
un enunciado tedrico, representando una situacion estatica en la que la estructura génica de
una poblacion no cambia, por lo que al presentar las caracteristicas de una poblacion fuera
del equilibrio, su no cumplimiento implicaria la accion de fuerzas evolutivas en dicha

poblacion.

3.5 RELACION DEL ESTADO POLIMORFICO DE LOS GENES DEL
CITOCROMO P450, CYP2C9*2 Y CYP2C19*2 Y *3 CON OTRAS
POBLACIONES

Las frecuencias alélicas de los genes estudiados, fueron comparadas con las de otras
poblaciones, como lo sefiala la Tabla 10, con fines descriptivos demograficos, asociando

asi su presencia a la influencia de poblaciones representativas reportadas.

Tabla 10. Comparacion de las frecuencias alélicas de CYP2C9 y CYP2C19 en distintas

poblaciones.
Poblacion CYP2C9 CYP2C19 Referencia
Mexicana 0.95 0.04 0.82 0.09 0.0 (59)
Turca 0.79 010  0.88 0.12 0.004 (60)
Marroqui 0.91 0.09 0.88 0.11 0.0 (61)
China 0.98 0.0 0.66 0.28 0.04 (62)
Japonesa 0.98 0.0 0.54 0.35 0.11 (63)
Espafiola 0.86 0.13 0.86 0.12 0.003 (64)
Africana 0.94 0.06 0.84 0.16 0.04 (65)
Poblacion
estudiada 0.98 0.02 0.92 0.08 0.08

Se pudo distinguir que la frecuencia asociada a CYP2C9*1 en la poblacion en estudio, es
la misma que la reportada en la poblacion china y japonesa, y guarda cercana relacion con

la mexicana, por otro lado el alelo polimérfico, CYP2C9*2, no se ha presentado en
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asiaticos, y nuestra poblacion exhibe valores menores al presente en mexicanos,

marroquies e incluso africanos, con frecuencias de 0.04, 0.09 y 0.06 respectivamente.

El alelo silvestre CYP2C19*1 en nuestra poblacion esta por encima de la frecuencia de
todas las poblaciones sefialadas en la Taba 10, y su variante polimorfica CYP2C19%*2, es
proxima a la reportada en mexicanos 0.09. Finalmente, la frecuencia para el alelo silvestre

del gen CYP2C19*3 es menor pero cercana a la reportada en japoneses.

Existen diferencias importantes entre los principales grupos étnicos, en este sentido,
CYP2C9 * 2, ha sido detectado con mayor frecuencia en espafioles (13%) que en africanos
(6%) o poblaciones asiaticas, hasta tal punto que, la variante alélica *2 de CYP2C9, no se
ha encontrado en diferentes grupos de Asia oriental (62). Un perfil interétnico similar se
muestra a través de la comparacion de la prevalencia de CYP2C19 * 3 entre las
poblaciones contribuyendo con una predominancia de la presencia de esta variante en la
poblacion japonesa; por el contrario, CYP2C19 * 2, es el alelo con una frecuencia
relativamente alta entre las poblaciones mencionadas lo que los autores sefialan como una
caracteristica genotipica de los diferentes grupos étnicos, que indica que esta mutacion es
relativamente antigua y ocurridé antes de la diferenciacion de los tres grandes grupos
raciales, conocidos como negros, asiaticos y caucasicos (64), esto refuerza el valor de 0.09
y 0.08 correspondientes a las frecuencias de la poblacion mexicana y la estudiada
respectivamente, que al ser regiones principalmente mestizas, con un flujo cultural notable

poseen una frecuencia alélica para CYP2C19*2 considerablemente baja.

Las variaciones alélicas observadas como proximas entre las poblaciones sefialadas

evidencian el flujo genético y desarrollo evolutivo.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. Se identifico los Polimorfismos de Nucledtido Unico (SNP’s), del citocromo P450,
correspondiente a los genes CYP2C9*2, CYP2C19*2 y CYP2C19*3 en pacientes
epilépticos.

2. Elmétodo de extraccion por columnas en fase solida, permiti6 una adecuada extraccion
del material genético, reflejandose en los resultados de cantidad y calidad; siendo estos
de 37.86 ng/uL. de ADN genomico en promedio, para las muestras de pacientes
epilépticos, y un promedio de 45.03 ng/uL para las muestras de voluntarios control, en
cuanto a la calidad, evaluada por espectrofotometria, con la relacion A260:A280 nm,
se obtuvo para los pacientes epilépticos una relacion promedio de 1.85, y para
voluntarios control el promedio de esta misma relacion fue de 1.86, ademas de bandas
integras tras la evaluacion electroforética.

3. Se logroé la deteccion de los polimorfismos en los genes CYP2C9*2, CYP2C19*2 y
CYP2C19%*3, identificando los genotipos posibles en cada uno de ellos, a través de la
técnica de PCR-RFLP, mediante la amplificacion de sus regiones correspondientes; por
lo que tras el analisis electroforético, CYP2C9*2, se visualizd como una banda de 375
pb, que tras incubacion con la enzima de restriccion Sau96l proporcioné fragmentos de
177, 119y 79 pb para un genotipo homocigoto silvestre, y fragmentos de 119 y 256 pb
en un genotipo homocigoto polimorfico, a su vez CYP2C19*2 tras amplificacion,
proporcioné un fragmento de 168 pb, que digerido con la enzima Smal, dio lugar a
fragmentos de 118 y 50 pb para un genotipo homocigoto silvestre, y por ultimo, la
amplificaciéon de CYP2C19*3, con un fragmento correspondiente a 132 pb, digerido
con la enzima de restriccion BamHI, se obtuvo fragmentos de 96 y 36 pb, para genotipos
homocigotos silvestres, ademas tanto CYP2C19*2 y *3, no presentan sitio de
restriccion para sus respectivas enzimas en genotipos polimorficos. El analisis no
manifestd diferencia significativa entre los pacientes epilépticos y voluntarios control
con respecto a la presencia de las variantes polimorficas en los genotipos CYP2C9*2,
CYP2C19*2 y CYP2C19*3, por su parte, el genotipo heterocigoto CYP2C19*2 sugirid
un efecto protector no significativo para los pacientes epilépticos frente a los
voluntarios control, por otro lado dentro del grupo de pacientes epilépticos no se

presentd diferencia significativa entre los pacientes epilépticos farmacorresistentes y
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farmacorrespondedores, con respecto a la presencia de las variantes polimorficas en los
genotipos pertenecientes a CYP2C9*2, CYP2C19*2 y CYP2C19%*3, siendo asi que los
genotipos, homocigoto CYP2C19*2 y heterocigoto CYPC219*3, sugirieron un efecto
protector no significativo en los pacientes epilépticos farmacorresistentes frente a
farmacorrespondedores

4. Elreporte de las frecuencias alélicas en la poblacion estudiada hace referencia a un 97
% para el alelo silvestre en CYP2C9*2 en pacientes epilépticos, asi mismo se reportd
un 3% para el alelo polimoérfico de dicho gen, de igual manera para CYP2C19*2 se
distinguié un 91 % en referencia al alelo silvestre y un 9 % en relacion al alelo
polimérfico, finalmente para CYP2C19*3 se reporté un 9% de frecuencia para el alelo
polimorfico, esta incidencia frente a la observada en voluntarios control, no sefald
diferencia significativa, por su parte las frecuencias alélicas de CYP2C19*2 y
CYP2C19%*3 presentaron un efecto protector no significativo entre pacientes epilépticos
farmacorresistentes frente a farmacorrespondedores, asi mismo el reporte de las
frecuencias genotipicas en la poblacion estudiada hace referencia a un 95 % para el
genotipo homocigoto silvestre, 3.8 % relacionado al genotipo heterocigoto polimoérfico
y 1.3% para el genotipo homocigoto polimorfico del gen CYP2C9*2; para el
CYP2C19*2 se reporté una frecuencia del 87.5 % para el genotipo homocigoto
silvestre, 7.5 % para el genotipo heterocigoto polimorfico y 5% para el genotipo
homocigoto polimdrfico, finalmente se observo la incidencia del 82.5 % del genotipo
homocigoto silvestre, 17.5 % del genotipo heterocigoto polimorfico, y 0 % del genotipo
homocigoto polimérfico en el gen CYP2C19*3; las distribuciones de frecuencias de
genotipo observadas en los voluntarios control, no mostraron una desviacion
significativa del equilibrio Hardy Weinberg., mientras que las distribuciones de
frecuencias de genotipo observadas en los pacientes epilépticos, mostraron una
desviacion significativa de este.

5. Las frecuencias alélicas observadas en nuestra poblacion con respecto a reportes en
poblaciones mexicanas, turcas, marroquies, chinas, japonesas, espafiolas y africanas,
sugieren encontrarse proximas con las frecuencias reportadas para poblaciones asiaticas
(chinas y japonesas), respecto al gen CYP2C9*2 y CYP2C19*3 y mexicanas para el
gen CYP2C19*2. lo que se interpreta como un flujo genético y desarrollo evolutivo

para nuestra poblacion influenciado por estas poblaciones.
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Es pertinente y complementario al estudio, realizar un dosaje en suero, de los farmacos
antiepilépticos que en general consumen los pacientes epilépticos, para asi lograr
establecer y esclarecer la relacion de la presencia del polimorfismo sobre un fenotipo
determinado.

2. Los objetivos farmacologicos han sugerido que la clase principal de genes responsables
de la capacidad de respuesta de los farmacos que incluyen, pero no se limitan a, canales
de sodio, canales de calcio, canales de potasio y receptores de GABA, por lo tanto, el
efecto genético general de estos genes puede tener un papel importante en la
determinacion de la respuesta del farmaco en lugar del efecto de un solo gen y sus

polimorfismos genéticos.

3. Las frecuencias genotipicas observadas se desvian en forma significativa en el
equilibrio de Hardy Weinberg, sugiriendo eventos significativos a nivel de fuerzas

evolutivas, lo cual puede ser digno de posteriores estudios.
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7. ANEXOS

ANEXO 1. PROTOCOLO PARA LA OBTENCION DE SANGRE PERIFERICA

[u—

. Invitar al paciente a sentarse.

2. Poner el brazo del paciente sobre la mesa de trabajo, de preferencia apoyandolo en un
pequefio cojin bajo el codo, con la palma de la mano hacia arriba.

3. Colocar la aguja en la jeringa, tocando solo la base de la aguja. Asegurarse que la aguja
y jeringa no estén obstruidas.

4. Aplicar la ligadura en el brazo, por encima del punto ubicado para la extraccion de la

sangre.

Pedir al paciente que abra y cierre la mano varias veces, para favorecer la dilatacion.

Palpar con el dedo indice la vena en que se introducira la aguja.

Desinfectar la piel con algodon embebido en etanol al 70%

® =N W

Colocar la aguja sobre la vena, con el bisel hacia arriba, introducir la aguja en el centro

de la vena, sin dudar.

9. Obtener la sangre jalando el embolo de la jeringa lentamente.

10. Desligar el brazo del voluntario una vez obtenidas las muestras.

11. Antes de retirar la aguja, colocar algodon donde se encuentra sumergida la punta de la
aguja. Retirar la aguja con mucho cuidado.

12. Vaciar la muestra obtenida en tubos que contenga anticoagulante EDTA.

13. Rotular los tubos con el nombre del voluntario, cédigo asignado y fecha de coleccion

de la muestra.
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ANEXO 2. PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE CELULAS
SANGUINEAS

Método empleado: Método de Fase solida con Columnas de Silica.
Kit: Kit innuPREP Blood DNA Mini Kit, analytikjena
Muestra: Sangre periférica (400 uL)

1. Afadir 400 uLde la muestra de sangre entera en un tubo de reaccion de 2ml (Tubo
eppendor)

2. Anadir al tubo de reaccion 400 uL de la solucion de lisis SLS y 30 Ul de proteinasa
Ky mezclar vigorosamente por 10 segundos, con la ayuda del vortex

3. Incubar la muestra a 60°C por 10 minutos.

4. Terminada la incubacion, afiadir al tubo de reaccién 700 uL de la solucién de unién
BL, y mezclar cuidadosamente por pipeteo de 3 a 4 veces

5. Afadir 750 uL de la mezcla a la columna de silica colocada dentro de un tubo de
coleccion, proporcionados por el kit.

6. Centrifugar a 12 000 rpm por 1 minuto

7. Descartar el tubo de coleccion con el filtrado y colocar la columna en un nuevo
tubo de coleccion

8. Anadir la mezcla residual en la columna del tubo de reaccion en la columna y volver
a centrifugar a 12 000 rpm por 1 minuto.

9. Descartar el tubo de coleccion con el filtrado y colocar la columna en un nuevo
tubo de coleccion.

10. Afadir 400 uL de la solucion de lavado C a la columna y centrifugar a 12 000 rpm
por 1 minuto

11. Descartar el tubo de coleccion con el filtrado y colocar la columna en un nuevo
tubo de coleccion.

12. Anadir 600 uL de la solucion de lavado BS y centrifugar a 12 000 rpm por 1 minuto.
Descartar el filtrado y rehusar el tubo de coleccion; afiadir nuevamente 600 uL de
la solucion de lavado BS y volver a centrifugar a 12 000 rpm por 1 minuto.

13. Descartar el tubo de coleccion con el filtrado y colocar la columna en un nuevo

tubo de coleccion.
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14. Centrifugar a méxima velocidad por 3 minutos, para remover todas las trazas de
etanol. Desacartar el tubo de coleccion

15. Colocar la columna en un tubo de elucion, y afiadir 200 uL. del Buffer de elucion,
previamente pre-calentado a 60 °C, e incubar por 2 minutos a temperatura
ambiente.

16. Centrifugar a 12 000 rpm por 1 minuto

17. Desechar la columna, almacenar la muestra a -20°C.
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ANEXO 3. PREPARACION DE ESTANDARES Y LECTURA DE CONTRACION DE
ADN POR FLUOROMETRIA

1. Preparar la solucion de trabajo, en un tubo falcon de 15 ml, diluyendo el reactivo Qubit®
dsDNA BR en una relacion 1: 200, en el Qubit® dsDNA BR Buffer.

2. Preparar el volumen suficiente de la solucion de trabajo para los dos estandares y muestras
que se vallan a cuantificar.

3. Para los estandares, agregar 190 uL de la solucion de trabajo, a dos tubos de PCR

4. Afadir 10 pL del estandar N°1 a uno de los tubos de PCR que contiene la solucion de
trabajo y mezclar con ayuda del vortex de 2 a 3 segundos; del mismo modo preparar el
estandar N°2.

5. Incubar ambos estandares por 2 minutos a temperatura ambiente y proceder a la lectura en
el equipo.

6. Seleccionar en la pantalla del equipo la opcion de DNA, seleccionar dsDNA BR,
seleccionar la opcidn para leer estandares.

7. Insertar el tubo que contiene el estandar n. ° 1 en la cdmara de muestra, cerrar la tapa y
presionar leer

8. Insertar el tubo que contiene el estandar n. © 2 en la camara de muestra, cerrar la tapa y
presionar leer.

9. Agregar 199 uL de la solucion de trabajo a los tubos de PCR que contendran las muestras
a cuantificar.

10. Agregar 1 uL de muestra, mezclar agitando en vortex de 2 a 3 segundos.

11. Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

12. Insertar el tubo que contiene la muestra en el equipo, cerrar la tapa y presionar leer, luego

de obtener la lectura retirar el tubo y proceder de la misma forma con las demas muestras.
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ANEXO 4. PROTOCOLO PARA ANALISIS ELECTROFORETICO

1. Pesar 0.15g de agarosa en 15ml de buffer TAE 1X, para un gel 1%; 0.3 g para un gel
2%y 0.375 para un gel 2.5%.

Mezclar y calentar al microondas la solucion hasta la completa disolucion.

Afadir 2uL de SYBR® safe DNA stain y mezclar.

Colocar la solucion en el molde con el peine para la formaciéon de pozos.

Dejar gelificar a temperatura ambiente.

Colocar el gel en la camara de electroforesis con 300ml de buffer TAE 0,5X.

A o

El gel se coloca de polo negativo a polo positivo para permitir la migracion adecuada

de los 4cidos nucléicos.

8. Colocar en un trozo de papel parafilm 2uL de loading dye buffer INVITROGEN, afiadir
8uL de muestra y homogenizar la mezcla.

9. Cargar la muestra tefiida en el respectivo pozo del gel, cuidadosamente.

10. En el caso de analizar productos de PCR o productos de digestion; cargar el marcador
de peso molecular de 100 pb (Thermo Fisher SCIENTIFIC) en uno de los pozos.

11. Colocar la tapa de la camara de electroforesis con los electrodos insertados en la fuente
de poder.

12. Programar las condiciones de corrida de acuerdo a la muestra que se esté analizando

(voltaje y tiempo de corrida).

13. Visualizar el gel en el transiluminador UV.
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ANEXO 5. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS Y SEGUIMIENTO A PACIENTES

Proyecto de Investigacion: IDENTIFICACION Y EVALUACION DE LOS
POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO UNICO (SNPs) MDR1 Y CYP450 3A4 Y 2C9,
FRENTE A LA RESISTENCIA A FARMACOS ANTIEPILEPTICOS EN PACIENTES

PERUANOS.

II. FILIACION
Nombre:

Edad: Sexo. M F Estado Civil:

II.DATOS CLINICOS
1. Diagnéstico de Epilepsia:

Afio del Diagnéstico:

2. Medicacion Anterior

Medicamento

Dosis
Fecha
3. Medicacidon Actual

Medicamento

Dosis

Fecha

Cumple el Tratamiento SI NO

4. FElectroencefalograma:
Fecha
Resultado NORMAL ANORMAL

5. Otros Diagnosticos y/o Tratamientos:
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6. Observaciones:
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ANEXO 6. CONSENTIMIENTO LIBRE INFORMADO

Version: 04
Vigente desde: 29/12/2017
Pagina1de 4

Laboratorio de Neurocienclas y Blologia Molecular - UCSM

CONSENTIMIENTO LIBRE INFORMADO

Fecha de consentimiento informado: / /

Antes de leer este Consentimiento Libre Informado, por favor LEA DETENIDAMENTE el
documento, asi también Ud. estd en el derecho de consultar con familiares o amigos segin lo
requiera sobre el llenado del documento; REALICE LAS PREGUNTAS NECESARIAS a las
personas que le han proporcionadoe el consentimiento, para poder comprender lo que pretende el
grupo de investigacion, ellos estdn en la OBLIGACION de responder cualquier consulta por parte
de Uds.

1. INFORMACION SOBRE LA INVESTIGACION

Titulo: Identificacion y evaluacion de los Polimorfismos de nucledtido anico (SNPS) MDR1
y CYP450 3A4 y 209, frente a la resistencia a firmacos antiepilépticos en pacientes peruanos.

Institucion de investigacion: Universidad Catolica de Santa Maria de Arequipa.

Investigadores envueltos: Mgtr. Julitza Paredes (Investigador Principal); Dra. Rita Nieto =~
(Co-Investigadora), Dra. Karin Vera (Co-Investigadora), Ing. José Carpio (Co-

Investigadora), José Villanueva PhD. (Coordinador General), Isabel Camargo (Coordinador

Médico).

Comité de Etica: Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) del Instituto
Nacional de Ciencias Neurologicas del Perti (INCN).

Contacto: Dra. Maria Meza Vega, Presidenta del Comité de Ftica del INCN.
Correo Electronico: mariamezavega(@ gmail.com

Jr. Ancash 1271, Barrios Altos, Cercado de Lima.

Teléfono 51 1 4117700,

L L

Evaluacion del riesgo: Minimo
2. INFORMACIONES AL VOLUNTARIO

Descripcion resumida del proyecto: Los posibles cambios en su DNA que se transmiten de
una generacion a otra, se llaman polimorfismos, que ocurren cuando el DNA muta (cambia)
en las células que sc transmiten a los descendientes; algunos polimorfismos estin
involucrados en el desarrollo, susceptibilidad o baja respuesta al tratamiento de una
enfermedad. Este proyecto pretende determinar el polimorfismo de nucledtido tnico (SNPS)
de los genes MDR1 y CYP450 3A4 y CYP450 2C9, que estin relacionados con la resistencia
a fiirmacos prescritos para la epilepsia en pacientes peruanos participantes pre-seleccionados
que participardn en ¢l estudio de investigacion. Para ello serd necesario, la toma de dos tipos
de muestra; sangre total y células bucales; para la determinacidn plasmitica del antiepiléptico
y para la extraccion del DNA.

Importancia del Estudio: El presente estudio pretende dar un mejor tratamiento al paciente
Epiléptico, sugiriendo al médico la cantidad de farmaco necesario para que su organismo lo

]
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asimile y otorgue una mejor respuesta frente a la enfermedad, finalmente dando una adecuada
Calidad de vida.

Procedimientos: Para ser incluido en el estudio usted serd sometido a examenes simples de
laboratorio, como la toma de una muestra de sangre y toma de células bucales.

La colecta de sangre para examenes clinicos y moleculares serédn realizadas por el Laboratorio
de Biologia Molecular, localizado en el pabellon H-401 de la Universidad Catolica de Santa
Maria, esta muestra servira para determinar la cantidad de firmaco antiepilético presente en
el plasma (componente de la sangre) del paciente, asi también para analizar las posibles
variantes en sus genes.

El procedimiento de la toma de muestra sanguinea, serd realizado por personal Profesional y
Téenico del grupo de Investigacion (Biologo, Enfermera y Téenicos de Laboratorio),
capacitados para llevar a cabo dicha accion. Adicionalmente, no es necesario que esté en
ayuno para la obtencion de estas muesiras.

Para la toma de muestra, usted (el paciente) serd acomodado en una silla especial para toma
de muestras, se le extraera 6mL de sangre venosa del brazo, este procedimiento se llevard a
cabo empleando la técnica convencional por puncion y recoleccion de la sangre en un tubo
especial y serdn rotulados con codigos numerados, salvaguardando la confidencialidad del
paciente. Los materiales empleados serdn totalmente estériles y nuevos, de uso exclusivo para
cada paciente (el procedimiento sigue las normas descritas en el Manual de Procedimientos
de Laboratorio, del Ministerio de Salud del Peri). Luego con la ayuda de un citocepillo
adecuado estéril (parecido a un hisopo), se hard la colecta de la muestra de células bucales,
raspando cuidadosamente el interior de las mejillas de cada paciente, la muestra serd
colectada en un tubo pequefio estéril. Ambas muestras serdn rotuladas con codigos
numerados, salvaguardando la confidencialidad del paciente.

Las muestras obtenidas (sangre y células bucales) serdan almacenadas en cadena de frio (4°C
a 8°C) y transportadas hacia el laboratorio en contenedores especiales.

Veces que se tomardn las muestras: Para analizar los cambios en los genes se tomara una
sola vez dicha muestra (venopuncion y toma de células bucales). Para determinar la cantidad
de firmaco antiepilético presente en el plasma (componente de la sangre) del paciente, se
tomarin 3 muestras que seran realizadas de la siguiente manera: Primera muestra al inicio del
estudio, Segunda Muestra a los 6 meses, Tercera muestra a los 12 meses.

NOTA: Para la recoleccion de la Segunda y Tercera muestra para evaluar la cantidad de
fdrmaco antiepilético presente en el plasma (componente de la sangre), el equipo de
investigacion se comunicard con el paciente via telefénica y concertardn una cita, segtin
horarios disponibles del paciente.

Ocurrencia de posibles riesgos: El tinico posible efecto indeseable, que se podria presentar
durante la colecta de sangre, es que algunas personas puedan sentir debilidad y mareos por
causa del pinchazo. También se podria presentar sangrado excesivo y la formacion de
Hematoma (acumulacién de sangre debajo de la piel). Sin embargo, esos efectos son
pasajeros y no son graves; la extraccion de las muestras como ya se menciond estarin a cargo
de personal con experiencia y debidamente capacitado.
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Beneficios esperados: Este proyecto tiene como beneficio promover una terapia
personalizada, lo que significa recibir un tratamiento en base a medicamentos y
concentraciones adecuados a su organismo, lo cual se logrard al conocer sus caracteristicas
genéticas que puedan estar influyendo en el éxito de su terapia.

Métodos alternativos existentes: Los dos tipos de muestras que se han escogido (Sangre
Total y Células Bucales, como ya se menciono anteriormente), son de ficil acceso, ya que sc
obtienen a través de métodos de extraccion sencillos y frecuentes.

Sin embargo existen otras muestras biologicas con las cuales se pueden realizar estas prucbas
como Biopsias, orina, heces. El problema con usar este tipo de muestras es que sus resultados
no sean precisos y no podamos cumplir con los objetivos de este proyecto.

Forma de acompaiamiento y asistencia: Los investigadores estardn a disposicion de los
participantes para cualquier aclaracion con respecto a la toma de muestra y sus anilisis en los
teléfonos: 945448653 (Mgtr. Julitza Paredes); 987421813 (Dra. Rita Nieto), 945733860 (Dra.
Karin Vera), 962358099 (Ing. José Carpio).

Garantia de privacidad (confidencia): En la divulgacion de los resultados de la
investigacion, los participantes serdn identificados por cédigos, garantizando su privacidad.

Las muestras genéticas (DNA), que se obtengan de las células sanguineas de los
participantes, SERAN SOLAMENTE DE USO EXCLUSIVO PARA ESTA
INVESTIGACION DURANTE LOS ANOS 2017 - 2018, finalizada la investigacion
(2018), las muestras seran eliminadas asi se descartamos que estas muesfras no serdn
usadas en otro estudio.

Otras aclaraciones:

» Usted tendrd garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta o duda que pueda
surgir, en cualquier etapa del estudio, y también tendrd la libertad de retirar su
consentimiento y salir del estudio en ¢l momento en que lo desee.

> El equipo de Investigacion en Neurociencias y Biologia Molecular de la Universidad
Catolica de Santa Maria de Arequipa, se compromele a destruir las muestras de cada
paciente luego de ser usadas para alcanzar los objetivos en este proyecto.
Asegurandonos de que estas muestras no seran usadas en estudios posteriores.

» Este trabajo de investigacion NO ha considerado reembolsos econdmicos hacia los
participantes por concepto de pasajes y/o alimentacion ya que, las muestras que se
les tomard serdn cuando ellos acudan a sus citas Control en el Departamento de
Neurologia del Hospital, indicadas por su médico tratante.
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Después de haber sido debidamente informado(a) sobre lu Justificativa y objetivos del
proyecto y de los procedimientos a los que seré sometido, y recibir la garantia de ser
esclarecido sobre cualquier duda y de tener la libertad de retirar mi consentimiento en
cualquier momento, consiento, de libre y espontinea voluntad, en participar de la
investigacion “Identificacion y evaluacién de los Polimorfismos de nucledtido finico
(SNPS) MDRI y CYP450 344 y 2C9, frente a la resistencia a farmacos antiepilépticos en

pacientes peruanos”.
Voluntario Investigador
DNI: DNI:

SOLO PARA LLENAR EN CASO DE RETIRARSE DEL TRABAJO DE
IVESTIGACION

Yo, , con DNI . deseo retirarme del Trabajo
de Investigacion “Identificacién y evaluacion de los Polimorfismos de nucleotido inico (SNPS)
MDR1 y CYP450 3A4 y 2C9, frente a la resistencia a firmacos anticpilépticos en pacientes
peruanos .

Voluntario Investigador
DNI: DNI:
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ANEXO 7. CONCENTRACION DE ADN GENOMICO EN PACIENTES EPILEPTICOS

Cédigo Concentracion | Concentracion Cédigo Concentracion | Concentracion
DNAA4 (ng/ul)) | DNAg (ng/ul.) DNA4 (ng/ul)) | DNAg (ng/ul)

E001 28 26,2 E041 276 48,6
E002 14,28 17,74 E042 50 76,6
E003 12,98 29,4 E043 10,84 9,6
E004 18,8 25,8 E044 324 28,4
E005 27 25 E045 12,64 14,62
E006 21,4 24.4 E046 31 34,8
E007 17,56 15 E047 16,08 18,64
E008 23,4 232 E048 44 55,6
E009 20,4 16,66 E049 37,4 41
E010 20 28 E050 21,2 24,6
E011 20,4 18,58 E051 6,38 7,08
E012 18,08 17,1 E052 120 6,3
E013 20,8 21,4 E053 28 19,36
E014 18,16 17,22 E054 120 106
E015 40,2 9,92 E055 19,12 21,6
E016 28 25,4 E056 120 26,4
E017 22 26,8 E057 334 39,2
E018 28,8 28,4 E058 26,8 27,8
E019 31,2 40 E059 29 20
E020 15,34 13,86 E060 25 34,6
E021 8,64 12,14 E061 242 17,48
E022 12,38 10,46 E062 24 4,64
E023 13,86 14,2 E063 7,14 5,7
E024 31,8 15,4 E064 27,2 38,8
E025 38,6 20,4 E065 21,6 24,2
E026 43 29,4 E066 26,8 22,2
E027 26,8 22 E067 18,48 19,32
E028 57,2 38,6 E068 21 394
E029 39 36,4 E069 25,4 30,4
E030 35 49 E070 14,2 120
E031 30,4 394 E071 31,6 30,2
E032 29,2 42,8 E072 120 114
E033 57,6 40 E073 15,96 13,7
E034 62 16,88 E074 6,36 10,8
E035 130 58,2 E075 120 17,28
E036 56 132,8 E076 61 7,36
E037 256 53,4 E077 15,8 8,38
E038 25,2 196,4 E078 34,8 29,6
E039 25,6 26,2 E079 17,36 15,22
E040 18,36 21,4 E080 17,86 57,6
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ANEXO 8. CONCENTRACION DE ADN GENOMICO VOLUNTARIOS CONTROL

Cédigo Concentracion | Concentracion Cédigo Concentracion | Concentracion
DNA4 (ng/uL) | DNAg (ng/ul.) DNA4 (ng/ull) | DNAg (ng/uL.)

C001 200 73 Co041 12,58 17,46
C002 180,4 168 C042 18,3 9,46
C003 169,8 78,8 C043 28 274
C004 183,4 176 C044 18 21,4
C005 32,8 38,4 C045 21 25
C006 46,8 17,36 C046 24.6 26,2
C007 30,4 39,4 C047 22,2 30,6
C008 20,2 27,4 C048 28 31,2
C009 11,08 15,04 C049 24,2 27
C010 39,6 120 C050 56,4 15,98
Co011 32,8 25,2 C051 22,8 21
C012 35 32,2 C052 120 40,6
C013 26,4 31,8 C053 114 57,2
C014 33,8 28,4 C054 26,6 11,82
Co015 120 42,8 C055 24,6 120
C016 82,2 43 C056 114 35
C017 3,36 11,58 C057 33 15,32
C018 4,18 34 C058 23,8 12,34
C019 4,62 6,9 C059 31 34,2
C020 7,36 3,72 C060 17,44 23,8
C021 5,66 51,8 Co061 14,02 39,2
C022 120 3,9 C062 30,2 38
C023 33,2 22 C063 59,2 31
C024 22,2 50 C064 30 120
C025 23,4 22,2 C065 60 77,6
C026 11,28 21 C066 21 20,8
C027 40,4 120 C067 32,8 16,8
C028 6,76 5,54 C068 30,2 8,02
C029 41,6 120 C069 54,8 37,4
C030 21,2 38,2 Co070 37 61,6
C031 120 120 C071 13,58 24,6
C032 99,4 52 C072 23,6 16,66
C033 23 120 C073 30,6 27,8
C034 30 21,8 C074 15,56 93,4
C035 19 16,94 C075 120 9,48
C036 55,6 33,6 C076 13,22 14,1
C037 22,2 37,8 Cco077 12,64 20
C038 18,88 32,2 C078 89 21,4
C039 28,4 30,2 C079 120 120
C040 14,26 22,4 C080 120 120
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ANEXO 9. VALORACION DE LA PUREZA DEL ADN GENOMICO DE PACIENTES
EPILEPTICOS

Codigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm | Cédigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm
E0014 | 0.0037 0.002 1.87 E041, | 0.0035 | 0.0018 1.94
E001g | 0.0073 | 0.0037 1.96 E041g | 0.0167 | 0.0092 1.82
E0024 | 0.0544 | 0.0279 1.95 E042, | 0.0020 | 0.0011 1.86
E002g | 0.0140 | 0.0075 1.86 E042g | 0.0119 | 0.0064 1.86
E003A | 0.0195 | 0.0099 1.97 E0434 | 0.0139 | 0.0078 1.78

E003s | 0.0125 | 0.0073 1.71 E043g | 0.0116 0.006 1.93
E004A | 0.0199 | 0.0109 1.83 E044, | 0.0118 | 0.0063 1.87
E004g | 0.0019 0.001 1.87 E044g | 0.0127 0.007 1.81
E0054 | 0.0440 | 0.0233 1.89 E045, | 0.0385 | 0.0225 1.71
E005s | 0.0038 | 0.0019 1.99 E045g | 0.0172 0.01 1.72
E006A | 0.0073 | 0.0041 1.78 E0464 | 0.0212 | 0.0120 1.77
E006s | 0.0036 0.002 1.82 E046s | 0.0223 | 0.0125 1.79
E0075 | 0.0109 | 0.0057 1.92 E0475 | 0.0048 | 0.0025 1.93
E007s | 0.0035 0.002 1.76 E047s | 0.0132 | 0.0071 1.86
E0084 | 0.0123 | 0.0063 1.95 E0484 | 0.0080 | 0.0040 2

E008s | 0.0063 | 0.0036 1.76 E048g | 0.0067 | 0.0037 1.82
E0094 | 0.0034 0.002 1.72 E049, | 0.0208 | 0.0109 1.91
E009s | 0.0057 0.003 1.91 E049s | 0.0121 | 0.0071 1.71
E0104 | 0.0100 | 0.0055 1.81 E0504 | 0.0102 | 0.0059 1.73
E0105 | 0.0073 0.004 1.83 E050s | 0.0037 0.002 1.83
EO0114 | 0.0093 | 0.0054 1.72 E0514 | 0.0037 0.002 1.84

EO011g | 0.0116 | 0.0064 1.82 EO051g | 0.0030 | 0.0017 1.79
E0124 | 0.0065 | 0.0037 1.75 E0525 | 0.0305 | 0.0153 1.99
E012g | 0.0093 | 0.0047 1.97 E052g | 0.0130 | 0.0071 1.83
E0134 | 0.0087 | 0.0048 1.81 E0534 | 0.0003 | 0.0002 1.76
E013g | 0.0048 | 0.0025 1.92 E0S3g | 0.0011 | 0.0006 1.72
E0144 | 0.0153 | 0.0088 1.74 E0545 | 0.0028 | 0.0015 1.85
E014g | 0.0040 | 0.0023 1.74 E054g | 0.0011 | 0.0006 1.87
E0154 | 0.0059 | 0.0031 1.91 E0554 | 0.0040 | 0.0022 1.8
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Cédigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm | Cédigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm
EO0158 | 0.0120 | 0.0061 1.96 E055g | 0.0168 | 0.0087 1.93
E0164 | 0.0105 | 0.0059 1.78 E0564 | 0.0167 | 0.0088 1.9
EO016s | 0.0039 | 0.0021 1.88 E056g | 0.0082 | 0.0047 1.75
E0174 | 0.0032 | 0.0017 1.89 E0574 | 0.0023 | 0.0012 1.92
E0178 | 0.0016 | 0.0008 1.99 E057gs | 0.0032 | 0.0016 1.97

E0184 | 0.0031 | 0.0017 1.85 E0584 | 0.0081 | 0.0047 1.7
E018g | 0.0033 | 0.0017 1.96 E058s | 0.0029 | 0.0016 1.84
E019» | 0.0019 0.001 g E0594 | 0.0040 | 0.0023 1.72
E019g | 0.0040 0.002 1.98 E059s | 0.0095 | 0.0055 1.72
E0204 | 0.0018 0.001 1.78 E0604 | 0.0021 | 0.0011 1.96
E0205 | 0.0002 | 0.0001 1.92 E060s | 0.0299 | 0.01672 1.79
E0214 | 0.0039 0.002 1.95 E0614 | 0.0447 | 0.02234 2

E021g | 0.0006 | 0.0003 1.95 E061s | 0.0030 | 0.0016 1.85
E0224 | 0.0071 0.004 1.78 E062» | 0.0035 | 0.0019 1.85

E022g | 0.0012 | 0.0007 1.75 E062g | 0.0051 | 0.00258 1.96
E023» | 0.0027 | 0.0014 1.94 E0634 | 0.0038 | 0.0021 1.79
E023g | 0.0073 | 0.0041 1.79 E063s | 0.0021 | 0.0012 1.7
E024, | 0.0039 | 0.0022 1.76 E064A | 0.0163 | 0.0087 1.88
E024g | 0.0028 | 0.0016 I’/ 3 E064s | 0.0274 | 0.0153 1.79
E025» | 0.0027 | 0.0015 1.82 E0654 | 0.0242 | 0.0122 1.99
E025g | 0.0031 | 0.0016 1.91 E065g | 0.0012 | 0.0006 1.92

E026a | 0.0258 0.015 1.72 E0664 | 0.0010 | 0.0005 1.79
E026g | 0.0006 | 0.00034 1.82 E066g | 0.0019 | 0.0009 2

E027r | 0.0146 0.008 1.83 E067A | 0.0205 | 0.0109 1.87
E027s | 0.0128 | 0.0075 1.7 E067s | 0.0157 | 0.0088 1.78

E0284 | 0.0006 | 0.00034 1.85 E068A | 0.0170 | 0.0087 1.96
E028g | 0.0005 | 0.00027 1.97 E068s | 0.0121 | 0.0071 1.71
E029, | 0.0037 | 0.0021 1.77 E069 | 0.0112 | 0.0063 1.77
E029g | 0.0042 | 0.00225 1.87 E069s | 0.0474 | 0.0265 1.79
E030A | 0.0002 | 0.0001 1.89 E070» | 0.0167 | 0.0086 1.94
E030s | 0.0002 | 0.00012 1.87 E070s | 0.0005 | 0.0003 1.78
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Cédigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm | Cédigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm
E031a | 0.0064 | 0.0037 1.72 E071a | 0.0009 | 0.0005 1.8
EO031g | 0.0066 | 0.0038 1.74 E071g | 0.0002 | 0.0001 1.71
E0324 | 0.0002 | 0.00012 1.8 E0724 | 0.0155 | 0.0082 1.89
E032g | 0.0028 | 0.0015 1.88 E072g | 0.0135 | 0.0069 1.96

E033A | 0.0071 | 0.00395 1.79 E0734 | 0.0154 0.008 1.92
E033g | 0.0077 0.004 1.92 E073g | 0.0089 | 0.0048 1.86
E0344 | 0.0047 | 0.00241 1.97 E074A | 0.0880 0.05 1.76

E034g | 0.0033 | 0.0019 1.74 E074g | 0.0009 | 0.00047 1.88
E0354 | 0.0068 | 0.00365 1.85 E0754 | 0.0008 | 0.00039 1.95

E035g | 0.0062 | 0.0033 1.87 E075g | 0.0092 | 0.0046 2

E0364 | 0.0003 | 0.00019 1.84 E076a | 0.0172 | 0.0098 1.76
E036s | 0.0036 0.002 1.79 E076g | 0.0007 | 0.0004 1.85
E037A | 0.0012 | 0.0007 1.7 E0774 | 0.0006 | 0.00034 1.91
E037g | 0.0122 | 0.0065 1.87 E077s | 0.1668 0.086 1.94
E0384 | 0.0067 | 0.00339 1.97 E0784 | 0.1309 0.077 1.7

E038g | 0.0050 | 0.00258 1.95 E078g | 0.0093 | 0.0047 1.97
E039r | 0.0028 | 0.00148 129 E0794 | 0.0007 | 0.00035 1.87

E039s | 0.0039 0.002 1.95 E0798 | 0.0016 | 0.00096 1.7
E0404 | 0.0009 | 0.0005 1.85 E080A | 0.0015 | 0.0008 1.91
E040s | 0.0064 | 0.0037 1.72 E080g | 0.0009 | 0.0005 1.8
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ANEXO 10. VALORACION DE LA PUREZA DEL ADN GENOMICO DE
VOLUNTARIOS CONTROL

Codigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm | Cdodigo | 2 260nm | A 280nm | 260/280nm

C0014 | 0.0046 | 0.0027 1.71 C0414 | 0.0054 0.003 1.79
C001g | 0.0071 | 0.00395 1.8 C041g | 0.0019 0.001 1.9
C0024 | 0.0005 | 0.00027 1.75 C0425 | 0.0077 | 0.0041 1.88
C002g | 0.0047 | 0.0025 1.89 C042p | 0.0071 0.004 1.77

C003A | 0.0032 | 0.0017 1.89 C0434 | 0.0047 | 0.00241 1.97
C003g | 0.0165 | 0.0088 1.87 C043g | 0.0116 | 0.0064 1.82
C0044 | 0.0069 | 0.00365 1.89 C0444 | 0.0095 | 0.0053 1.79
C004 | 0.0131 | 0.0073 1.79 C044 | 0.0093 | 0.0048 1.94
C0054 | 0.0035 0.002 1.74 C045, | 0.0033 | 0.0017 1.92
C005g | 0.0034 | 0.0017 1.98 C045g | 0.0138 | 0.0071 1.95
C0064 | 0.0140 | 0.0073 1.92 C0464 | 0.0123 | 0.0067 1.83

C0065 | 0.0034 0.002 1.7 Co046 | 0.0122 | 0.0065 1.88
C007A | 0.0036 0.002 1.8 C0474 | 0.0045 | 0.00258 1.76
C007g | 0.0032 | 0.0017 191 C047g | 0.0032 | 0.0016 2

C008s | 0.0431 | 0.0233 1.85 C0484 | 0.0034 | 0.0020 1.72
C008g | 0.0042 | 0.0021 1.98 C048g | 0.0003 | 0.00019 1.82
C0094 | 0.0014 | 0.0008 1.81 C049, | 0.0006 | 0.00034 1.85
C009s | 0.0073 | 0.0037 1% C049s | 0.0057 | 0.0030 1.89

C0104 | 0.0037 | 0.0022 1.7 C0504 | 0.0053 0.003 1.75
C010s | 0.0019 0.001 1.89 C050s | 0.0108 | 0.0061 1.77
C0114 | 0.0039 0.002 1.94 C051A | 0.0034 | 0.0019 1.79

C011g | 0.0010 | 0.0005 1.92 C051s | 0.0048 | 0.0025 1.93
C0125 | 0.0041 | 0.00241 1.71 C0524 | 0.0007 | 0.0004 1.87
C012g | 0.0037 0.002 1.85 C052g | 0.0135 | 0.0074 1.83
C013A | 0.0031 | 0.0016 1.93 C0534 | 0.0033 | 0.0018 1.82
C013g | 0.0006 | 0.0003 1.86 C053g | 0.0098 | 0.0053 1.84
C0144 | 0.0078 | 0.0041 1.91 C0544 | 0.0048 | 0.0028 1.73
C014 | 0.0018 0.001 1.83 C054 | 0.0075 | 0.0041 1.83
C0154 | 0.0107 | 0.0055 1.95 CO0554 | 0.0040 0.002 1.98
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Cédigo | A 260nm |2 280nm |260/280nm | Cédigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm
C015g | 0.0060 | 0.0033 1.82 CO055g | 0.0041 | 0.0021 1.95
C016a | 0.0080 | 0.0044 1.81 C0564 | 0.0072 | 0.0041 1.75
C016g | 0.0002 | 0.00012 1.81 C056g | 0.0034 | 0.0017 1.99
C017A | 0.0105 0.006 1.75 C0574 | 0.0034 | 0.0017 1.98
C017g | 0.0132 | 0.0073 1.81 C057g | 0.0002 | 0.0001 1.9
C0184 | 0.0107 | 0.0056 1.91 C0584 | 0.0051 | 0.0026 1.97
C018g | 0.0096 | 0.0049 1.95 CO058g | 0.0067 | 0.0038 1.77
C0194 | 0.0098 | 0.0051 1.92 C0594 | 0.0154 | 0.0077 2
C019s | 0.0030 | 0.0015 1.98 C059g | 0.0033 | 0.0018 1.82
C0204 | 0.0111 | 0.0058 1.92 C0604 | 0.0115 | 0.0060 1.92

C020s | 0.0035 0.002 1.73 C060s | 0.0125 | 0.00650 1.93
C021A | 0.0127 | 0.0069 1.84 C0614 | 0.0065 | 0.00350 1.87
C021g | 0.0036 | 0.0018 1.98 C061g | 0.0150 | 0.0075 2
C0224 | 0.0112 | 0.0065 1.72 C062, | 0.0058 | 0.0032 1.8
C022g | 0.0048 | 0.0025 1.92 C0625 | 0.0140 0.007 2

C0235 | 0.0045 | 0.0026 1.73 C0634 | 0.0083 | 0.0043 1.92
C023g | 0.0065 | 0.0033 1.96 C063 | 0.0091 | 0.0050 1.82

C0244A | 0.0011 | 0.0006 1.9 C0644 | 0.0149 | 0.0080 1.86
C024g | 0.0089 | 0.0046 1.93 C0645 | 0.0089 | 0.0047 1.9
C0255 | 0.0106 | 0.0057 1.86 C0654 | 0.0195 | 0.0112 1.74
C025g | 0.0126 | 0.0072 1.75 C065s | 0.1634 | 0.0860 1.9

C0264 | 0.0099 | 0.0057 1.73 C0664 | 0.0304 | 0.0165 1.85
C026s | 0.0144 | 0.0073 1.97 C066 | 0.0440 | 0.0235 1.87
C0275 | 0.0095 | 0.0052 1.83 C0675 | 0.0108 | 0.0060 1.8
C027g | 0.0026 | 0.0014 1.84 C067s | 0.0042 | 0.0023 1.81
C0284 | 0.0092 | 0.0047 1.96 C0684 | 0.0109 | 0.0057 1.92

C028g | 0.0065 | 0.0036 1.8 C068p | 0.0023 | 0.0013 1.76
C0294 | 0.0034 | 0.0018 1.91 C0694 | 0.0156 | 0.0078 2

C029g | 0.0075 | 0.0041 1.83 C069s | 0.0103 | 0.0057 1.81
C0304 | 0.0120 0.006 2 C0704 | 0.0008 | 0.0004 1.95
C030s | 0.0013 | 0.0007 1.8 C070s | 0.0125 | 0.0063 1.99
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Cédigo | A 260nm |2 280nm |260/280nm | Cédigo | A 260nm | A 280nm | 260/280nm

C031A | 0.0047 | 0.0026 1.8 C071a | 0.0257 | 0.01358 1.89
C031g | 0.0140 | 0.0071 1.97 C071g | 0.0203 | 0.01092 1.86
C032A | 0.0097 | 0.0049 1.97 C0725 | 0.0106 | 0.0059 1.8
C032g | 0.0122 | 0.0065 1.88 C072g | 0.0035 | 0.0018 1.93
C0334 | 0.0113 | 0.0064 1.77 C0734 | 0.0076 0.004 1.89
C033g | 0.0072 | 0.0037 1.95 C073g | 0.0074 0.004 1.86

C034A | 0.0040 | 0.0023 1.76 C0745 | 0.0088 | 0.0048 1.83
C0345 | 0.0101 | 0.0055 1.84 C074g | 0.0114 | 0.0063 1.81

C0354 | 0.0054 0.003 1.81 C0755 | 0.0121 | 0.0061 1.99
C035s | 0.0011 | 0.0006 1.82 C0758 | 0.0039 | 0.0023 1.7
C036a | 0.0058 | 0.0033 1.75 C0764 | 0.0138 | 0.0076 1.82
C036s | 0.0078 0.004 1.96 C076g | 0.0023 | 0.0012 1.91
C037A | 0.0054 0.003 1.8 C077 | 0.0034 | 0.0019 1.79
C037s | 0.0005 | 0.0003 1.7 C077g | 0.0064 | 0.0032 2

C0384 | 0.0112 | 0.0065 1.72 C0784 | 0.0083 | 0.0046 1.81
C038s | 0.0056 | 0.0032 1.76 C078g | 0.0071 | 0.0039 1.82
C0395 | 0.0103 | 0.0054 =91 C0795 | 0.0114 | 0.0067 1.7
C039s | 0.0026 | 0.0015 1.72 C079s | 0.0026 | 0.0013 1.98
C0405 | 0.0113 | 0.0059 792 C0804 | 0.0179 |0.009861 1.82
C0405 | 0.0113 | 0.0061 1.86 C080s | 0.0005 | 0.0003 1.76
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