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RESUMEN

Las variantes de los genes ABCBI y ABCC?2 han sido asociadas a mayor riesgo de epilepsia farmacorresistente
pero tal proceso ha sido poco estudiado mediante comparaciones entre poblaciones. En Latinoamérica solo se
han realizado 3 estudios. Objetivo: Evaluar la asociacion entre las variantes C3435T del gen ABCBI y -24C>T
del gen ABCC2 con epilepsia farmacorresistente en pacientes peruanos atendidos en la Unidad de Epilepsia del
Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins (HNERM). Material y Métodos: Se analizaron muestras sanguineas
de 22 pacientes con epilepsia farmacorresistente y ocho pacientes con epilepsia de respuesta favorable a tratamiento
farmacologico, entre Mayo 2016 y Junio 2017. La identificacion de la variante C3435T del gen ABCBI se realiz6
mediante reaccion de cadena de la polimerasa y posterior digestion enzimatica; la variante -24C>T del gen ABCC2
se obtuvo por secuenciacion. Resultados: Se obtuvo una frecuencia alélica de 0,717 para C en la variante C3435T
del gen ABCB1 y 0,967 para C en la variante -24C>T del gen ABCC?2. La comparacion de las frecuencias alélicas
y genotipicas entre pacientes farmacorresistentes y farmacorrespondedores no mostro6 diferencia significativa, de lo
cual se infiere ausencia de asociacion entre la epilepsia farmacorresistente y las variantes C3435T del gen ABCB1
y -24C>T del gen ABCC2 (p>0.05). Conclusiones: En una muestra de pacientes peruanos con epilepsia, no se
encontr6 asociacion entre epilepsia farmacorresistente y los polimorfismos C3435T del gen ABCB1 y -24C>T del
gen ABCC2.
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SUMMARY

Variants of the genes ABCBI and ABCC?2 have been associated with an increased risk of drug-resistant epilepsy;
this phenomenon, however, has been scarcely tested by means of comparisons between populations: In Latin

America there have only been 3 studies. Objective: To evaluate the association between the variants C3435T of
the gene ABCBI, and --24C> T of the gene ABCC2 with drug-resistant epilepsy in Peruvian patients treated at the
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Epilepsy Unit of a Peruvian Hospital. Material and Methods: Blood samples from 22 patients with drug-resistant
epilepsy and eight patients with pharmaco-responsive epilepsy were analyzed between May 2016 and June 2017.
The identification of the C3435T variant of the ABCBI gene was performed by polymerase chain reaction (PCR)
and subsequent enzymatic digestion; the -24C>T variant of the ABCC?2 gene was obtained by sequencing. Results:
An allelic frequency of 0.717 was obtained for C in the C3435T variant of the gene ABCB1, and 0.967 for C in the
-24C> T variant of the gene ABCC2. When genetic and allelic frequencies were compared between drug-resistant
and drug-responsive patients no significant difference was observed, from which a lack of association between
drug-resistant epilepsy and the C3435T variant of the gene ABCB/ and the -24C> T variant of the gene ABCC?2 (p>
0.05) was inferred. Conclusions: In a sample of Peruvian patients with epilepsy, no association was found between
drug-resistant epilepsy and the C3435T and -24C>T polymorphisms of the genes ABCBI and ABCC2, respectively.

KEY WORDS: ABCBI gene, ABCC?2 gene, drug-resistant, epilepsy, polymorphism.

INTRODUCCION

La epilepsia es una patologia caracterizada por
una predisposicion permanente a la aparicion de crisis
epilépticas y a las consecuencias neurobiologicas,
cognitivas, psicologicas y sociales de esta condicion
(1). Aproximadamente un 65% de los pacientes se
controlan con drogas antiepilépticas (DAE). Sin
embargo, alrededor de un 35% de los casos son
farmacorresistentes o refractarios a la libertad de crisis
a pesar de haber recibido dos esquemas de farmacos
antiepilépticos en monoterapia o combinacion,
apropiadamente elegidos, correctamente usados
a dosis maxima tolerada, con buena adherencia
y periodo adecuado — consenso de International
League Against Epilepsy (ILAE) (2). En el mundo,
aproximadamente 50 millones de personas padecen
de epilepsia. En Latinoamérica la prevalencia ha sido
reportada entre 0,6 y 4,4% (3). En nuestro pais no hay
datos publicados sobre la prevalencia nacional en el
rango de todas las edades (4).

Entre otros mecanismos, la farmacorresistencia
en epilepsia se ha atribuido a una sobreexpresion de
transportadores dependientes del ATP o “ATP binding
cassette” (ABC); que son proteinas transmembrana que
funcionan como transportadores de multiples drogas o
de xenobidticos. En el cerebro; estos transportadores
extraen, en contra de un gradiente, los sustratos del
intracelular de las células endoteliales de los capilares
que forman la barrera hematoencefalica (BHE) y
contribuyen a mantener dicha barrera. El transportador
mas ampliamente estudiado ha sido la glicoproteina
P, codificada por el gen ABCBI. Otro transportador
de eflujo frecuentemente estudiado es la proteina
asociada a resistencia a multiples drogas 2 (MRP2),
codificada por el gen 4BCC2. En tejido cerebral de
pacientes operados de epilepsia, se ha evidenciado

sobre-expresion de estos transportadores en sus
sitios de expresion habitual: capilares y astrocitos
pericapilares, asi como su expresion aberrante en
astrocitos parenquimales y neuronas. Por tanto, estos
transportadores contribuirian a la biodisponibilidad de
DAE y su consecuente repuesta clinica (4).

Se ha propuesto que las variantes del gen
ABCBI modificarian la expresion o actividad de
estos transportadores y explicarian las diferencias
interindividuales en la farmacocinética y la respuesta
clinica (5). La variante C3435T del gen ABCBI ha
sido asociada a una sobreexpresion de la glicoproteina
P en la BHE, lo que implicaria una disminucion en
la captacion intracerebral o un aumento del eflujo de
DAE (4,6). Aun cuando se ha encontrado evidencia
en modelos animales, que este transportador de eflujo
puedan tener como sustrato a DAE lipofilicas como
Fenobarbital, Fenitoina, Lamotrigina, Gabapentina,
Topiramato y Felbamato (4); algunos estudios
cuestionan que todos las DAE sean sustratos de la
glicoproteina P, tal es el caso de estudios realizados
con Acido Valproico y Carbamazepina (7,8).

El gen ABCC2 codifica a transportadores de
eflujo cuyo rol fisioldgico atin no se ha elucidado
por completo debido a su baja expresion en tejido
cerebral normal. Pero se ha encontrado una elevada
expresion en muestras de pacientes con epilepsia.
Este transportador participaria en el ingreso de DAE
a nivel de la BHE y su sobreexpresion favoreceria
a una resistencia hacia algunas DAE (9). Ademas, se
ha descrito que la expresion de 4BCC2 modularia
la respuesta a Fenitoina, Carbamazepina y Acido
Valproico (10-13). La variante -24C>T del gen
ABCC2, hasido asociada con alteracion de la expresion
génica de MRP2, asi como de ausencia de respuesta al
tratamiento antiepiléptico (14).
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Multiples estudios clinicos han estudiado la
relacion entre estas variantes genéticas y la epilepsia
farmacorresistente en diferentes grupos étnicos, de
diferentes paises, siendo los resultados no homogéneos
(14-36).

El objetivo del presente estudio fue evaluar
la asociacion entre las variantes C3435T del gen
ABCBI y -24C>T del gen ABCC2 con la epilepsia
farmacorresistente en una muestra de la poblacion del
Pert.

MATERIAL Y METODOS

Estudio observacional, analitico, de casos y
controles.

Se reclutaron, prospectivamente, pacientes de
ambos sexos mayores de 18 afios, con epilepsia
farmacorresistente y farmacorrespondedora de La
Unidad de Epilepsia del Departamento de Neurologia
del HNERM entre mayo 2016 a junio 2017. La
farmacorresistencia se definié siguiendo los criterios
establecidos por la Liga Internacional contra La
Epilepsia (ILAE), y los farmacorrespondedores
fueron aquellos que no experimentaron ninguna
crisis durante al menos por un afio (2). Los pacientes
con farmacorresistencia fueron reclutados de la
unidad de monitoreo de Video-electroencefalografia,
a donde habitualmente ingresan para evaluacion
prequirurgica, con el propdsito de identificar el foco
epileptogénico. Los pacientes farmacorrespondedores
fueron reclutados de las atenciones por los médicos
neurologos de la Unidad de Epilepsia en hospitalizacion
o en consulta externa. Se incluyeron a aquellos que
entendieron y firmaron el consentimiento informado.

Se excluyeron: 1) pacientes con comorbilidad
psiquiatrica significativa, abuso de drogas ilicitas
o alcohol, desordenes sistémicos progresivos
o degenerativos y comorbilidades sistémicas
severas; 2) pacientes que recibieron medicamentos
antineoplasicos, antagonistas de canales de calcio,
antibiodticos macrolidos, digoxina, rifampicina,
inhibidores de proteasas (ritonavir), dabigatran,
insulina, amiodarona, corticoides y ketoconazol un
afio antes respecto al ingreso al estudio; 3) aquellos
con pobre adherencia al tratamiento farmacolégico y
4) aquellos que presentaron eventos paroxisticos no
epilépticos concomitantes. Cada paciente completd
un registro de informaciéon demografica y clinica
correspondiente a la respuesta a DAE y numero
farmacos utilizados. Este estudio fue aprobado por el
Comité de Investigacion y Etica del Hospital Nacional
Edgardo Rebagliati Martins (HNERM)

Genotipificacion

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de una
muestra de sangre venosa segun el protocolo del Kit
GeneJET (Genomic DNA, Purification Kit, USA).
La identificacion de la variante C3435T del gen
ABCBI se realizo por PCR-RFLP; y la de la variante
-24C>T del gen ABCC2 mediante secuenciacion de
los amplificados. Los amplificados fueron analizados
mediante el programa Sequencher 4.1.4; donde los
picos de los nucleotidogramas determinaron la
presenciade los alelos C y/o T. Los cebadores utilizados
fueron F:5"-TGTTTTCAGCTGCTTGATGG-3",
R:5"-AAGGCATGTATGTTGGCCTC-3" 'y F:5'-
GCTTTAGACCAATTGCACATC-3’, R:5’-
TAAATGGTTGGGATGAAAGG-3" para los genes
ABCBI y ABCC2 respectivamente. La amplificacion

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y farmacoterapéuticas de la poblacion estudiada.

Pardmetros Farma(c;irzerzs;stentes Farmaco?;i];())ndedores Valor P
Sexo Femenino Masculino Femenino Masculino
n=11(50%) n=11(50%) n=3(37,5%) ( 63;; | 0.5
Edad 38 £ 20 afios 51 £ 14,5 afios 0.055°
Peso 67 +17 Kg. 61 +8,6 Kg. 0.22°
Monoterapia n=1 (4,5%) n=5 (62,5%)
Politerapia n=21 (95,5%) n=3 (37,5%) 0.007¢

2 Se evaluo mediante la prueba chi-cuadrado.

® Se uso la prueba T para muestras independientes.

¢ Se evaluo mediante la prueba chi-cuadrado.
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Tabla 2. Frecuencia genotipica y alélica de las variantes de los genes ABCBI y ABCC2.

Genotipos Frecuencias en toda Farmacorresistentes Frecuencia l:)z:)rl:r(liz;ci(())l;;e;s Frecuencia
la muestra (n=30) (n=22) observada (n=8) observada
Variante C3435T
CC 50% 11 0,500 4 0,500
CT 43,3% 9 0,409 4 0,500
TT 6,7% 2 0,091 0 0,000
Alelo C 0,717 31 0,705 12 0,750
Alelo T 0,283 13 0,295 4 0,250
Variante -24C>T
cC 93,3% 21 0.955 7 0.875
CT 6,7% 1 0.045 1 0.125
TT 0 0 0.000 0 0.000
Alelo C 0,967 43 0.977 15 0.937
Alelo T 0,033 1 0.023 1 0.063

MP1 2 3 45 6 7T 8 9 10 11

pb

197
162

+—35

Figura 1. Genotipificacion del gen ABCB! . Productos
de PCR obtenidos por digestion de la enzima en 11
pacientes. MP: marcador de peso molecular 100 pb

Ladder. Lineas 1,2,3,5,9 y 11: genotipo homocigoto CC

(162 y 35 pb); lineas 6,7,8 y 10: genotipo heterocigoto

CT (197, 162 y 35 pb); linea 4: genotipo homocigoto TT
(197 pb).

se realizd6 en una mezcla de reaccion de 25 pL
conteniendo ADN gendémico 50 ng, dNTPs 200
uM, 0.2 uM de cada cebador, MgCl, 1.5 mM, Taq
polimerasa 1U y buffer de enzima. Las condiciones
de la PCR para la genotipificacion del gen ABCBI
fueron: desnaturalizacién inicial a 94 °C por 4 min
seguida por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por

45 s, hibridacion a 60 °C por 30 s y polimerizacion
a 72 °C por 45 s, y una polimerizacion final de 72
°C por 7 min. El amplificado del gen ABCBI fue
digerido por la endonucleasa Mbo 1 a 37 °C por 6 h.
Los productos se separaron por electroforesis en gel de
agarosa 2% con buffer TBE IX. Las condiciones de la
PCR para la genotipificacion del gen 4ABCC2 fueron:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 4 min seguida
por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 45 s,
hibridacion a 56 °C por 30 s y polimerizacion a 72
°C por 45 s, y una polimerizacion final de 72 °C por 7
min.

Anadlisis estadistico

Las caracteristicas demograficas y
farmacoterapéuticas se compararon entre el grupo
farmacorresistente y el farmacorrespondedor mediante
la prueba chi cuadrado para datos discretos y la prueba
T para muestras independientes para comparar datos
continuos (diferencia significativa si p<0.05). La
evaluacion de la asociacion entre farmacorresistencia
y las variantes C3435T y -24C>T se realizd por
regresion logistica; odds ratio (OR) y chi cuadrado
(x2) con un intervalo de confianza de 95 % (p = 0,05).
El analisis estadistico se realiz6 mediante el software
SPSS 23.0.
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RESULTADOS

Se genotiparon 22 pacientes con epilepsia
farmacorresistente 'y 8 farmacorrespondedores
provenientes de diferentes regiones del Peru. Las
caracteristicas demograficas y farmacoterapéuticas
se describen en la tabla 1. Con excepcion del
nimero de farmacos antiepilépticos recibidos, no
hubo diferencias significativas en las caracteristicas
demograficas de ambos grupos (farmacorresistentes
vs farmacorrespondedores), lo cual es esencial para
poder realizar las comparaciones, pues se ha sugerido
que factores como el sexo, la edad, la edad de inicio
de la epilepsia y otros podrian influir en la respuesta
a DAE (34,35). Era esperable que la politerapia
predomine en los farmacorresistentes. El bajo nimero
de pacientes farmacorrespondedores se debio a la
resistencia de este grupo de pacientes a participar en
el estudio, considerando su condicién de pacientes
controlados. Los farmacos més frecuentemente usados
fueron Acido Valproico y Carbamazepina.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de las
variantes de los genes ABCBI y ABCC2 para
toda la poblacion y segregados para los grupos
farmacorresistentes y farmacorrespondedores se
detallan en la tabla 2. El analisis con esta muestra
inicial no encuentra asociacion significativa entre
las variantes C3435T del gen ABCBI y -24C>T del
ABCC2 con la farmacorresistencia (p>0,05).

DISCUSION

En este estudio, realizado en una muestra peruana
de 22 pacientes con epilepsia farmacorresistente
y 8 farmacorrespondedores, no encontramos
asociacion entre las variantes C3435T ABCBI y
-24C>T ABCC?2 con epilepsia farmacorresistente. El
criterio de epilepsia farmacorresistete utilizado en
este estudio se basa en los criterios de consenso de
ILAE de 2010 (2) y los farmacos utilizados por los
pacientes farmacorresistentes fueron: Acido Valproico
y Carbamazepina en los 22 pacientes y Fenitoina,
Lamotrigina, Fenobarbital, Topiramato, Clobazam
y Levetiracetam en algunos de ellos y en diferentes
combinaciones. Es esencial considerar este aspecto,
ya que farmacos como Fenitoina, Fenobarbital,
Topiramato y Levetiracetam serian tranportados
por la glicoproteina P (4). Sin embargo, el Acido
Valproico y Carbamazepina, los 2 farmacos mas
frecuentemente usados en nuestra muestra, no serian
sustratos (7,8,13). Esta variable es dificil de controlar
y produce heterogeneidad en las muestras de los

238 Rev Neuropsiquiatr. 2019, 82(4):234-241

diferentes estudios, debido a que los pacientes con
farmacorresistencia se encuentran habitualmente en
politerapia.

La frecuencia alélica de la variante C3435T ABCBI
es variable entre poblaciones sanas de diversas etnias.
En nuestro estudio la frecuencia alélica de la variante
C3435T del gen ABCBI para toda la muestra fue de
0,717 parael alelo C y 0,283 para T .El Banco Genético
del Centro Nacional para Informacioén Biotecnologica
de los Estados Unidos (NCBI - GenBank) ha reportado
una frecuencia alélica de esta variante, de similar
distribucion para poblacion en general del continente
americano, incluida poblaciéon hispanoamericana
(C: 0,572 y T: 0,428), con predominio del alelo C.
En tanto que en Europa, en donde predomina la
poblacién caucasica, se observa un predominio del
alelo T (C: 0,482 y T: 0,517). En un estudio chileno,
también se reporta un predominio del alelo C tanto en
etnias mapuche y mestiza con epilepsia (C: 0,650 y
C: 0,670, respectivamente); con cifras cercanas a la
de nuestro estudio (38,39). Estas diferencias pueden
tener impacto en los procesos de seleccion natural y
ser influidas por los patrones de migracion

Los estudios realizados con la variante C3435T
ABCBI muestra resultados contradictorios en diversas
investigaciones, predominantemente realizadas en
caucasicos y asiaticos (15-30). Entre los estudios
que encontraron asociacion, existen aquellos que
relacionaron el alelo C a la farmacorresistencia,
seflalandolo como una variante de riesgo (15-
19); mientras que otros relacionaron el alelo T
a la farmacorresistencia (20,21). Por otro lado,
coincidiendo con nuestros resultados, estudios en
pacientes caucasicos (22-26) y en pacientes asidticos
(27-30), no han encontrado relacion entre la variante
C3435T ABCBI y la epilepsia farmacorresistente.
Asi, los resultados de diferentes estudios en diferentes
paises y etnias no son homogéneos; no solo en
la busqueda de una asociacion, sino en el alelo
ligado a la farmacorresistencia en los que tuvieron
resultados positivos para la asociacion.  Solo un
estudio latinoamericano, realizado en 111 pacientes
farmacorresistentes 'y 91 farmacorrespondedores,
en poblacion colombiana, encontré asociacion de la
variante C3435T ABCBI con farmacorresistencia;
seflalando una OR de 1,91. Otros dos estudios
realizados en poblaciones adulta chilena y pediatrica
mexicana, con pequefios tamafios muestrales,
no encontraron asociacion de riesgo con esta
variante (36, 37). Estas diferencias, no solo estarian
relacionadas con los tamafios muestrales, grupo
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poblacional (adulto vs pediatrico) y criterios variables
de farmacorresistencia, sino también con la ausencia
de analisis de subestructuracion poblacional como
marcadores de ancestria continental entre los grupos.

Existen 2 revisiones sistematicas con meta-analisis
(40,41) que evaluaron la asociacion entre la variante
C3435T ABCBI y la farmacorresistencia a DAE con
resultados discrepantes: el estudio del 2010, que incluy6
3231 casos de farmacorresistencia y 3524 controles de
22 estudios, no encontr6 asociacion (OR 1,06), el cual
reconoce falta de homogeneidad metodoldgica como
el uso de controles distintos (farmacorrespondedores y
controles sanos sin epilepsia), pacientes con diferentes
sindromes epilépticos, no uniformidad en la definicion
de farmacorresistencia y no incluyé estudios de lengua
no inglesa (40). Por otro lado el estudio de 2017 que
incluy6 454 casos farmacorresistentes y 282 controles
de 13 estudios analizados, encontrd asociacion (OR
1,87), el cual reconoce limitaciones metodologicas
similares al del 2010: falta de homogeneidad en
la definicion de farmacorresistencia, en el tipo de
epilepsia y en el tipo de DAE usados en los estudios
incluidos; asimismo, no especifica si los controles
fueron farmacorrespondedores o pacientes sanos,
incluy¢ estudios de lengua solo inglesa y no realiz6 un
analisis por etnias (41). En ambos casos los estudios
incluidos fueron realizados exclusivamente en
poblaciones caucasicas y asiaticas; no se incluyeron
poblaciones hispanoamericanas.

En nuestro estudio, no encontramos una asociacion
entre la variante -24C>T y la farmacorresistencia
a la epilepsia, consistente con lo descrito en un
estudio austriaco y otro en poblacion chilena (32,
37); sin embargo 2 estudios chinos y un estudio
aleman si encontraron asociacion entre esta variante
con la epilepsia farmacorresistente (14,31,33).
Estas diferencias se deberian a criterios variables
de farmacorresistencia, diferencias en tamanos
muestrales, variaciones etareas en las poblaciones y
ausencia de andlisis de subestructuracion poblacional.
También tienen un impacto en la falta de homogeneidad
de los resultados: las diferencias en las DAE
utilizadas, la heterogeneidad de fenotipos o sindromes
epilépticos, sus etiologias y los tiempos evolutivos
de la epilepsia en los grupos farmacorresistentes y
farmacorrespondedores.

En conclusién en nuestro estudio no encontramos
asociacion entre las variantes C3435T del gen
ABCBI y -24C>T del gen ABCC?2 con la epilepsia
farmacorresistente en la muestra peruana estudiada.

Estudios posteriores con mayor numero de
participantes, con andlisis de subestructuracion
poblacional y de ancestria, podrian confirmar o
descartar estos hallazgos.
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