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Resumen y Abstract IX

Resumen

Objetivos: explorar posibles determinantes genéticos de respuesta al tratamiento

anticonvulsivante, en un grupo de pacientes epilépticos colombianos.

Diseno: estudio observacional analitico prospectivo de cohorte. Se incluyeron 77
pacientes epilépticos colombianos adultos, procedentes de la Liga Central Contra la
Epilepsia y de Méderi, para evaluar los siguientes polimorfismos genéticos: CYP2C9*2
(rs1799853), CYP2C9*3 (rs1057910), C3435T (rs1045642) y IVS5-91 G>A (rs3812718),
y la asociacién con la respuesta al tratamiento. Los pacientes fueron seguidos durante el
tiempo suficiente para confirmar la existencia de epilepsia farmacorresistente (EFR) o de
respuesta al tratamiento, y la ocurrencia de reacciones adversas al medicamento (RAM).
Estas fueron evaluadas de acuerdo con la causalidad, prevenibilidad, intensidad vy

presentacién clinica mediante criterios predeterminados.

Resultados: 53,2% de los pacientes padecia EFR y el 87% de ellos empleaba fenitoina.
No hubo asociacion entre las variantes genéticas evaluadas y EFR, o la dosis de
mantenimiento de fenitoina. Se encontré asociacion entre la presencia de alelos
mutantes de CYP2C9 y el desarrollo de reacciones adversas vestibulo-cerebelosas (p =
0,001). El 78% de los pacientes presenté por lo menos una RAM, siendo las mas
frecuentes las que afectaron el sistema nervioso central (57%). El 30% de las RAM se
asociaron con factores genéticos del paciente y el 69% de ellas se catalogaron como
prevenibles. 36,6% de los casos de fallo terapéutico pudieron explicarse por
interacciones medicamentosas, por lo que en realidad pudieron corresponder a casos de

“pseudorresistencia”.

Conclusiones: los alelos *2 y *3 de CYP2C9 se asociaron significativamente con RAM
vestibulo-cerebelosas en una muestra de pacientes epilépticos colombianos. Es posible
que los genes ABCB1 y SCN1A no solo cumplan un rol como farmacogenes sino como

biomarcadores de enfermedad. Es necesario implementar programas de
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farmacovigilancia en pacientes epilépticos con el fin de optimizar la relaciéon beneficio —

riesgo de la medicacion antiepiléptica.

Palabras clave: polimorfismo genético, reaccidon adversa a medicamento, epilepsia,

fenitoina, farmacogenética.
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Abstract

Objectives: to explore possible genetic determinants of response to anticonvulsant
treatment in a group of Colombian epileptic patients.

Design: prospective cohort analytical observational study. We included 77 adult
Colombian epileptic patients, from the Liga Central Contra la Epilepsia and Méderi, to
evaluate the following genetic polymorphisms: CYP2C9 * 2 (rs1799853), CYP2C9 * 3
(rs1057910), C3435T (rs1045642) and IVS5-91 G > A (rs3812718), and the association
with treatment response. Patients were followed long enough to confirm the existence of
drug-resistant epilepsy (EFR) or treatment response, and the occurrence of adverse drug
reactions (ADR). These were evaluated according to the causality, preventability,
intensity and clinical presentation by predetermined criteria.

Results: 53.2% of the patients had EFR and 87% of them used phenytoin. There was no
association between the genetic variants evaluated and EFR, or the maintenance dose of
phenytoin. An association was found between the presence of mutant alleles of CYP2C9
and adverse neuro-ophthalmological reactions (p = 0.001). 78% of the patients presented
at least one ADR, the most frequent being those that affected the central nervous system
(57%). 30% of the ADRs were associated with the patient's genetic factors and 69% of
them were classified as preventable. 36.6% of the cases of therapeutic failure could be
explained by drug interactions, so in fact, they could correspond to cases of "pseudo
resistance".

Conclusions: the alleles * 2 and * 3 of CYP2C9 were significantly associated with neuro-
ophthalmologic ADRs in a sample of Colombian epileptic patients. It is possible that the
ABCB1 and SCN1A genes not only play a role as pharmacogenes but as biomarkers of
disease. It is necessary to implement pharmacovigilance programs in epileptic patients in

order to optimize the benefit-risk ratio of antiepileptic drugs.

Keywords: genetic polymorphism, adverse drug reaction, epilepsy, phenytoin,

pharmacogenetics.
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Introduccion

La epilepsia es uno de los desérdenes neuroldgicos crénicos mas comunes y en
Colombia se ha estimado que su prevalencia podria estar alrededor del 1%[1]. El impacto
de la epilepsia sobre los pacientes y su desempefio académico o laboral puede ser
severo. Adicionalmente, la epilepsia farmacorresistente (EFR) corresponde a la forma
mas grave de la enfermedad pues es refractaria al tratamiento farmacolégico, y
representa aproximadamente un 30% de los casos de epilepsia. La EFR esta
frecuentemente asociada con estigma social, y gran afectacion de la calidad de vida con

impactos negativos en el desempefio social, laboral y afectivo de los individuos afectados

2].

Por los aspectos mencionados anteriormente, los pacientes que experimentan EFR
representan la mayoria de la carga de enfermedad asociada con esta condicion. El
entendimiento del papel de la genética en la EFR es vital para elucidar mecanismos
patogénicos y es prometedora para el desarrollo de tratamientos innovadores. Esto ha
motivado el desarrollo de nhumerosos estudios de mapeo genético de EFR en los ultimos
15 afos [2].

Sin embargo, muchos de los estudios realizados en pacientes con EFR en los ultimos
afios se han enfocado en un unico antiepiléptico, lo cual dificulta la generalizacion de los
resultados obtenidos. Adicionalmente, las enormes variaciones en las definiciones
fenotipicas de farmacorresistencia hacen que las conclusiones derivadas de los meta -
analisis publicados basados en estos estudios sean limitadas y en muchos casos
contradictorias. De esta forma, algunos pacientes que fueron clasificados como
respondedores en un estudio perfectamente pudieron ser clasificados como resistentes

en otro de acuerdo a los criterios de farmacorresistencia empleados [3].

Por otra parte, un gran numero de estudios se ha centrado en un unico gen y en un unico

polimorfismo correspondiente al C3435T del gen ABCB1 con resultados contradictorios
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[4-8]. De esta forma, es posible que no se haya podido confirmar asociacion entre ésta y
otras variantes genéticas debido a la sobre simplificacion que representa adjudicar un
fenotipo tan complejo como la respuesta al tratamiento antiepiléptico a una variacion
Unica en el genoma, siendo relativamente pocos los estudios publicados que han
analizado la asociacion entre varios polimorfismos de nucleétido unico (SNPs) o
haplotipos en un solo gen o varios de ellos, teniendo soélo algunos de ellos correlatos
funcionales de las variaciones genéticas a nivel molecular (p. ej. medicion de los niveles
de ARNm) [2-4].

La mayoria de los estudios de farmacogenética de AED han sido realizados en pacientes
que recibieron PHT y/o CBZ (CBZ). Aunque la farmacocinética de la PHT ha sido muy
bien estudiada, asi como el impacto de la variacién gendmica sobre su metabolismo y
concentraciones plasmaticas, pocos estudios han evaluado como afectan estas
alteraciones la resistencia al tratamiento y las posibles reacciones adversas al
medicamento [9]. Esta observacion también es valida para la CBZ cuyos estudios han

mostrado resultados conflictivos [2,3,9].

Por lo tanto, teniendo en cuenta las limitaciones de los estudios existentes y el
desconocimiento actual de un biomarcador altamente predictivo para pacientes con EFR,
este trabajo tuvo por objetivo evaluar la existencia y el grado de asociacion entre las
variantes genéticas mas frecuentemente reportadas en la literatura y la efectividad y
seguridad del tratamiento anticonvulsivante. Para tal fin, se realizé la caracterizacion del
fenotipo que incluyd la respuesta al tratamiento antiepiléptico, la dosis de mantenimiento,
y la determinacién de pacientes farmaco-resistentes de acuerdo a los criterios de la ILAE
[10], junto con la evaluacion sistematica de efectos adversos a medicamentos mediante
un método de farmacovigilancia activa/intensiva, de manera prospectiva. El fenotipo fue
posteriormente correlacionado con las variantes genéticas mas importantes de acuerdo
con la informacion disponible en la literatura, en tres farmacogenes criticos en la
farmacocinética y la farmacodinamica de los AED. Estos genes incluyeron el ABCB1
(MDRA1) el cual codifica para la GP, transportador de membrana que media el paso de
muchos AED a través de la BHE y que se ha visto implicado en la fisiopatologia de la
EFR [11,12]. Para este gen fue evaluado el polimorfismo C3435T (rs1045642) el cual ha
sido uno de los polimorfismos genéticos mas evaluados en estudios de farmacogendémica
de AED vy otros medicamentos, dada la relevancia de la GP en la disposicion de los

farmacos en el organismo [4-6,8]. Asi mismo, fueron evaluados los polimorfismos C430T
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(rs1799853) y A1075C (rs1057910) del gen CYP2C9, los cuales afectan drasticamente la
funcion de la enzima del mismo nombre que metaboliza aproximadamente el 90% de la
PHT a dosis terapéuticas (antiepiléptico empleado por la mayoria de los pacientes del
estudio) y que ademas esta implicada en la biotransformacién de otros AED [3,9,13].
Finalmente, se analizé el polimorfismo IVS5 — 91 G > A (rs3812718) del gen SCN1A que
codifica para la subunidad alfa de los canales de sodio dependientes de voltaje NaV1.1,
el cual funciona como el sitio “blanco” para la accién de PHT y muchos otros AED como
CBZ, lamotrigina y VPA [14]. Este polimorfismo se ha visto implicado en las dosis
maximas de PHT y CBZ en diferentes estudios, en la ocurrencia de crisis febriles, asi
como en otros tipos de epilepsia severa de origen genético como el sindrome de Dravet,
por lo cual era importante evaluar este gen como parte de los farmacogenes implicados
en EFR [15-18].

Este es el primer trabajo colombiano en realizar un enfoque farmacogenémico de tres
genes distintos y complementarios en la via farmacocinética y farmacodinamica de los
AED para evaluar el impacto de las variantes genéticas mas importantes en la respuesta
terapéutica a la medicacién en términos de efectividad y seguridad. Por otra parte, este
es el primer estudio, hasta donde se tiene conocimiento, en documentar asociacién entre
las variantes genéticas de CYP2C9 y efectos adversos que afectan el sistema
respiratorio y gastrointestinal. A futuro, es importante evaluar las implicaciones
funcionales de estas variantes genéticas mediante estudios de transcriptomica y
protedbmica, asi como considerar la inclusibn de un mayor numero de pacientes en
futuros estudios de asociacién genotipo-fenotipo con el fin de encontrar un biomarcador

sensible y especifico para pacientes con EFR.






1.Marco teorico

Para iniciar es importante revisar aspectos generales que nos permitiran justificar la

pregunta de investigacion que originé esta tesis doctoral.

1.1 Epilepsia

La funcion anormal de los canales idnicos y las redes neurales que regulan la transmision
eléctrica en el cerebro resulta en diseminacién rapida, sincrénica y descontrolada de la
actividad eléctrica, lo cual representa la base de las crisis epilépticas [14]. Estas crisis
pertenecen a un grupo heterogéneo de desordenes que comprenden una variedad de
presentaciones clinicas y muchas causas diferentes. Estos desérdenes a su vez
representan manifestaciones clinicas de actividad eléctrica anormal en el cerebro y
deben distinguirse de la epilepsia, que se refiere a la condicién en la cual un individuo

tiene tendencia a presentar estas crisis [14].

De esta forma, la epilepsia se define como la entidad caracterizada por “crisis epilépticas”
recurrentes. A su vez la epilepsia se define como la recurrencia de crisis originadas
primariamente en el cerebro. Estas crisis corresponden a la manifestacién clinica
secundaria a descargas repentinas, excesivas e hipersincronicas de un grupo de
neuronas cerebrales. Cuando estas crisis generan fendbmenos motores paroxisticos e

involuntarios se denominan convulsiones o crisis convulsivas [14].

Dentro de la patogénesis de la epilepsia se ha descrito que la transicidn de una
comunicacion neuronal cortical normal a un ritmo epileptiforme puede ser causado por el
reclutamiento neuronal excesivo y la propagacién descontrolada debida a: aumento de la
conectividad, incremento de la transmisién excitatoria, fallo de los mecanismos
inhibitorios, alteraciones en las propiedades neuronales intrinsecas o una combinacién

de estos mecanismos [14]. Asi, en la epilepsia se han descrito multiples alteraciones a
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diferentes niveles de Ila fisiologia neuronal incluyendo alteraciones de tipo
electrofisiolégico (p. ej. cambios paroxisticos de la despolarizacion), neuroquimico
(neurotransmisores y receptores), idnico (p. ej. alteraciones en la concentracion o la
actividad de la bomba Na'/K* ATPasa), metabdlico, endocrino e incluso morfoldgico

(anatémicas, histoldgicas y ultraestructurales) [14].

Para el diagndstico de epilepsia se requiere la presencia de dos o mas crisis que no
estan precipitadas por alguna enfermedad u otro evento incitador [14]. De acuerdo con la
ILAE las crisis epilépticas pueden clasificarse como focales (antes llamadas parciales) o
generalizadas, dependiendo de si comprometen uno o ambos hemisferios cerebrales
respectivamente. En el afo 2017 fue afadida la categoria de inicio desconocido para las
crisis cuyo origen neuroanatémico no puede ser exactamente determinado [19]. Con
respecto a la etiologia de la epilepsia, tradicionalmente se ha empleado la revision de
terminologia y conceptos para la organizacion de las epilepsias la cual las clasifica en:
geneéticas, estructurales, metabodlicas o desconocidas de acuerdo a su causa

predominante [20].

1.2 Epidemiologia de la epilepsia

Se ha estimado que la epilepsia afecta alrededor de 65 millones de personas en el
mundo, y aproximadamente el 80% de estos pacientes viven en paises desarrollados
[21,22]. Segun el ultimo reporte de la OMS la epilepsia representa el 0,75% de la carga
global de enfermedad [23]. Se ha calculado que la epilepsia representa la carga mas alta
de enfermedad neuroldgica en nifios y adultos jovenes con un estimado de 23,4 millones
de casos de epilepsia activa para el afio 2015 [24]. Adicionalmente se ha calculado que
aproximadamente un 30% de pacientes epilépticos no se controla adecuadamente con la

farmacoterapia [3,10,25].

En Latinoamérica se ha estimado que la prevalencia podria ser mas alta que en paises

desarrollados [26]. En Colombia la prevalencia de la enfermedad esta alrededor del 1%

[1].
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1.3 Epilepsia farmaco-resistente (EFR)

Aunque en la literatura existen muchas definiciones de EFR, basadas la mayoria de ellas
en el numero de crisis epilépticas por afio, la ILAE decidié proponer en el afio 2009 la
siguiente definicion: “fallo de dos o mas esquemas adecuados de medicacion
antiepiléptica apropiadamente tolerados y seleccionados (en monoterapia o terapia en
combinacion) para lograr la ausencia mantenida de crisis epilépticas” [10]. Esta definicidon
fue la empleada en el presente estudio, para categorizar a las pacientes como epilépticos

refractarios.

Asi, es importante diferenciar la verdadera EFR de una pseudorresistencia que puede
estar relacionada con varias razones, dentro de las que se pueden mencionar un
diagnostico incorrecto, la seleccion de un medicamento o esquema posologico
inadecuado, o aspectos de la conducta del paciente que podrian condicionar la aparicién

del fallo terapéutico (p. €j. la falta de adherencia a la medicacion) [27].

Se considera que la resistencia a los AED es variable y multifactorial de acuerdo con la
causa subyacente y del sitio de accion del farmaco. La edad también parece afectar los
resultados del tratamiento, con una tasa mas alta de control en pacientes ancianos en

relacion a pacientes mas jovenes [27].

Existen tres hipotesis fundamentales por las cuales los pacientes pueden no responder
adecuadamente al tratamiento antiepiléptico. Estas incluyen el fallo de los farmacos para
alcanzar sus “blancos” o “dianas”, la alteraciéon de estos “blancos”, o la falta de
direccionamiento apropiado de los verdaderos “blancos” de importancia en la

fisiopatologia de un tipo especifico de epilepsia [27].

Como ejemplo de este ultimo caso se puede citar la epilepsia relacionada con encefalitis
o cancer oculto, en la cual es critico el papel de autoanticuerpos dirigidos contra
diferentes canales i6nicos implicados en la excitacién e inhibicién neuronal, receptores de
glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) y receptores de tipo B del 4cido y-aminobutirico
(GABA-B). Considerando que estas formas de epilepsia son secundarias a una

activacion anormal del sistema inmunitario en el SNC, los pacientes que las padecen
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suelen no responder a las terapias antiepilépticas convencionales, presentando

respuestas variables a la inmunoterapia [28].

A continuacion, se desarrollaran las hipoétesis del fallo de los AED para alcanzar los
‘blancos” o “dianas”, y la relacionada con la alteracion de estos receptores con la

consecuente afectacion en la farmacodinamia de los AED.

1.3.1 Aspectos farmacogenéticos de la glicoproteina P y otros
transportadores de eflujo expresados en la barrera
hematoencefalica y su relacion con la respuesta al
tratamiento antiepiléptico

Con respecto al fallo de los farmacos para alcanzar sus “blancos” o “dianas” se ha

propuesto que la resistencia puede ser atribuible a la sobre - expresion de

transportadores de eflujo de multiples farmacos en el foco epiléptico. Estos
transportadores de membrana de tipo ABC por su denominacion en inglés ATP-binding
cassefte extruyen sustratos del interior celular en contra de un gradiente de
concentracién [12]. Se ha documentado la expresién de los transportadores ABCB1
(también conocido como MDR1 o glicoproteina P) y ABCC2 (MDR2) en las células

endoteliales de los capilares cerebrales que conforman la BHE [11,12].

El transportador de eflujo mas ampliamente estudiado es la glicoproteina P (GP), que fue
la primera proteina de tipo ABC descubierta y se expresa en diferentes sitios del
organismo incluyendo la BHE, donde “bombea” xenobidticos desde el espacio intracelular
de la célula endotelial (del capilar cerebral) hacia la luz del capilar, manteniendo de esta
manera la integridad de la barrera y reduciendo la acumulacion cerebral de moléculas de

farmaco, dificultando asi el acceso al sitio de accion [29].

La relevancia de la GP en epilepsia resistente a medicamentos ha quedado de manifiesto
en estudios de especimenes cerebrales de pacientes con esta condicién en los cuales se
ha demostrado regulacién al alta de estos y otros transportadores de eflujo en los
capilares cerebrales, asi como expresion aberrante de los mismos en células gliales y

neuronales. Adicionalmente, se ha documentado una mejoria temporal en el control de
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las crisis por inhibicién de la GP en un modelo de epilepsia en ratas [30]. De esta
manera, una posible confirmacién del papel de la GP y otros transportadores de eflujo en
la resistencia a AED podria ampliar el rango de oportunidades terapéuticas, por ejemplo

a través de la modulacion de la GP en la BHE [31].

La GP es codificada en seres humanos por el gen MDR1 (multi-drug resistance 1)
designado también como ABCB1. Este gen es polimérfico y diferentes estudios han sido
publicados con respecto a los factores genéticos de riesgo para la farmacorresistencia en
epilepsia en asociacion con la GP encontrando resultados variables [4,5,7,8,22]. Mas

adelante se presenta una breve resefia de estos estudios.

Dentro de los AED existe evidencia de que CBZ, PHT, PNB, VPA, gabapentina,
topiramato, lamotrigina y felbamato podrian ser sustratos de la GP, por lo que la actividad
de esta glicoproteina podria ser un factor condicionante de la permeabilidad de los

mismos a través de la BHE [30].

En 1995 Tishler et al. reportaron que 11 de 19 especimenes cerebrales resecados de
pacientes durante la cirugia para epilepsia intratable, tuvieron niveles de RNA mensajero
(mRNA) de MDR1 diez veces mas altos que los cerebros controles (de pacientes sin
EFR). En este mismo estudio la inmunohistoquimica de la GP de 14 de los pacientes
mostré aumento de la tincidn en el endotelio capilar en las muestras de pacientes con
EFR en comparacién con la tincién de las muestras de los cerebros normales. Asi
mismo, las concentraciones estables de PHT en células de neuroectodermo que
expresaban MDR1 fue un cuarto de las células negativas para esta proteina [32]. Estos
hallazgos sugirieron que la falta de respuesta a la medicaciéon en la EFR podia ser

causada por una distribucion inadecuada de los AED al cerebro.

En este sentido también se ha demostrado que los inhibidores COX-2 disminuyen la
regulacion al alta de ABCB1 relacionada con epilepsia y mejoran el transporte cerebral
de la PHT evitando la resistencia en modelos animales [11]. Experimentos en ratas
sugieren un papel para otro transportador, ABCC2 en transportar la PHT a través de la
BHE [33], pero los estudios de lineas celulares in vitro no apoyan el transporte de este
farmaco via ABCC1, ABCC2, o ABCC5 [34].
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Dentro de los polimorfismos genéticos del gen ABCB1 que posiblemente se encuentran
relacionados con resistencia al tratamiento antiepiléptico, el mas ampliamente estudiado
ha sido el C3435T también conocido como rs1045642 [3,27]. Siddiqui et al. en el afo
2003 fueron los primeros investigadores en examinar si el polimorfismo C3435T del gen
ABCB1 estaba asociado con resistencia a los AED en pacientes caucasicos con epilepsia
[35]. En este estudio, la frecuencia del genotipo C/C entre pacientes resistentes a la
medicacién fue significativamente mas alta que en pacientes respondedores (p = 0.006).
Posteriormente, Zimprich et al. confirmaron los resultados del reporte original (p = 0.035)
[36], pero el resultado del estudio de Tan et al. realizado también en el 2004 como una
réplica del estudio de Siddiqui et al. y casi el doble de pacientes fue negativo [37].
También fueron negativos los resultados obtenidos por Szoeke et al. quienes analizaron
la respuesta al tratamiento de tres cohortes de pacientes con epilepsia recientemente
diagnosticada y diferentes origenes, incluyendo pacientes de Escocia, Australia y Hong
Kong [38].

Hasta la fecha se han publicado mas de cuarenta estudios dirigidos a estudiar la
asociacion del polimorfismo C3435T del gen ABCB1 y la resistencia al tratamiento
antiepiléptico, de los cuales aproximadamente la mitad de ellos fueron negativos, y no
encontraron asociacion entre este polimorfismo y la respuesta al tratamiento
antiepiléptico [7,35-73,73-78].

Con el fin de esclarecer la relacion entre el polimorfismo C3435T y la EFR, fueron
conducidos varios meta-analisis. Cinco meta-analisis publicados entre el 2007 y el 2011
no encontraron asociacién entre el polimorfismo mencionado del gen ABCB1 y el fenotipo
de EFR [5,8,48,79,80].Un factor comun a todos los meta-analisis es la alta
heterogeneidad debida al tamafio de muestra de los estudios, la etnia de los pacientes
incluidos, la definicién de farmacorresistencia que hacia que pacientes clasificados como
respondedores en un estudio pudieran ser clasificados como refractarios en otro, el
sindrome o tipo de epilepsia predominante, el tipo de AED empleados, la duracion del
tratamiento, la interacciéon de los AED y otros farmacos con la GP, la presencia de
variantes genéticas multiples, los factores ambientales y la consanguinidad entre otros
factores [76,80].
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En el aifo 2014 Li et al. publicaron una meta-analisis que incluyé 38 estudios de
asociacion, que incluyeron 4.037 pacientes con EFR y 4.679 pacientes respondedores.
Los autores encontraron una asociacién entre el polimorfismo C3435T y el riesgo de
padecer EFR en todos los modelos (alélico, dominante, recesivo, codominante y
homocigoto) [76]. Estos resultados fueron confirmados parcialmente por el meta-analisis
de Chouchi et al. publicado en el 2017 [4]. En este trabajo se emplearon criterios de
inclusién y exclusion mas estrictos que en otros meta-analisis por lo que solamente
fueron incluidos 454 casos de pacientes con EFR y 282 controles. Los autores
encontraron una asociacion significativa entre la falta de respuesta al tratamiento
antiepiléptico y la presencia del genotipo TT (TT vs. CC: OR = 2,38, 95%CI 1,78 — 3,18 P
<107, lo cual contradice los resultados encontrados en el estudio original de Siddiqui et

al [35], y en el meta-analisis de Li et al. publicado tres afios atras [76].

En poblacion latinoamericana existen dos trabajos publicados sobre la influencia de este
polimorfismo y la EFR: el trabajo de Velasco-Parra de 2011 [61], y el de Escalante-
Santiago et al. de 2014 [81]. El estudio de Velasco-Parra fue un estudio realizado en
pacientes epilépticos colombianos que incluyé 111 casos (pacientes epilépticos
refractarios) y 91 controles (pacientes epilépticos respondedores). Adicionalmente, fueron
considerados 100 controles sanos correspondientes a personas sin epilepsia. En este
estudio la frecuencia del genotipo CC fue casi dos veces mas alta en los casos que en
los controles (23,5 vs. 13,1%) OR = 1,91; CI95% 1,64 — 2,23) por lo que los autores
concluyeron que el polimorfismo C3435T podria ser un marcador de EFR en poblacion

colombiana.

Por su parte, el estudio de Escalante-Santiago fue un estudio piloto realizado en 22
pacientes con EFR y 7 controles, en quienes fueron evaluados varios polimorfismos para
el gen ABCB1 incluyendo el rs1045642, asi como otros polimorfismos del gen ABCC2.
Los autores solamente encontraron asociacion entre el genotipo TA del gen ABCB1
(rs2032582), asi como para el alelo T del gen ABCC2 (rs3740066) y la presencia de EFR
[81].

En conclusién, la evidencia de asociacion para el polimorfismo ABCB1 con EFR sigue

siendo controversial y no justifica la genotipificacién de rutina para predecir la respuesta a
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la terapia antiepiléptica [3]. Sin embargo, los resultados positivos arrojados por los meta-
analisis mas recientes, asi como por el unico estudio realizado en pacientes
colombianos, motivaron la evaluacion del polimorfismo C3435T en esta cohorte de
pacientes epilépticos.

Con respecto al gen ABCC2 un meta-analisis publicado recientemente que incluyé 4300
pacientes (2261 pacientes con EFR y 2039 controles) encontré que la variante ¢.-24C>T
fue la unica que estuvo asociada con un riesgo significativamente mas alto de resistencia
a la medicacion antiepiléptica (TT + CT vs CC: OR = 1,24, 95%CIl = 1,06 — 1,46, p =
0,009; TT vs CT + CC: OR = 1,90, 95% Cl = 1,31 — 2,76, p = 0.0008; T vs C: OR = 1.27,
95% Cl =1.11 -1.46, p = 0.0006) [82].

Recientemente Domjanovic et al. documentaron que la variante ACBCG2 421 C>A
podria afectar la concentracién plasmatica de lamotrigina en pacientes tratados con este

medicamento [83].

1.3.2 Alteracion de los “blancos” o “dianas” (modulacién de la
farmacodinamia) de los farmacos antiepilépticos y su
relacién con la respuesta al tratamiento

La hipdtesis de los “blancos” postula que la alteracion en las “dianas” celulares de los

AED conduce a una reduccidn en su sensibilidad al tratamiento [2,3,27].

De acuerdo con esta teoria, teniendo en cuenta que los AED se unen a una o mas
moléculas “blanco” para ejercer sus efectos terapéuticos, las alteraciones en estos
“blancos” celulares pueden reducir la sensibilidad a los farmacos y consecuentemente
influenciar la respuesta al tratamiento. Dentro de los “blancos” de los AED, los canales de
sodio dependientes de voltaje son los mas importantes, pues de su bloqueo depende el
mecanismo de accion de muchos AED como CBZ, oxcarbazepina, PHT, lamotrigina y
VPA, aunque este ultimo tiene otros mecanismos de accion [14]. Estos farmacos ejercen
su accion antiepiléptica a través de la supresion de las descargas de alta frecuencia de

las neuronas, estabilizando los canales en su forma inactiva [14].
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Los canales de sodio dependientes de voltaje son proteinas de membrana multiméricas,
qgue forman un poro central en la membrana que conduce de manera selectiva iones de
sodio. El poro consiste en cuatro dominios homdlogos (D1-D4), cada uno de los cuales
contiene seis segmentos transmembrana (S1-S6). La subunidad a es el principal
componente de los canales de sodio, la cual se une de forma no covalente a las
subunidades B1 o B3, y de forma covalente a las subunidades B2 o B4 [84]. Se ha
descrito que para formar un canal funcional la subunidad a es suficiente, pero la union a
las subunidades B permite la modulacion de la biofisica y el trafico a través del canal. Las
subunidades a son codificadas por una serie de genes homdlogos: SCN1A a SCN11A.
De estos, se han reportado mutaciones en los genes SCN1A, SCN2A y SCN3A, los
cuales estan ampliamente expresados en el cerebro humano. Estas mutaciones se han
asociado con mayor riesgo de padecer epilepsia en algunos estudios, asi como

resistencia a la medicacién antiepiléptica en grado variable [85].

Varios estudios han sugerido que la epilepsia generalizada combinada con las
convulsiones febriles corresponde al tipo de crisis epilépticas mas frecuentes en
miembros de familias con mutacién del SCN1A [86—88]. Sin embargo, los mecanismos
moleculares no son del todo claros. Una posible explicacién que la excitabilidad neuronal
es un parametro estrechamente regulado y que las alteraciones en la expresion o funcion
de un canal pueden conducir a cambios compensatorios en otros canales idnicos. Varios
cientos de mutaciones de novo del gen SCN1A ya han sido identificadas, principalmente
en ninos con una forma especialmente severa de epilepsia y la epilepsia mioclonica
severa de la infancia o SMEI [87,89]. Entre estas mutaciones, hay evidencia fuerte que
sefala que el SNP IVS5N+5 es funcionalmente importante, porque tiene influencia sobre
la expresion relativa de los productos de splicing alternativo [90]. ElI exdn neonatal esta
preferencialmente pero no exclusivamente expresado durante los periodos del desarrollo
temprano, y de acuerdo a algunos estudios, regulado al alta después de las convulsiones
[90,91]. Esta mutacion puede inducir las alteraciones de desbalance entre excitabilidad e

inhibicién a nivel molecular, celular y sistémico [92].

Un meta-analisis que incluyé un total de 6 estudios con 2.719 casos y 2.317 controles
encontré una asociacién significativa entre el polimorfismo SCN1A IVS5-91 G>A vy la
presencia de crisis febriles (A vs. G: OR=1.498, 95%CI=1.138-1.972; AA vs. GG:
OR=2.292, 95%CI=1.620-3.243; AG vs. GG: OR=1.414, 95%CI|=1.010-1.978; modelo
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recesivo: OR=1.747, 95%CI=1.119-2.728 y modelo dominante: OR=1.730, 95%CI|=1.259-
2.376) [92].

De la misma forma, un estudio de serie de casos realizado en pacientes colombianos
encontr6 una asociacion entre diferentes mutaciones del gen SCN1A y epilepsia

generalizada con crisis febriles [93].

En el afio 2008 se documentd la primera asociacién entre el polimorfismo IVS5-91 G > A
del gen SCN1A y la presencia de EFR en un estudio realizado en 228 pacientes
epilépticos japoneses. La frecuencia del genotipo AA fue significativamente mas alta en
pacientes resistentes a CBZ (OR 2,7 CI95% 1,1 - 7,1) [15].

A partir de entonces fueron realizados varios estudios para evaluar la asociacion entre el
polimorfismo IVS5-91 G > A y la EFR, los cuales encontraron resultados contradictorios
[18,58,94,95]. Un meta-analisis publicado en el afio 2013 en pacientes con EFR de
pacientes de Hong Kong y Malasia con EFR no encontré una asociacién significativa

entre este polimorfismo y la falta de respuesta al tratamiento antiepiléptico [95].

Sin embargo, un estudio de casos y controles publicado recientemente, realizado en 400
pacientes griegos (200 de ellos con EFR) que emple6 los criterios de la ILAE para definir
EFR encontré una asociacion estadisticamente significativa entre el polimorfismo 1VS5-
91 rs3812718 G>A del gen SCN1A y la falta de respuesta a la medicacion antiepiléptica
para la presencia del genotipo A/A vs. G/G (aOR = 32.43, 95% CI: 2.68-272.73, p =
0.006) y AA vs. A/G (aOR =5.07, 95% CI: 1.05—-24.40, p = 0.043) respectivamente [16].

A la fecha no se han publicado estudios realizados en pacientes colombianos sobre una
posible asociacion entre variantes del gen SCN1A y EFR. La plausibilidad bioldgica antes
mencionada, y la falta de estudios concluyentes sobre una posible asociacion entre el
polimorfismo 1IVS5-91 rs3812718 G>A y la EFR, motivaron la evaluacién de esta variante

genética en los pacientes del presente estudio.
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Adicionalmente, el polimorfismo IVS7-32A>G (rs2304016) del gen SCN2A que codifica la
subunidad a, de los canales de sodio neuronales se ha visto asociado con resistencia a
los AED en general, incluyendo aquellos que actuan sobre los canales de sodio (OR =
2,1; 95%ClI: 1,2 — 3,7, P = 0.007) [96]. Sin embargo, esta asociacion no pudo ser

confirmada por el meta-analisis de Haerian et al. publicado cinco ainos mas tarde [95].

Se ha especulado que al igual que ocurre con el polimorfismo C3435T del gen ABCB1, el
efecto de factores de confusién como la polifarmacia, con el subsecuente riesgo de
interacciones medicamentosas y la etnia, entre muchas variables de confusion

adicionales, puede haber contribuido a las discrepancias en los resultados [3,95].

Aparte del canal de sodio dependiente de voltaje, se han analizado otras “dianas” de la
accion antiepiléptica como el receptor GABAAa. La alteracion en la expresion de subtipos
este receptor se ha visto asociada con epilepsia resistente a benzodiazepinas [97]. La
sensibilidad reducida del receptor GABAA a farmacos que se unen al sitio 1 del receptor
de benzodiazepinas ha sido reportada en el modelo de epilepsia por pilocarpina [98], y
otros dos estudios sefialaron cambios en los subtipos del receptor GABAA en tejido

cerebral resecado de pacientes con epilepsia refractaria del I6bulo temporal [99,100].

Un estudio realizado en pacientes con EFR del norte de la India encontré que el
polimorfismo IVS11+15 A>G del gen GABRA1 estuvo asociado con farmacorresistencia
en el modelo homocigoto (genotipo GG): (P = 0,031; OR = 1,84; 95%CI = 1,05 — 3,23) y
alélico (G): (P = 0,020; OR =1,43; 95%CI = 1,05 — 1,95) [101].

A la fecha, no es claro si las variantes genéticas mencionadas resultan en disminucion de
la sensibilidad del receptor a los AED. La principal debilidad de la hipotesis del “blanco”
es la presunciéon de un conocimiento definitivo sobre los mecanismos de accion de los
AED, algunos de los cuales no se han comprendido del todo. Asi mismo, esta hipotesis
no apoya la observacion de que los pacientes con epilepsia refractaria frecuentemente
tienen resistencia a multiples farmacos con diferentes mecanismos de accién, aunque no
se puede descartar que la alteracion en los “blancos” farmacologicos pueda jugar un

papel contribuyente [3,27,102].
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1.3.3 Alteracion de las enzimas del Citocromo P450 y otras
enzimas metabdlicas, y su relacién con la respuesta al
tratamiento antiepiléptico

En humanos el metabolismo de la mayoria de los AED es mediado por la familia del

Citocromo P450 (CYP). Algunos CYPs tienen variantes genéticas que codifican

isoformas con actividad variable, las cuales a su vez pueden afectar la concentracion

sérica del antiepiléptico, o alterar el flujo a través de las diferentes vias metabdlicas, con

el riesgo subsecuente de toxicidad por el medicamento [3].

Asi mismo algunos estudios han implicado la actividad metabdlica variable combinada
con alteraciones en los transportadores de eflujo, como una posible causa de la falta de
respuesta a tratamiento antiepiléptico. Kerb et al. reportd en un estudio clinico conducido
en 96 voluntarios sanos turcos que el analisis combinado de los genotipos de CYP2C9 y
MDR1 tiene mayor valor predictivo para las concentraciones plasmaticas de PHT que el
analisis de CYP2C9 solamente [103]. Por otra parte, Simon et al. encontraron que los
niveles intestinales de expresién de GP tuvieron una débil asociacion con bajas
concentraciones plasmaticas de CBZ, y que los niveles de expresion de otro
transportador de eflujo conocido como MRP2 estuvieron débilmente relacionados con las
dosis de CBZ en 29 pacientes epilépticos [104]. Sin embargo, ninguno de los dos

estudios tuvo como objetivo la evaluacion de la respuesta al tratamiento antiepiléptico.

Por otra parte, hay evidencia establecida, de buena calidad, sobre el efecto de las
variantes de CYP2C9 y CYP2C19 que pueden conducir a diferencias significativas en la
concentracién sérica de los AED [3,105]. La enzima CYP2C9 representa cerca del 90%
del metabolismo de la PHT, de tal forma que los polimorfismos en CYP2C9 son un
determinante importante en la tasa metabdlica de este farmaco. Los individuos
portadores de alelos de CYP2C9 que codifican variantes enzimaticas (alozimas) con
actividad reducida metabolizan la PHT a una tasa considerablemente mas lenta en
comparacion a los individuos homocigotos para el alelo wild-type (CYP2C9*1;
rs1057910(A)), y por lo tanto tienen mayor riesgo de desarrollar neurotoxicidad
dependiente de la concentracion plasmatica. Dentro de estos polimorfismos, CYP2C9*2
(rs1799853) y CYP2C9*3 (rs1057910(C)) son los mejor estudiados [14]. Las dosis de
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mantenimiento de PHT deben ser reducidas en un 23 a un 38% en individuos
heterocigotos con un alelo de funcion reducida, y en un 31% a un 52% en portadores de
dos alelos de CYP2C9 de funcién disminuida con respecto a los individuos homocigotos
para CYP2C9*1 [105].

Se ha documentado que la presencia de estos alelos es variable y depende de la
poblacion considerada, llegando a ser hasta del 29% en poblacién europea para el caso
del CYP2C9*2, y del 21% para el CYP2C9*3 en la misma poblacién [106]. Estos datos
indican que la genotipificacion previa al inicio de la terapia podria ser beneficiosa para
pacientes que reciben PHT y otros farmacos que emplean esta misma via metabdlica (p.
ej. warfarina), pero aun es necesario demostrar si esta estrategia es costo-efectiva en
todas las poblaciones, incluida la colombiana, por lo que el monitoreo de sintomas y
signos clinicos de toxicidad junto con los niveles séricos sigue siendo la aproximacion
estandar [3].

Por otra parte, un genome-wide association study (GWAS) de casos de pacientes con
reacciones adversas cutaneas severas a la PHT y 412 controles de Taiwan descubrieron
una agrupaciéon de 16 SNPs en los genes CYP2C en 10923.33 que alcanzaron
significancia estadistica. La secuenciacion directa de CYP2C9 sefal6é que la mutacion
con cambio de sentido rs1057910 (CYP2C9*3) estaba asociada significativamente con

reacciones adversas cutaneas severas [107].

Para otras enzimas metabdlicas y su relacidon con la respuesta al tratamiento
antiepiléptico existen pocos datos, la mayoria de ellos preliminares, que se presentan a

continuacion.

Estudios que han evaluado la asociaciéon entre los genotipos de CYP2C19 y la
farmacocinética de clobazam y el N-desmetilclobazam (N-clobazam), un metabolito
activo del clobazam, han encontrado que algunos polimorfismos se han asociado con las
concentraciones séricas del N-clobazam y la eficacia clinica. Estos estudios se han

conducido en poblaciones asiaticas y no han sido replicados ampliamente [108—111].

La influencia genética en el metabolismo del PNB también parece estar relacionada
mayormente con polimorfismos de CYP2C19, con diferencias étnicas en el perfil de

tolerabilidad del PNB [112]. Sin embargo, no hay evidencia que la genotipificacién mejore
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los desenlaces de la terapia con PNB en comparacion a la observacion clinica y el

monitoreo de concentraciones séricas [3].

El VPA esta sujeto a vias metabdlicas oxidativas y no oxidativas complejas. La mayoria
del farmaco es eliminado como conjugados de glucurénido. La beta-oxidacion
mitocondrial que produce metabolitos no saturados es la segunda via metabdlica
principal. Cerca del 15 a 20% de la dosis de VPA es metabolizado por enzimas del CYP,
resultando en la formacion de 4-ene-VPA y sus metabolitos hidroxi. La principal enzima
para hidroxilacién y desaturacion a 4-ene-VPA es CYP2C9, con pequefas contribuciones
de CYP2A6 y CYP2B6 [113]. Sin embargo no se ha documentado la asociacién entre
alguna variante genética de las enzimas anteriormente mencionadas y la respuesta
terapéutica al VPA [3].

La lamotrigina es eliminada casi enteramente por glucuronidacion. Un estudio
farmacocinético previo encontré que en siete individuos con sindrome de Gilbert
(hiperbilirrubinemia no conjugada debido a una deficiencia determinada genéticamente
en la uridina difosfato glucurunosiltransferasa, UGT) el aclaramiento de la lamotrigina fue
mas bajo que en los controles sanos [114]. Sin embargo, el impacto de esta variante

genética en la respuesta al tratamiento es desconocido [3].

La zonisamida es eliminada por via renal como el metabolito 2-sulfamoilacetil-fenol
(SMAP)-glucurénido (50%), como zonisamida sin cambios (35%) y como N-acetil
zonisamida (15%). Se desconoce si estos metabolitos tienen actividad biolégica o
carecen de ella. Los datos in vitro mostraron que la formacion de SMAP es catalizada
principalmente por CYP3A4 y en menor magnitud por CYP3A5 y CYP2C19 [115]. Okada
et al. encontraron que los genotipos de CYP2C19 pueden influenciar la farmacocinética
de la zonisamida, con un rol en el desarrollo de algunas reacciones adversas en
pacientes japoneses con epilepsia [116]. Sin embargo, estos hallazgos necesitan ser

replicados en otros estudios [3].

La CBZ es ampliamente metabolizada en el higado, con menos del 5% de una dosis oral

excretada sin cambios por la orina [117]. La CBZ es metabolizada predominantemente a
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CBZ-10,11 epodxido por las enzimas CYP3A. La principal enzima implicada en su
metabolismo, CYP3A4, tiene un alto numero de polimorfismos conocidos, aunque la
mayoria tienen baja frecuencia y no reflejan variabilidad interindividual significativa en el
efecto fenotipico in vivo [118]. CBZ-10,11 epo6xido y CBZ-10,11 trans-diol son los
metabolitos primarios en la orina (£ 60%) [119]. Muchas enzimas del CYP estan
implicadas en la formacién de metabolitos de CBZ pero hasta ahora no se ha demostrado
contribucidn alguna de los genotipos a la farmacocinética de la CBZ [120]. SNPs del gen
de la epdxido hidrolasa mitocondrial (EPHX1) han demostrado que afectan Ia
farmacocinética de la CBZ en pacientes chinos con epilepsia y en pacientes epilépticos

de Kosovo con origen albanés [121,122].

Existen algunos estudios adicionales que requieren replicacion. La retigabina es
metabolizada por N-glucuronidacién y N-acetilacién. Sin embargo, su aclaramiento no
parece verse afectado en el sindrome de Gilbert ni por polimorfismos comunes del gen
de la N-acetil-transferasa de tipo 2 (NAT-2) [123]. Un estudio en pacientes epilépticos
chinos Han encontré una asociacién entre polimorfismos genéticos de SCN1A, ABCC2 y
UGT2B7 y las dosis de mantenimiento de oxcarbazepina [124]. Finalmente, la variante
rs2606345 que resulta en una menor expresion del CYP1A1 se ha visto asociada con
una menor respuesta a los AED de primera linea en mujeres de la India con epilepsia
[125,126].

1.4 Genes y grupos de genes asociados con la
farmacocinética y farmacodinamia de las principales
alternativas farmacoldégicas para el manejo y
tratamiento de la epilepsia

A continuacion, se presentan los aspectos farmacogenéticos mas importantes de las vias
farmacocinética y farmacodinamica de la PHT, CBZ, y VPA, ya que estos fueron los AED

mas frecuentemente empleados por los pacientes del estudio.

1.4.1 Fenitoina

La fenitoina (PHT) es uno de los AED mas ampliamente prescritos en los Estados Unidos
y en el mundo (aproximadamente el 52% de las prescripciones de AED en comparacién

al 19% para VPA, 11% para CBZ y 7% para PNB [127]. Tiene una ventana terapéutica
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estrecha y variabilidad interindividual amplia en su eliminacion (la cual depende
fundamentalmente del metabolismo hepatico), por lo que el monitoreo de
concentraciones plasmaticas frecuentemente es necesario. Los efectos adversos de la
PHT van de los leves (p. ej. hiperplasia gingival) a los severos que comprometen la vida

(p- ej. SSJ/NET) y teratogénicos (p. ej. defectos de nacimiento) [9].

1.4.1.1 Farmacocinética de la PHT

La PHT es metabolizada primariamente al compuesto inactivo hidroxifenitoina 5-(4'-
hidroxifenil)-5-fenilhidantoina (p-HPPH) [128]. Hasta el 90% de la PHT es metabolizada a
p-HPPH y posteriormente glucuronizada y excretada en la orina. La conversion
preferencial por la isoenzima CYP2C9 conlleva a una formacion mucho mas alta del
isomero S de la p-HPPH por una relacion de hasta 40:1 [129]. De esta manera, se ha
postulado que las relaciones relativas de los estereoisomeros pueden ser usadas para
fenotipificar variantes genémicas de CYP2C9 y CYP2C19 [9].

Se piensa que la formacion de p-HPPH procede a través de un intermediario reactivo
arendxido [130], y la "hipétesis del arendxido" ha sido el mecanismo prevalente citado por
la mayoria de los autores que reportan casos de reacciones de hipersensibilidad a la
PHT, SSJ/NET, hepatotoxicidad y otras formas de toxicidad idiosincratica. El arenéxido
puede ser convertido también a PHT dihidrodiol a través de la epoxido hidrolasa (EPHX1)
y diferentes isoenzimas del CYP (CYP1A2, CYP2C19, CYP2E1, CYP2A6, CYP2D6,
CYP2C8, CYP2C9 y CYP3A4) [132]. EI metabolito dihidrodiol puede ser convertido al
catecol y posteriormente a PHT metilcatecol por accidon de la catecol-o-metiltransferasa

(COMT), compuesto que es finalmente eliminado en la orina [9].

La hidroxifenitoina puede ser convertida a la forma catecol, por varias enzimas del CYP.
Se ha encontrado que CYP2C19 es el catalizador mas efectivo para la formacién de este
compuesto, aunque CYP2C9 y CYP3A4 podrian ser responsables para la mayoria de la
biotransformacién debido a su predominancia relativa en el higado [132,133]. In vitro se
ha demostrado que CYP3A5, CYP3A7, CYP2D6 y CYP2B6 también catalizan en cierta

medida la formacion del catecol [132,133]. Se ha reportado ademas que CYP2C18 se
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expresa en la piel y cataliza los pasos de hidroxilacion primarios y secundarios que

pueden ser de importancia para la generacion de reacciones adversas cutaneas [134].

La hidroxifenitoina es glucuronizada por las UGTs, especificamente UGT1A1, UGT1A4,
UGT1A6 y UGT1A9. Se ha propuesto que esta glucuronidacién evita la conversion
mediada por peroxidasa de la hidroxifenitoina a un metabolito toxico reactivo que puede
oxidar proteinas, lipidos y ADN [135]. La glucuronidacion de p-HPPH es estereoselectiva
con UGT1A1 glucuronizando el isomero S preferencialmente y UGT1A9 y UGT2B15

actuando sobre el isémero R [136].

Las reacciones adversas a la PHT y a muchos medicamentos se pueden clasificar en dos
categorias grandes: toxicidades dependientes de la dosis (o0 concentracion
dependientes), también llamadas reacciones adversas a medicamentos (RAM) de tipo A
y reacciones de hipersensibilidad que son idiosincraticas por naturaleza o de tipo B
segun la clasificacion propuesta por Rawlins y Thompson [137]. Las RAM dependientes
de un aumento en la concentracién plasmatica por encima del rango terapéutico estan
asociadas con alteracion de la para hidroxilacion lo cual lleva a acumulacidn excesiva de
la PHT. Con respecto a las RAM de tipo B hay todavia algin debate sobre que formas
del farmaco y sus metabolitos estdn mas frecuentemente implicados en generar
reacciones de hipersensibilidad [138]. Se ha demostrado que PHT y p-HPPH forman
aductos con una variedad de enzimas enddgenas [134]. Adicionalmente, se ha
documentado la presencia de anticuerpos que reconocen CYP3A4, la sintasa de
prostaglandina I, — prostaciclina (PTGIS) y la tromboxano A; sintasa 1 (TBXAS1) en el

suero de pacientes con hipersensibilidad [9].

1.4.1.2 Farmacodinamia de la PHT

Los “blancos” de la PHT son los canales de sodio operados por voltaje en el cerebro [14].
Los canales de sodio operados por voltaje son complejos heteroméricos que consisten
en una subunidad alfa glicosilada grande (aproximadamente 260 kD) y 2 subunidades
beta mas pequenas (33-39 kD). Los canales de sodio operados por voltaje son
codificados por la familia de genes SCN, cuyos integrantes se expresan en el corazén y
el masculo esquelético, asi como en el sistema nervioso central y periférico [139]. Los

genes SCN1A, SCN2A y SCN3A codifican para las subunidades alfa expresadas en el
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cerebro. Las mutaciones en el SCN1A estan asociadas con epilepsia, mas de 500
variantes han sido reportadas, incluyendo aquellas asociadas con el sindrome de Dravet
también conocido como epilepsia mioclonica severa de la infancia (SMEI) [89]. Variantes
asociadas a epilepsia también han sido reportadas en SCN2A, pero pocas variantes en
SCN3A han sido documentadas [140].

La PHT se une al canal SCN2A preferencialmente en la formacion abierta [141]. Se
piensa que PHT bloquea muy poco los canales de sodio a tasas bajas de descarga
permitiendo la actividad cerebral normal, pero suprime las descargas repetitivas de alta
frecuencia caracteristicas de las convulsiones [141,142]. Por lo tanto, las variantes en los

canales de sodio podrian impactar la eficacia de la PHT [9].

1.4.2 Carbamazepina

La carbamazepina (CBZ), una dibenzapina, es un compuesto ftriciclico usado en el
tratamiento de la epilepsia, neuralgia del trigémino y desordenes psiquiatricos como el
trastorno afectivo bipolar [143]. Al igual que la PHT, puede generar reacciones adversas
dermatoldgicas serias como el SIS/NET y el sindrome DRESS [144,145]. Otros tipos de
reacciones de hipersensibilidad también estan asociados con la CBZ incluyendo erupcion
cutanea leve, fiebre, eosinofilia y reacciones cruzadas con otros anticonvulsivantes [14].
Hasta el 80% de los pacientes que tienen una reaccién adversa idiopatica a la CBZ
tendran RAM a otros anticonvulsivantes, lo cual restringe las opciones de tratamiento
[146]. Ademas de los eventos adversos, la falta de eficacia también puede ser un
problema, pues como se ha mencionado, hasta un 30% de los pacientes padecera EFR
[3,27]. Los mecanismos por los cuales ocurren estos eventos no estan completamente
claros, aunque varios farmacogenes candidatos se han asociado con la respuesta
terapéutica a la CBZ. Los métodos actuales para individualizar el tratamiento incluyen el
monitoreo de concentraciones plasmaticas del farmaco parental y/o sus metabolitos, con
el ajuste de dosis subsecuente. Sin embargo, esta aproximacién no esta exenta del
riesgo de eventos adversos al tratamiento [9]. La capacidad de identificar pacientes que
se beneficiardan de la CBZ sin sufrir eventos adversos y definir la dosis antes del

tratamiento seria una herramienta clinica altamente valiosa [9]. A continuacién, se
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presenta una breve revision sobre los aspectos farmacogenéticos de la CBZ que

determinan su farmacocinética y su farmacodinamia.

1.4.2.1 Farmacocinética de la CBZ

La CBZ es casi completamente metabolizada en el higado y solamente un 5% del
farmaco es excretado sin cambios por la orina [147]. La via metabdlica principal es la
conversion a CBZ-E, reaccion catalizada primariamente por Citocromo P450 (CYP) 3A4 y
de manera secundaria por CYP2C8 y CYP3A5 [120,148]. Vias metabdlicas menores
incluyen la hidroxilacion del anillo para formar 2-hidroxi-CBZ (2-OH-CBZ) y 3-hidroxi-CBZ
(3-OH-CBZ). La formacién de cada uno probablemente ocurre a través de un
intermediario epoxido (intermediario arendxido), con CYP2B6 y CYP3A4 como las
enzimas mas importantes en la formacién de 3-OH-CBZ, y diferentes CYPs implicados
en la formacion de 2-OH-CBZ [120].

El metabolismo subsecuente de 2-OH CBZ y 3-OH CBZ por la isoenzima CYP3A4
representa dos vias de bioactivacion potenciales distintas. La oxidacion secundaria de 2-
OH CBZ dependiente de CYP3A4 genera la formacién de metabolitos tiol reactivos a
través de un intermediario iminoquinona [120], mientras que la oxidacién de la 3-OH CBZ
conlleva la formacion de metabolitos reactivos capaces de inactivar el CYP3A4 y formar
aductos covalentes [119,120]. La 3-OH CBZ y en menor grado la 2-OH CBZ y la CBZ,
pueden ser metabolizadas por la mieloperoxidasa generando radicales libres [149]. Esta
reaccion libera especies reactivas del oxigeno y puede conducir a la formaciéon de
aductos de proteinas. La unién covalente y la formacion de aductos ha sido observada
también para la PHT, y es considerada un paso necesario en la patogénesis de

reacciones adversas idiosincraticas a este tipo de compuestos [149].

La CBZ estimula la regulacion transcripcional a la alta de genes implicados en su propio
metabolismo (autoinduccion), con induccion de CYP3A4 y CYP2B6, via NR112 (PXR) y
NR113 (CAR) [150-152]. Asi mismo se han documentado diferentes interacciones
farmaco-farmaco mediadas por CYP3A4 y CYP2B6 que pueden complicar el uso de la

CBZ en pacientes polimedicados [153,154].
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Algunos estudios han sugerido que la glucuronidacion no es relevante en el metabolismo
de la CBZ y la CBZ-E [147], aunque algunos estudios sugieren participacion de la enzima
UGT2B7 [155,156].

El transporte variable de la CBZ, particularmente a través de la BHE, puede ser
responsable de la variabilidad en la respuesta a este medicamento. La salida
incrementada del farmaco del cerebro ha sido propuesta como un mecanismo de
farmaco-resistencia, teniendo a la GP (codificada por el gen ABCB1) como la presunta

responsable [157].

Estudios en ratas han sugerido que la CBZ es sustrato de la GP [33]. Sin embargo,
ensayos in vitro y trabajos en ratones no evidenciaron que la CBZ fuera transportada por
esta glicoproteina [34,158]. Otros autores han confirmado que la CBZ no es transportada
por la GP aunque ésta si transporta a la CBZ-E [159]. Se ha demostrado ademas que
RALBP1, también conocido como RLIP76, transporta la CBZ y puede estar implicado en
casos de farmaco — resistencia [160]. Evidencia adicional implica al gen ABCC2 como un
farmacogén potencial para CBZ [161], sin embargo estudios realizados en lineas
celulares mostraron que ABCC1, ABCC2 y ABCC5 no transportan la CBZ in vitro [34].

1.4.2.2 Farmacodinamia de la CBZ

En la actualidad el mecanismo de accion de la CBZ en humanos no esta completamente
entendido. Se ha propuesto a través de los estudios animales que este farmaco trabaja
reduciendo las respuestas poli sinapticas y bloqueando la potenciacién post tetanica.
También se ha demostrado que reduce el dolor causado por la estimulacién del nervio
infraorbitario en gatos y en ratas. Otro grupo de hallazgos fue la reduccion del potencial
de accion en el nucleo ventralis del talamo y depresiéon del reflejo lingual mandibular.
Esta reduccién del potencial de accion ocurre por la unidon de la CBZ a los canales de
sodio dependientes de voltaje e inhibiendo la generacién de potenciales de accion
rapidos. Este efecto se incrementa con un mayor aumento de la tasas de descarga

neuronales [162].



Capitulo 1 47

1.4.3 Acido valproico

El acido valproico (VPA) es un acido graso de cadena corta derivado del compuesto
natural conocido como acido valérico. VPA es usado en el tratamiento la epilepsia y las
crisis epilépticas, asi como en migrafia, trastorno afectivo bipolar, trastornos de ansiedad
y otros desérdenes psiquiatricos [163]. En la ultima década se ha explorado su uso como
un agente adyuvante en cancer, terapia contra el VIH, y enfermedades
neurodegenerativas debido a su accion como inhibidor de la enzima histona deacetilasa
[164,165].

El VPA esta disponible en diferentes formas farmacéuticas incluyendo presentaciones
para administracion oral, rectal y parenteral [166]. Es ampliamente utilizado en pacientes
pediatricos por sus multiples mecanismos de accion y aceptable perfil de seguridad [166].
Los requerimientos de dosis para el VPA son altamente variables, pues se han
documentado diferencias en la media de la dosis de hasta 10 veces en pacientes adultos,

y las interacciones con otros farmacos son comunes [166].

El medicamento tiene una etiqueta de “caja negra” (black box warning) para RAM serias
que comprometen la vida incluyendo hepatotoxicidad [167,168], teratogenicidad [169], y
pancreatitis [170]. En comparacién a los adultos, los nifios parecen estar en mayor riesgo
de desarrollar hepatotoxicidad seria por el medicamento. Una evaluacion de tres estudios
retrospectivos de hepatotoxicidad asociada al VPA en los Estados Unidos encontré que
la edad menor a dos afos, la polifarmacia con AED inductores del metabolismo, el
retraso en el desarrollo y desérdenes metabdlicos coincidentes eran factores de riesgo
importantes para esta RAM [171]. Aunque la hepatotoxicidad por VPA puede ocurrir a
cualquier edad, el riesgo de dafio hepatico fatal es mas alto (aproximadamente 1 en 600)
en nifos menores de dos afos que reciben otros AED de forma concomitante. La
hiperamonemia también se ha documentado como una RAM del VPA, aunque ésta
usualmente se resuelve con la suspension del medicamento y el tratamiento con carnitina
[172,173]. Por esta razén, a FDA aconseja no emplear el VPA en pacientes con

desordenes conocidos del ciclo de la urea [174].

1.4.3.1 Farmacocinética del VPA
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El VPA (VPA) esta altamente unido a las proteinas plasmaticas (87 — 95%) lo cual resulta
en un bajo aclaramiento renal (6 — 20 ml/kg/h). Hay por lo menos tres rutas metabdlicas
en humanos: glucuronidacién, beta oxidacién en la mitocondria (ambas consideras vias
principales que metabolizan el 50% y 40% de la dosis respectivamente, y la oxidacion
mediada por citocromo P450 (CYP), considerada una via menor (10% del metabolismo)
[175,176].

El glucurénido de valproato es el metabolito principal del VPA (aproximadamente 30 a
50%). Estudios in vitro de los microsomas hepaticos humanos y proteinas recombinantes
purificadas han reportado glucuronidacion del VPA por UGT1A3, UGT1A4, UGT1AG,
UGT1AS8, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B7 y UGT2B15 [176]. Existe controversia sobre el
papel del UGT2B15 en el metabolismo del VPA y no existe evidencia in vitro de que este
farmaco sea metabolizado por UGT1A1 [176,177].

El VPA es un acido graso y puede ser metabolizado por vias enddgenas en la
mitocondria. Se ha descrito que muchos de los metabolitos derivados de esta via pueden

ser hepatotoxicos [9].

El VPA cruza la membrana de la mitocondria hepatica en un proceso facilitado por la
carnitina. Dentro de la mitocondria, el primer paso de oxidacion es la formacion de
valproil-CoA (VPA-CoA) catalizada por la sintasa de AcilCoA de cadena media
(codificada por los genes ACSM1-5) [178]. EI VPA-CoA es convertido entonces a 2-
propil-valproil-CoA (2-ene-VPA-CoA) a través de la Acil-CoA deshidrogenasa, 2-metil de
cadena ramificada (ACADSB) [175]. También se ha reportado que la isovaleril-CoA
deshidrogenasa (IVD) cataliza este paso metabdlico [179]. EI VPA-CoA también es
convertido en VPA-desfosfo-CoA, aunque la fosfatasa exacta que media esta reaccion
aun no ha sido identificada [180]. El 2-ene-VPA-CoA es posteriormente convertido a 3-
hidroxil-valproil-VPA (3-OH-VPA-CoA) por una enoil-CoA hidratasa, crotonasa (ECSH1) y
después el 3-OH-VPA-CoA es metabolizado a 3-ceto-valproil-CoA (3-oxo-VPA-CoA)
mediante la accion de la 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (HSD17B10)
[178,181]. Todavia no es claro si la beta-oxidacion del VPA se completa en la

mitocondria. Sin embargo, varios metabolitos terminales de la beta oxidacion han sido
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caracterizados, incluyendo el 3-oxo-VPAa través de la hidrdlisis lenta por una acil-CoA
tioesterasa desconocida para producir 3-oxo-VPA mas CoA-SH y otra via que implica el
clivaje tiolitico del 3-oxo-VPA por una de las tiolasas mitocondriales (3-ceto-valproil-CoA
tiolasas, HADH) para generar propionil-CoA (C3-CoA) y pentanoil-CoA (C5-CoA) [182].

La comprension actual de la bioactivacion del VPA implica la entrada del 4-ene-VPA en la
mitocondria, la formacion del éster de 4-ene-VPA con la ayuda de ACADSB vy la beta-

oxidacion subsecuente para formar el éster 2,4-dieno-VPA-CoA reactivo [183,184].

Un metabolito resultante de la beta oxidacion que es el 2,4-diene-VPA-S-CoA se conjuga
con glutation para formar los conjugados tiol. Estos metabolitos quimicamente reactivos
generados del 4-ene-VPA tienen el potencial de agotar los depdsitos mitocondriales de
glutatién, y formar conjugados con CoA, inhibiendo a su vez las enzimas implicadas en la
beta-oxidacion. La identificacion de los conjugados de N-acetylcysteine (E)-2,4-dieno-
VPA en orina humana demostr6 que los conjugados tiol reactivos del VPA surgen

primariamente de la biotransformacion del (E)-2,4-dieno VPA en humanos [185-187].

El CYP2C9 y el CYP2A6 son las enzimas predominantes en la oxidacién mediada por
CYP del VPA. Se ha demostrado que el CYP2B6forma metabolitos in vitro, pero estudios
en microsomas hepaticos humanos han concluido que no tiene un rol importante
[113,188]. El metabolito principal de estos CYPs es el 4-ene-VPA, junto con el 4-OH-
VPA y el 5-OH-VPA, siendo los dos ultimos metabolitos inactivos [113,188,189]. El
CYP2A6 también contribuye parcialmente a la formacion de 3-OH-VPA [113]. La terapia
en combinacién con 5-azacitidina (5-AZA) que es un inhibidor de la DNA metiltransferasa
y VPA en el tratamiento de sindromes mielodisplasicos (MDS) demostré que los
portadores de la variante CYP2C19, CYP2C19*2 requerian dosis mas altas de VPA para
alcanzar las concentraciones plasmaticas terapéuticas, indicando que esta enzima

también esta implicada en el metabolismo del VPA [190].

Existe controversia sobre si el VPA es o no un sustrato de la GP y de otros
transportadores expresados en la BHE [191]. Sin embargo, se ha propuesto la hipotesis
que la expresién de transportadores de eflujo en la BHE pueden reducir la concentracion

de VPA en el foco epiléptico, contribuyendo la epilepsia resistente al VPA [9]. De esta
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forma, se ha demostrado que algunos polimorfismos del gen ABCB1 se han asociado

con EFR en una poblacién de chinos Han que recibia VPA [192].

1.4.3.2 Farmacodinamia del VPA

Como se ha mencionado anteriormente, el VPA es un antiepiléptico con multiples
mecanismos de accioén: actua sobre los niveles de GABA en el cerebro, bloquea canales

idnicos operados por voltaje y también actia como un inhibidor de la HDAC [9].

El deterioro de la actividad inhibitoria gabaérgica puede inducir convulsiones, haciendo
que el control de esta via se una “blanco” de accion comun para muchos AED. El GABA
es formado a partir del alfa-cetoglutarato durante el ciclo TCA y posteriormente
metabolizado a succinato semialdehido (SSA) por la GABA transaminasa (ABAT) y
después a succinato por la succinato semialdehido deshidrogenasa (ALDH5A1). El alfa-
cetoglutarato también puede ser convertido a succinil-CoA mediante la accion de la alfa-
cetoglutarato deshidrogenasa (OGDH), desviando asi la formacién de GABA. Estudios es
vivo e in vitro han demostrado que el VPA inhibe la ABAT y la ALDH5A1, las cuales estan
implicadas en la via de degradacién del GABA [193]. Un estudio in vitro también mostro

que la OGDH era inhibida por el VPA a altas concentraciones [193].

Fuera de la elevacion de los niveles de GABA, el VPA también puede tener actividad
antiepiléptica reduciendo la descarga de alta frecuencia de neuronas bloqueando los
canales de sodio, potasio y calcio dependientes de voltaje, incluyendo aquellos
codificados por CACNA1C, CACNA1D, CACNA1N, and CACNA1F y la familia de genes
SCN [193,194]. Sin embargo, aun es controversia si el VPA incrementa o disminuye la

conductancia de los canales de potasio [163,193,195].

Por otra parte, se ha demostrado que el VPA es un inhibidor de la histona deacetilasa 1
(HDAC1) asi como de otras HDACs, que potencialmente incrementan la expresiéon de
genes implicados en la apoptosis y en la accién antitumoral, por lo que se ja propuesto

que el VPA tiene potencial como farmaco antineoplasico [196—198].



2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Explorar posibles determinantes genéticos de respuesta al tratamiento anticonvulsivante

en un grupo de pacientes colombianos afectados de epilepsia.

2.2 Objetivos especificos

Identificar los grupos de genes asociados con la farmacocinética y la farmacodinamia
de las principales alternativas farmacoldgicas para el manejo y tratamiento de la

epilepsia.

Identificar, en los pacientes, polimorfismos presentes en los genes identificados y

determinar las frecuencias alélicas respectivas.

Evidenciar si existe asociacién entre los polimorfismos y haplotipos encontrados,
descritos en la literatura, y la respuesta terapéutica, y reacciones adversas a la

medicacion antiepiléptica.
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3.Métodos

3.1 Tipo de estudio

Estudio clinico observacional analitico, prospectivo, de cohorte.

3.2 Universo y muestra

El universo de muestra correspondié a los pacientes que acudieron a la consulta de
Neurologia de la Fundacién Liga Central Contra la Epilepsia (LCCE) o que fueron
hospitalizados o atendidos por el servicio de Neurologia en la red MEDERI, dentro de los
hospitales Barrios Unidos y Hospital Universitario Mayor (HUM), durante los afios 2012 a
2014, con diagndstico establecido de epilepsia y que se encontraran en tratamiento

actual con uno o varios AED.

Cada paciente que aceptd participar voluntariamente en el estudio diligencié y firmé un
consentimiento informado disefiado para tal fin. Asi mismo, se diligencié un formato de

recoleccién de informacion basado en la historia clinica de cada paciente [Anexo A].

3.3 Muestreo

Este fue un estudio exploratorio en el que se buscd la existencia de una posible
asociacion entre algunos determinantes genéticos y la respuesta al tratamiento

antiepiléptico en pacientes afectados de esta enfermedad.



Capitulo 3 53

Para tal fin fueron evaluados cuatro polimorfismos en tres farmacogenes criticos en el
transporte, la farmacocinética y la farmacodinamia de varios AED que fueron
seleccionados después de una revision exhaustiva de la literatura. Los genes y los
polimorfismos evaluados se detallan en la tabla 3-1.

Tabla 3-1. Genes y polimorfismos genéticos evaluados en el estudio

Gen Polimorfismo evaluado
CYP2C9 CYP2C9*2 (rs1799853)
CYP2C9*3 (rs1057910)
ABCB1 (MDR1) C3435T (rs1045642)

SCN1A IVS5-91 G>A (rs3812718)

El tamafio de la muestra fue determinado utilizando el paquete estadistico STATCALC de
EPI INFO version 7.0 teniendo en cuenta la frecuencia del alelo C del gen ABCB1 en
pacientes con epilepsia farmacorresistente, la cual se ha estimado que es del 51% en la
revision sistematica y meta-analisis de Haerian 2010, que incluyd a 6.755 pacientes con
esta condiciéon. Teniendo en cuenta un nivel de confianza del 95%, una precision del
15%, y una proporcién aproximada del parametro a medir (proporcién del alelo C en
pacientes farmacorresistentes del 51%) se obtuvo un tamafio de muestra de 76

pacientes.

3.4 Criterios de inclusidn y exclusion

3.4.1 Criterios de inclusion

= Deseo voluntario de participar.
= Residencia en Colombia.
= Diagndstico establecido de epilepsia.

= Uso de medicacion antiepiléptica al momento de la inclusién en el estudio.
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3.4.2 Criterios de exclusion

= Diagnésticos de insuficiencia hepatica y/o insuficiencia renal moderada a severa
consignados en la historia clinica.

= Compromiso de la funcion hepatica (aminotransferasas séricas = 1,5 veces el limite
superior normal).

= Compromiso de la funcion renal (creatinina sérica 2 1,5 mg/dl).

= Pacientes gestantes.

» Falta de adherencia al tratamiento documentada por la escala de Morisky-Green
[199].

3.5 Criterios para definir el fenotipo de respuesta
terapéutica de los pacientes

Los pacientes fueron evaluados de manera prospectiva, después de la inclusion, durante
tres veces el periodo de tiempo mas largo que hubiera estado sin crisis en el ultimo afo
antes de la nueva intervencion o durante 12 meses (el criterio que fuera mas
prolongado), con el fin de establecer el fenotipo de respuesta al tratamiento
antiepiléptico. Dicha evaluacion se realiz6 mediante llamada telefénica mensual vy
diligenciamiento de un formato de seguimiento para cada uno de los pacientes incluidos

en el estudio [Anexo B].

3.5.1 Criterios para definir a los pacientes como no
respondedores

Fallo de dos o0 mas esquemas adecuados de medicacion antiepiléptica apropiadamente
tolerados y seleccionados (en monoterapia o terapia en combinacién) para lograr la

ausencia mantenida de crisis epilépticas [10].

3.5.2 Criterios para definir a los pacientes como respondedores

Se considerd que un paciente era respondedor cuando no habia tenido crisis durante al

menos tres veces el periodo de tiempo mas largo que hubiera estado sin crisis en el
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ultimo afio antes de la nueva intervencion o durante 12 meses (el criterio que fuera mas

prolongado) [10].

3.5.3 Criterios para definir a los pacientes como respondedores
parciales

Los pacientes respondedores parciales fueron definidos como aquellos que no cumplian

satisfactoriamente con los criterios para ser clasificados como respondedores o no

respondedores [10].

3.5.4 Criterios para definir la existencia de una reaccion adversa
a medicamento (RAM)

La totalidad de historias clinicas de los pacientes que ingresaron al estudio fueron
evaluadas en busca de manifestaciones clinicas y alteraciones de laboratorio sugestivas
de una RAM al tratamiento antiepiléptico [200]. Esta busqueda fue realizada por el
investigador principal del estudio (médico farmacélogo con amplia experiencia en
farmacovigilancia). Cuando la informacién en la historia clinica del paciente era confusa o
estaba incompleta se contacté al paciente o al médico tratante con el fin de completar la

informacidn faltante.

Los casos fueron validados y analizados posteriormente por el grupo de investigacion
compuesto por un médico epidemidlogo, dos médicos neurdlogos, y dos medicos
genetistas clinicos. Cada caso fue analizado de acuerdo a la causalidad mediante el
algoritmo de Naranjo [201] [Anexo C], y cuando hubo algin desacuerdo entre los
evaluadores éste se resolvid por consenso. Los casos clasificados como definitivos,
probables y posibles fueron evaluados adicionalmente de acuerdo con la prevenibilidad
establecida por los criterios de Schumock y Thornton [202] [Anexo D], los criterios DoTS
(dosis, tiempo y susceptibilidad) [203] [Anexo E], asi como de acuerdo a la intensidad
(severidad) mediante la clasificacion propuesta por Aronson y Ferner en el afio 2005
[204] [Anexo F].

La evaluacion de la relacion entre cada RAM documentada y el medicamento
sospechoso se realizé mediante el analisis de la Dosis Diaria Definida (DDD) para cada

medicamento antiepiléptico, segun los establecido por la OMS [205].
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3.5.5 Criterios para definir la adherencia al tratamiento
farmacolégico

La evaluacion de la adherencia al tratamiento se realizé mediante la escala de Morisky-

Green et al. [199], validada en su version espafola por Val Jiménez et al. [206] [Anexo

Gl.

3.5.6 Criterios para definir la existencia de posibles interacciones
medicamentosas

La evaluacion de posibles interacciones medicamentosas que pudieran afectar el

fenotipo de respuesta terapéutica de los pacientes y convertirse en una variable de

confusion, fueron evaluadas mediante la busqueda sistematica de todas las interacciones

posibles de los medicamentos recibidos por cada paciente en la base de datos

Lexicomp® Drug Interactions, version 1.1 [207].

Solamente fueron evaluadas las interacciones medicamentosas de categoria C, D y X

definidas por Lexicomp® de la siguiente manera:

C, Monitoreo de la terapia: los datos demuestran que los agentes especificados pueden
interactuar con el otro de forma significativa. Los beneficios del uso concomitante de
estos medicamentos usualmente sobrepasan los riesgos. Debe implementarse un plan
de monitoreo apropiado para identificar todos los efectos negativos potenciales. Ajustes
de dosis de uno o mas medicamentos puede ser necesario en una minoria de pacientes
[207].

D, Considerar la modificacién de la terapia: los datos demuestran que los dos
medicamentos pueden interactuar de forma clinicamente significativa. La evaluacion
especifica del paciente debe ser conducida para determinar si los beneficios de la terapia
concomitante sobrepasan los riesgos. Deben tomarse acciones especificas con el fin de
alcanzar los beneficios y/o minimizar la toxicidad resultante del uso de los agentes. Estas
acciones pueden incluir monitoreo agresivo, cambios empiricos de dosis, o escogencia

de agentes alternativos [207].
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X, evitar la combinacion: los datos demuestran que los agentes especificados pueden
interactuar el uno con el otro de forma clinicamente significativa. Los riesgos asociados
con el uso de estos agentes usualmente sobrepasan los beneficios. Por lo general se

considera que la combinacién de estos medicamentos esta contraindicada [207].

3.6 Criterios para definir el genotipo de los pacientes
participantes en el estudio

A continuacion, se describe la metodologia empleada para encontrar las variantes
farmacogenéticas de interés de los pacientes participantes en el estudio que fueron

descritas en la tabla 3-1.

3.6.1 Analisis molecular de los polimorfismos de nucleétido
simple (SNP’s) de los genes CYP2C9, MDR1 y SCN1A

3.6.1.1 Extraccion de ADN

Posterior al diligenciamiento del consentimiento informado, a cada paciente le fue
extraida una muestra de 10 ml de sangre periférica en tubos anticoagulados con EDTA.
La muestra fue conservada a 4°C hasta el momento de su procesamiento para la
obtencion del ADN. Para este fin se utiliz6 el método de salting out, con algunas
modificaciones [208]. El material genético obtenido, fue cuantificado en un nanodrop
2000c thermo Scientific para la determinacidon de su cantidad y calidad. Mediante la
lectura de las absorbancias a 260/280 nm, se estableci6 la cuantificacion de ADN en
vg/ul y la pureza en relacion con el contenido de proteinas, para lo cual se acepté un
rango de valor entre 1,7 a 2,0. La relacion entre las absorbancias de 230/260 nm permitio
determinar la pureza en cuanto a la presencia o no de residuos organicos; se aceptaron

muestras con valores cercanos a 2,2.

Adicionalmente, cada muestra fue corrida en un gel de agarosa al 1,2%, tedido con
bromuro de etidio para la verificacion de su integridad. Se aceptaron muestras que no
evidenciaron degradacion luego de la visualizacién del corrido electroforético en el

transiluminador.
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3.6.1.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion por Sanger

Los SNPs analizados en el presente estudio correspondieron a:

a. MDR1:c.3435C>T, rs1045642, p.lle114lle. ENST00000622132.4

b. SCN1A:c.603-91G>A, rs3812718. ENSG00000144285

c. CYP2C9*2:c.430C>T, rs1799853, p.Arg144Cys. ENST00000260682.7
d. CYP2C9*3: c.1075A>C, rs1057910, p.lle359Leu. ENST00000260682.7

Previa a la secuenciacién capilar por Sanger se realizé PCR de cada SNP a partir de la
muestra de ADN obtenida de cada paciente. Los primers utilizados en el proceso fueron
especificos para cada una de las variantes genéticas. Dichos primers fueron disefiados
manualmente utilizando la herramienta bioinformatica Primer 3 (Tabla 3-2). La PCR fue
realizada en volumenes finales de 25 ul usando 200 ng de ADN, 12,5 ul master mix
(Promega), 0,8 uM de cada primer. Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion
inicial: 95°C por 10 minutos; 35 ciclos de: desnaturalizacién parcial 95°C por 40
segundos; annealing 57 (CYP2C9*2) o 60°C (CYP2C9*3, MDR1 o SCN1A) por 40
segundos; extensién 72°C por 40 segundos; elongacién de 72°C por 10 minutos. La
deteccion de los productos amplificados se realizd en geles de agarosa al 1,0% tefidos

con bromuro de etidio.

El tamafio del producto amplificado para cada SNP fue: 354 pb (CYPC2C9*3), 189 pb
(CYP2C9*2), 717pb (SCN1A) y 520pb (MDR1).

Los productos de PCR fueron purificados mediante fosfatasa alcalina y exonucleasa
antes de la secuenciacion. Posteriormente, se realizé la PCR de secuenciacién en la que
se usaron adicionalmente los didesoxinucleétidos trifosfato marcados por fluorescencia.
Cada uno (ddATP,ddCTP,ddGTP y ddTTP) se identificd por un fluoréforo diferente. Cada
fragmento marcado se separd mediante electroforesis capilar en un secuenciador
automatico ABI PRISM 3500. Finalmente, se obtuvo la secuencia ordenada de los
fragmentos que estaban marcados con los diferentes fluorocromos para su analisis en los

cromatogramas.

Los cromatogramas fueron analizados mediante el programa FinchTV (Geospiza). Para

determinar las presencia de los SNP analizados, la secuencia de nucleétidos de cada
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afectado fue comparado con la secuencia normal (Wild Type) para los genes de estudio.
Para ello, se realizaron alineamientos multiples usando el programa clustalW
(http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw), herramienta Bioinformatica que permite
identificar cambios de la secuencia de nucleotidos en un gen. En el presente estudio se
consideré como genoma de referencia el descrito por el Genome Reference Consortium

en el afio 2013 y corresponde a denominacion GRCh38/hg38 [209].

Tabla 3-2 Primers usados para la amplificacion de la determinacion de SNP en los
genes CYP2C9*2, CYP2C9*3, MDR1y SCN1A

Primer Secuencia
CYP2C9*2 Forward 5’tacaaatacaatgaaaatatcatg 3’
CYP2C9*2 Reverse 5TAA CAACCAGGACTC ATAATG &
CYP2C9*3 Forward 5" TGCAC GAG GTC CAG AGZ
CYP2C9*3 Reverse 5GATACTATGAATTTGGGGACTT 3’
MDR1 Forward 5’'tgacagttcctcaaggcatac3’

MDR1 Reverse 5’ aggtaagggtgtgatttggttg3d’
SCN1A Forward 5’ tccagagtgacaacaagggtg3d’
SCN1A Reverse 5’ ccatgatatttgtaagtgcaggtc 3’
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3.6.1.3 Determinacion de la frecuencia alélica y genotipica

La determinacién de la frecuencia alélica y genotipica de los SNP analizados se realizé

mediante el software de analisis SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm).

Adicionalmente, fue determinado el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada
variante usando el mismo programa bioinformatico considerando un valor de p inferior a

0,05 como la existencia del equilibrio de Hardy-Weinberg.

3.7 Analisis estadistico

Los métodos estadisticos incluyeron descripciones de variables categdricas por
porcentajes y descripciones de variables continuas por medidas de tendencia central y de

dispersion, usando intervalos de confianza del 95% (IC 95%)

Se determinaron los perfiles alélicos de las muestras, y se procedid a identificar las
frecuencias para cada una de las variantes de cada gen. Se correlacionaron los
diferentes genotipos con la respuesta terapéutica (fenotipo), empleando para ello la
prueba de chi cuadrado, con respecto a: 1. respuesta a la medicacién antiepiléptica, 2.
reacciones adversas a la medicacién antiepiléptica y 3. dosis de mantenimiento. La
significancia estadistica se determiné por la obtencién de valores de p < 0,05. Para el
caso de los genotipos que fueron analizados ademas como variables dicotomicas, se
realizé la comparacion de proporciones, y cada vez que se obtuvo un valor de p
estadisticamente significativo, se hallaron también los valores del IC 95%, asi como del

odds ratio (OR) correspondientes a dicha comparacion.

A continuacion, se presenta la codificacion de los diferentes genotipos en la base de

datos SPSS versién 25 en la cual fue realizada la totalidad de los analisis estadisticos.

Se establecieron estados metabolizadores para CYP2C9, siendo el metabolizador rapido
(wild type, CYP2C9 *1/*1) codificado con el nimero 1. Los genotipos que confieren un
fenotipo de metabolizador intermedio correspondientes a CYP2C9 *1/*2, CYP2C9 *1/*3, y
lento correspondiente a CYP2C9 *3/*3 fueron codificados con los nimeros 2, 3 y 4

respectivamente. El estado metabolizador de los sujetos del estudio también fue
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codificado como variable dicotomica de la siguiente forma: 0 = CYP2C9 *1/*1 y 1 =
CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9 *3/*3.

Para el caso de SCN1A la codificacién fue la siguiente: 1 = G/G (wild type), 2 = G/A, 3 =
A/A. Asi mismo, se realiz6 la agrupacion como variable dicotémica de la siguiente forma
(modelo dominante): 0 = GG, y 1 = GA + AA. Con la intencién de realizar un segundo
analisis (modelo recesivo) de comparacion de proporciones, también fue realizada la

siguiente codificacion: 0 = GG + GAy 1 = AA.

Para los genotipos de ABCB1 se empleé la siguiente codificacion: 1 = T/T (wild type), 2 =
T/C, 3 = C/C. De la misma forma que para SCN1A se realizé la agrupacién como variable
dicotdomica para los dos analisis: 0 = TT y 1 = CT + CC (modelo dominante) y 0 = TT +

CT y 1 = CC (segundo analisis).

Adicionalmente, fue realizado el analisis de chi cuadrado para todas las combinaciones
posibles de los genotipos evaluados empleando para ello la siguiente codificacién: 1= 1*1
+G/IG+T/T,2=1"1+G/G+T/C,3=1"1+G/A+TI/T,4=1"1+ G/IA+ T/C, 5= 1*1 + G/A +
C/IC,6=1"1+ AIA+T/T, 7=1"1 + AIA+ T/C, 8= 11 + AIA + C/C, 9= 1*2 + G/G + T/T,
10=1*2 + G/G + T/C, 11=1*2 + G/A + T/T, 12= 1*2 + G/A + T/C, 13= 1*2 + G/A + C/C,
14=1*2 + A/A + T/T, 15= 1*2 + A/A + T/C, 16= 1*2 + A/A + C/C, 17= 1*3 + G/G + T/T,
18=1*3 + G/A + T/C, 19= 1*3 + A/A + T/T, 20= 1*3 + A/IA+ C/C, 21=3*3+ G/G + T/IC y
22=*1*3 + G/A + T/T.

Asi mismo, fue realizada la evaluacién de una posible correlacién entre los genotipos de
CYP2C9 y SCN1A y la respuesta terapéutica a la medicacion antiepiléptica, empleando
la siguiente codificacion para tal fin: 1= 1*1 + G/G, 2= 1*1 + G/A, 3= 1*1 + A/A, 4= 1"2 +
G/G, 5= 12 + G/A, 6= 12+ A/A, 7 = 1*3 + G/G, 8= 1*3 + G/A, 9= 1*3 + A/Ay 10=3*3 +
G/G. Este mismo analisis fue realizado considerando solamente CYP2C9 y ABCB1 con
los siguientes codigos: 1= 1*1 + T/T, 2=1*1 + T/C, 3= 11 + C/C, 4= 12 + T/T, 5= 1*2 +
T/C,6=1*2+ C/C, 7=1*3 + T/T,8=1*3 + T/C,9=1*3 + C/C y 10= 3*3 + T/C.

Con el fin de restringir la correlacion genotipo — fenotipo a los genes de farmacodinamia y
transporte (SCN1A y ABCB1), sin considerar las enzimas metabdlicas, fueron asignados
los siguientes codigos para los genotipos correspondientes y todas las posibles
combinaciones: 1= G/G + T/T, 2= G/G + T/C, 3= G/A + T/T, 4= G/A +T/C, 5= G/A + C/C,
6=A/A+T/T,7=A/A+T/Cy8=A/A+ C/C.
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Finalmente, fue realizada la comparacion de proporciones para los genotipos
combinados de CYP2C9, SCN1A y ABCB1 en el modelo dominante y el modelo recesivo.
Para el modelo dominante se tuvo en cuenta la siguiente ecuacion: (CYP2C9 *1/*1 +
SCN1A GG + ABCB1 TT) vs. (CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9 *3/*3 + SCN1A
GA + SCN1A AA + ABCB1 TC + ABCB1 CC. Para el modelo recesivo, la ecuacién
empleada fue la siguiente: (CYP2C9 *1/*1 + SCN1A GG + SCN1A GA + ABCB1 TT +
ABCB1 TC) vs. (CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9 *3/*3 + SCN1A AA + ABCB1
CC). En ambos casos la codificacion se realiz6 de la siguiente forma: 1 = CYP2C9 WT +
SCN1A WT + ABCB1 WT, 2 = CYP2C9 WT + SCN1A WT + ABCB1 Mutado, 3 =
CYP2C9 WT + SCN1A Mutado + ABCB1 WT, 4 = CYP2C9 WT + SCN1A Mutado +
ABCB1 Mutado, 5 = CYP2C9 Mutado + SCN1A WT + ABCB1 WT, 6 = CYP2C9 Mutado
+ SCN1A WT + ABCB1 Mutado, 7 = CYP2C9 Mutado + SCN1A Mutado + ABCB1 WT y
8 = CYP2C9 Mutado + SCN1A Mutado + ABCB1 Mutado.

Finalmente, fue realizada la correccion de Bonferroni para establecer la asociacion
estadistica entre las diferentes correlaciones fenotipo-genotipo, cuyo umbral de

significancia se establecié como un valor de p <0.017.

3.8 Aspectos éticos

Este estudio fue clasificado como una investigacion con riesgo minimo, de acuerdo a las
definiciones establecidas por la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud, que

reglamenta la investigacion clinica en Colombia [210].

Asi mismo, fue obtenida la aprobacién de los comités de ética en investigacion de las

instituciones participantes.

Al tratarse de un estudio observacional, el presente trabajo no incluyo la administracion o
modificacion de los esquemas de tratamiento de los pacientes participantes en la
investigacion. Se siguieron y respetaron las normas establecidas para la investigacion en
humanos, definidas en la normativa nacional e internacional y la Declaracién de Helsinki

y sus revisiones posteriores [211].
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Sin embargo, es importante mencionar que cada vez que se detecté un genotipo de alto
riesgo que claramente estuviera asociado con un problema de seguridad o efectividad de

la medicacion, éste fue informado de inmediato al médico tratante.

Asi mismo, se explico a los pacientes que ellos no tenian obligacién de participar en el
estudio y que el hecho de decidir hacerlo o no, no iba a implicar cambio alguno en el
manejo que estaban recibiendo por parte de su médico tratante (a menos que se
identificara un genotipo de alto riesgo). Asi mismo, se realiz6 la obtencion del
consentimiento informado [Anexo H] para cada paciente previo a la realizacion de
cualquier procedimiento relacionado con el estudio. Para los participantes menores de
edad o con autonomia disminuida se obtuvo el consentimiento de los dos padres o
representantes legales [Anexo I], acompafiado del asentimiento del paciente [Anexo J],

tal y como lo establece la normatividad colombiana vigente.

La informacion fue manejada de manera confidencial. La presentacion de los resultados
fue manejada por conglomerados, de manera andnima, para proteger la identidad de

cada uno de los individuos participantes.

La realizacién del estudio cumplié con la normatividad establecida por la Resolucion 8430
del Ministerio de Proteccion Social (antiguo Ministerio de Salud) [210], que reglamenta

los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos en nuestro pais.
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4.Resultados

A continuacion, se presentan los resultados del estudio con respecto a la caracterizacion
de los pacientes, el analisis de farmacovigilancia, la evaluacion de las variantes genéticas

encontradas y la correlacion genotipo-fenotipo.
4.1 Caracterizacion de la poblacién estudiada

Después de aplicar los criterios de inclusién y exclusiéon 96 pacientes fueron elegibles
para participar el estudio (48 casos y 48 controles). Sin embargo, solo 77 pacientes
fueron incluidos en el andlisis final (41 casos y 36 controles), ya que no se tenia la
informacion suficiente sobre los 19 pacientes restantes para llevar a cabo la correlacion

genotipo-fenotipo.

De los 77 pacientes evaluados 37 eran mujeres (48,1%), mientras que los 40 pacientes
restantes eran hombres (51,9%). La media de edad fue de 59 afos, con un rango de

edad entre 18 y 102 afios.

El indice de masa corporal promedio de los pacientes era de 24,5 kg/m?, con un rango
entre 16,8 y 35,4 kg/m?.

Con respecto al origen de los pacientes, 74 (96,1%) de ellos habian nacido en ciudades y
municipios ubicados en la region andina de Colombia. Dos de ellos pertenecian a la

region Caribe (2,6%), mientras que uno (1,3%) era del Pacifico colombiano.
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Entre los pacientes incluidos en el estudio, 21 (27,3%) refirié estar ocupado en algun tipo
de empleo, mientras que los 56 (72,7%) pacientes restantes permanecian en la casa o

eran pensionados.

En la tabla 4-1 se presentan las principales caracteristicas fisicas y socio-demograficas
de la poblacién evaluada.

Tabla 4-1. Descripcién de la poblacién evaluada (n = 77)

Variable n % IC 95%
Sexo: femenino | 37 48,1 36,5 - 59,7
Edad (afios)

18 - 64 43 55,8 44,1 - 67,2
65-79 23 29,9 20,0-414
>80 11 14,3 7.4 —24.1
IMC (kg/m?)

<18,5 8 10,4 46-19,4
18,5 -24,9 30 39,0 28,0 - 50,8
25-29,9 35 45,5 34,1-57,2
> 30 4 5,2 1,4-12,8
Origen

Region Andina | 74 96,1 89,0 -99,2
Regién Caribe | 2 2,6 0,3-9,1
Region Pacifico | 1 1,3 0,0-7,0
Ocupacion

Empleados 21 27,3 17,7 — 38,6
No empleados | 56 72,7 61,4 -82,3

IC 95%: intervalo de confianza de 95%. IMC: indice de Masa Corporal.

4.2 Tipos de epilepsia, medicacion antiepiléptica
empleada y respuesta al tratamiento antiepiléptico

Con respecto a la etiologia de la epilepsia 39 (50,6%) de los casos correspondian a

casos de epilepsia desconocida, 35 (45,5%) casos a epilepsias de origen
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estructural/metabdlico, y los tres (3,9%) casos restantes eran epilepsias de origen

genético.

Con referencia a los antecedentes familiares de epilepsia 68 (88,3%) pacientes
respondieron no tener familiares en primer grado de consanguinidad con esta
enfermedad, mientras que los 9 (11,7%) pacientes restantes tenian antecedentes
familiares de epilepsia.

En relacién con el control de las crisis epilépticas y la presencia de farmacorresistencia,
41 (53,2%) pacientes tenia EFR de acuerdo con los criterios establecidos por la ILAE,
mientras que los 36 (46,8%) pacientes restantes fueron considerados como

respondedores.

Por lo que respecta al tratamiento de la epilepsia 48 (62,3%) de los pacientes recibia
monoterapia para el control de las crisis, mientras que los 29 (37,7%) pacientes restantes

recibian esquemas de terapia en combinacion.

El antiepiléptico mas empleado en la cohorte de pacientes que fueron evaluados fue la
PHT en 67 (87,0%) casos, seguido por el VPA en 11 pacientes (14,3%), levetiracetam en
8 (10,4%) y clonazepam en 7 (9,1%). La CBZ o la lamotrigina fue empleada por 5 (6,5%)
pacientes, mientras que 4 (5,2%) pacientes empleaban alguno de los siguientes AED:
lacosamida, PNB, oxcarbazepina o topiramato. Tan solo un (1,3%) paciente del estudio

recibia lorazepam como medicacién antiepiléptica.

En la tabla 4-2 se describen los tipos de epilepsia y la medicacién antiepiléptica

empleada por los pacientes del estudio.
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Tabla 4-2. Descripcién de los tipos de epilepsia y el tratamiento antiepiléptico recibido por

los pacientes del estudio (n = 77).

Variable n % IC 95%
Etiologia de la epilepsia
Estructural/metabdlica | 35 45,5 34,1-57,2
Genética 3 3,9 0,8-11,0
Desconocida 39 50,6 39,0 -62,2
Antecedentes familiares de epilepsia
Si 9 11,7 55-21,0
No 68 88,3 79,0-94,5
Respuesta al tratamiento antiepiléptico
EFR 41 53,2 41,5 -64,7
Epilepsia controlada 36 46,8 35,3 -58,5
Farmacoterapia de la epilepsia
Monoterapia 48 62,3 50,6 — 73,1
En combinacion 29 37,7 26,9-494
AED empleados
Fenitoina 67 87,0 77,4 —-93,6
Acido valproico 11 14,3 6,5-221
Levetiracetam 8 10,4 46-194
Clonazepam 7 9,1 3,7-17,8
Carbamazepina 5 6,5 2,1-14,5
Lamotrigina 5 6,5 2,1-14,5
Lacosamida 4 5,2 1,4-12,8
Fenobarbital 4 5,2 1,4-128
Oxcarbazepina 4 5,2 1,4-12,8
Topiramato 4 5,2 1,4-12,8
Lorazepam 1 1,3 0,0-7,0

IC 95%: intervalo de confianza de 95%. EFR: Epilepsia farmacorresistente.
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4.3 Efectos adversos encontrados en los pacientes del
estudio

Se documentaron 166 reacciones adversas a la medicacion antiepiléptica, que afectaron
a 60 pacientes del estudio, ya que algunos de ellos presentaron mas de una RAM
(77,9%; IC 95% 67,0 — 86,6). En el Anexo L se presenta la tabla de seguimiento de
pacientes del estudio con el detalle sobre el control de la epilepsia, medicamentos

concomitantes, comorbilidad, presentacién y clasificacion de RAM.

Con respecto a los sistemas/érganos afectados por las RAM, el SNC fue el mas afectado
en 95 (57,2%) de los 166 casos, seguido de los érganos de los sentidos (ojos) y el
sistema gastrointestinal con 20 casos cada uno (12%). La piel estuvo implicada en 9
RAM (5,4%), mientras que el sistema respiratorio se vio afectado en 8 casos (4,8%). Los
sistemas endocrino/metabdlico, hematolégico, genitourinario, y los sintomas

constitucionales representaron los 14 casos restantes (8,4%).

En relacion con los medicamentos implicados en la generacion de RAM, la PHT fue el
medicamento sospechoso en 143 (86,1%) casos, seguida del VPA con 6 RAM (3,6%) y
el clonazepam, el cual estuvo implicado en 5 efectos adversos (3,0%). Los demas AED

mencionados estuvieron relacionados con los 12 efectos adversos restantes (7,3%).

En la tabla 4-3 se presentan las RAM a la medicacion antiepiléptica de los pacientes del

estudio, junto con los medicamentos implicados.

Tabla 4-3. Descripcion de las reacciones adversas a la medicacion antiepiléptica de los

pacientes del estudio (n = 166).

RAM n Porcentaje del AED relacionados Numero de
total, % (Cl 95%) casos por

medicamento

Somnolencia 26 15,7 (10,5-22,1) | PHT 22

Clonazepam 2
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PNB 1
Lamotrigina 1
Vértigo 17 10,2 (6,1 —15,9) PHT 16
CBz 1
Cefalea 12 7,2 (3,8-12,3) PHT 7
VPA 4
Lamotrigina 1
Temblor 12 7,2 (3,8-12,3) PHT 10
VPA 2
Vision borrosa 12 7,2 (3,8-12,3) PHT 11
Lacosamida 1
Letargia 10 6,0 (2,9-10,8) PHT 10
Broncorrea 8 4,8 (2,1-9,3) PHT 8
Ataxia 6 3,6(1,3-7,7) PHT 3
Levetiracetam 1
CBz 1
PNB 1
Nauseas 6 3,6(1,3-7,7) PHT 6
Fatiga 5 3,0(1,0-6,9) PHT 3
Clonazepam 1
PNB 1
Vémito 3,0(1,0-6,9) PHT 5
Acné 4 2,4(0,7-6,1) PHT 4
Diplopia 4 2,4(0,7-6,1) PHT 3
Lacosamida 1
Disartria 4 2,4 (0,7-6,1) PHT 4
Erupcion 4 2,4(0,7-6,1) PHT 3
cutanea CBz 1
Nerviosismo 2,4(0,7-6,1) PHT 4
Pérdida de | 4 2,4(0,7-6,1) PHT 4
vision
Sialorrea 4 2,4(0,7-6,1) Clonazepam 2
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PHT 1
Levetiracetam 1
Agrandamiento 1,8 (0,4 —5,2) PHT 3
gingival
Aumento de 1,8 (0,4 -5,2) PHT 3
peso
Anemia 1,2 (0,1 -4,3) PHT 2
Anorexia 1,2 (0,1 -4,3) PHT 2
Confusion 1,2 (0,1 —-4,3) PHT 2
Deterioro 1,2 (0,1 -4,3) PHT 2
cognitivo
Célculos 0,6 (0,0 - 3,3) PHT 1
renales
Hipertricosis 0,6 (0,0 -3,3) PHT 1
Leucopenia 0,6 (0,0 -3,3) PHT 1
Osteoporosis 0,6 (0,0 -3,3) PHT 1
Polaquiuria 0,6 (0,0 -3,3) PHT 1

IC 95%: intervalo de confianza de 95%. RAM: reaccidon adversa a medicamento.

4.4 Evaluacion de los casos de RAM encontrados

Los 166 casos de RAM a la medicacion antiepiléptica que fueron encontrados se
evaluaron de acuerdo con la relacién de causalidad con el medicamento sospechoso, la

prevenibilidad, la intensidad y el sistema DoTS (Dosis, Tiempo, Susceptibilidad).

Con respecto a la relaciéon de causalidad 85 (51,2%) RAM fueron catalogadas como
“posibles”, 80 (48,2%) como “probables” y la reaccion adversa restante (0,6%) fue

considerada “definitiva”.
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De las 166 RAM evaluadas, 115 (69,3%) fueron consideradas “prevenibles”, mientras

que las 51 (30,7%) restantes se categorizaron como “no prevenibles”.

En relacion con la intensidad de las RAM evaluadas, 81 (48,8%) fueron consideras de
“grado 1” por lo cual no se requeria un cambio en el esquema de dosificacién. Por su
parte, 71 (42,8%) RAM fueron consideradas de “grado 2", pues era deseable un cambio
en el esquema de dosificacion. Finalmente, las 14 (8,4%) reacciones restantes fueron
consideradas de “grado 3”, pues se requeria o era deseable la suspensién del

medicamento, debido a la severidad de la RAM.

A continuacion, se presenta la evaluacion de las RAM de acuerdo con el sistema DoTS.
Con respecto al componente de la dosis, 80 (48,2%) RAM fueron consideradas
“colaterales”, pues ocurrieron a las dosis habitualmente empleadas de acuerdo con la
DDD que define la OMS. Por su parte, 46 (27,7%) RAM fueron catalogadas como
reacciones de “hipersusceptibilidad”, ya que fueron generadas por medicamentos
empleados a dosis inferiores a la DDD. Finalmente, las 40 (24,1%) RAM restantes fueron

clasificadas como “supra terapéuticas”, pues ocurrieron a dosis superiores a la DDD.

De acuerdo con la relacién temporal de las RAM establecida por el sistema DoTS, 146
(88,0%) RAM no estuvieron relacionadas con el tiempo de administracion del
medicamento. Las 20 (12,0%) RAM restantes si guardaron relacion temporal con la

3

administracion del medicamento de la siguiente forma: “tardias” 13 (7,8%), “intermedias’

” W LT}

7 (4,2%). No se documentaron reacciones “rapidas”, “de primera dosis”, “tempranas”, o

“retardadas” en el presente estudio.

Finalmente, con respecto a la susceptibilidad establecida por el sistema DoTS, en 10
(6,0%) RAM no fue posible identificar un factor de susceptibilidad predisponente del
efecto adverso. Sin embargo, en las 156 (94%) RAM restantes se identificaron diferentes
factores de susceptibilidad de la siguiente forma: Genética 49 (29,5%), Edad 64 (38,6%),
Sexo 82 (49,4%), Factores exdgenos 97 (58,4%), y Comorbilidad 29 (17,5%).

En la tabla 4-4 se presenta la clasificacion de las RAM encontradas en el estudio.
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Tabla 4-4. Clasificacion de las reacciones adversas a la medicacién antiepiléptica de los

pacientes del estudio (n = 166).

Variable n % IC 95%
Causalidad
Definitivas 1 0,6 0,0-1,8
Probables 80 48,2 40,4 — 56,1
Posibles 85 51,2 43,3 - 59,0
Prevenibilidad
Prevenibles 115 69,3 61,7 -76,2
No prevenibles 51 30,7 23,8 - 38,3
Intensidad
Grado 1 81 48,8 41,0 -56,7
Grado 2 71 42,8 35,1 -50,7
Grado 3 14 8,4 4,7 -13,7
Sistema DoTS (Dosis)
Hipersusceptibilidad | 46 27,7 21,1 -35,2
Colaterales 80 48,2 40,4 - 56,1
Supra terapéuticas | 40 241 17,8 - 31,3
Sistema DoTS (Tiempo)
No relacionadas 146 88,0 82,0-92,5
Intermedias 7 4,2 1,7-8,5
Tardias 13 7,8 4,2-13,0
Sistema DoTS (Susceptibilidad)
Genética 49 29,5 22,7 -37,1
Edad 64 38,6 31,1-46,4
Sexo 82 49,4 41,6 — 57,3
Factores exdgenos | 97 58,4 50,5 -66,0
Comorbilidad 29 17,5 12,0 — 24,1

IC 95%: intervalo de confianza de 95%. DoTS: dosis, tiempo y susceptibilidad.
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4.5 Interacciones medicamentosas encontradas en los
pacientes del estudio

Se documentaron 98 interacciones medicamentosas distintas que implicaron a los AED,
que ocurrieron en 34 de los 77 pacientes del estudio (44,2%; IC 95% 32,8 — 55,9). 26
(26,5%) de las 98 interacciones medicamentosas pudieron estar implicadas en casos de
fallo terapéutico a la medicacién antiepiléptica (epilepsia no controlada), mientras que 62
(63,3%) de ellas pudieron ser un factor contribuyente en las reacciones adversas a los
AED. Las diez (10,2%) interacciones medicamentosas restantes no tuvieron significancia

clinica en los pacientes.

Con respecto a la severidad de las interacciones medicamentosas encontradas en el
estudio 75 (76,5%) interacciones fueron clasificadas como categoria “C” (se sugiere
monitoreo de la terapia), mientras que las 23 (23,5%) interacciones restantes fueron

categorizadas como “D” (considerar modificacion del tratamiento).

En la tabla 4-5 se presenta la evaluacién de las interacciones medicamentosas

documentadas en el estudio.

Tabla 4-5. Evaluacion de las interacciones medicamentosas encontradas en los

pacientes del estudio (n = 98).

Variable n % IC 95%
Significado clinico
Implicadas en casos de FT 26 26,5 18,1 — 36,4
Implicadas en RAM 62 63,3 52,9-72,8
Sin efecto clinico 10 10,2 50-18,0
Severidad
C 75 76,5 66,9 — 84,5
D 23 23,5 15,5 — 33,1

IC 95%: intervalo de confianza de 95%. FT: fallo terapéutico. RAM: reaccion adversa a

medicamento.
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4.6 Evaluacién de los polimorfismos encontrados en los
farmacogenes evaluados

Las frecuencias alélicas de CYP2C9 fueron: para el alelo *2, CC 63 pacientes (81,8%, IC
95% 71,4 — 89,7), CT 14 pacientes (18,2%, IC 95% 10,3 — 28,6). Para el alelo *3: AA 71
pacientes (92,2%, 1C95% 83,8 — 97,1), AC 5 pacientes (6,5%, 1C95% 2,1 — 14,5), CC 1
paciente (1,3% 1C95% 0,00 — 7,0). Por su parte, las frecuencias genotipicas de CYP2C9
fueron *1/*1 57 pacientes (74% CI95% 62,8 — 83,4), *1/*2 14 pacientes (18,2%, 1C95%
10,3 — 28,6), *1/*3 5 pacientes (6,5%, CI95% 2,1 — 14,5) y *3/*3 1 paciente (1,3% IC95%
0,00 —7,0).

Las frecuencias genotipicas de SCN1A fueron: heterocigoto G/A 34 pacientes (44,2%,
IC95% 32,8 — 55,9), homocigoto A 28 pacientes (36,4%, IC95% 25,7 — 48,1) y
homocigoto G 15 pacientes (19,5%, IC95% 11,3 — 30,1).

Finalmente, las frecuencias genotipicas de ABCB1 fueron: heterocigoto T/C 34 (44,2%,
IC95% 32,8 — 55,9), homocigoto C 13 (16,9%, 1IC95% 9,3 — 27,1) pacientes y homocigoto
T 30 (39%, CI195% 28,0 — 50,8) pacientes.

En la tabla 4-6 se presenta la descripcidn de las variantes alélicas y genotipicas en los

tres farmacogenes evaluados para los 77 pacientes del estudio.

Tabla 4-6. Descripcion de las variantes alélicas y genotipicas de CYP2C9, SCN1A y
ABCB1 (n=77).

Gen Frecuencia alélica Frecuencia genotipica
" 0,864 *1/41 74%
Cyp2co |2 0,091 *1/+2 18,2%
"3 0,045 *1/43 6,5%
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*3/*3 1,3%
c 0,39 cC 16,9%
SCNTA 0,61 TC 44,2%
TT 39%
A 0,6 AA 36,4%
ABCB1 G 0,4 GA 44,2%
GG 19,5%

Tanto el grupo control como el grupo de pacientes con EFR (casos) se encontraban en
equilibrio de Hardy-Weinberg en el presente estudio.

A continuacioén las figuras de la secuenciacion de Sanger de las tres cigocidades posibles
para cada uno de los genes evaluados.

Figura 4-1. Secuenciacién de Sanger del gen ABCB1, polimorfismo C3435T. A:
Homocigoto CC, B: Heterocigoto CT, C: Homocigoto TT.
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Figura 4-2. Secuenciacién de Sanger del gen SCN1A, polimorfismo IVS5-91G>A. A:
Homocigoto CC, B: Heterocigoto CT, C: Homocigoto TT.
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Figura 4-3. Secuenciacién de Sanger del gen polimérfico CYP2C9*2. A: homocigoto AA,
B: heterocigoto AC, C: homocigoto CC.
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Figura 4-4. Secuenciacién de Sanger del gen polimérfico CYP2C9*3. A: homocigoto CC,
B: heterocigoto CT.

4.7 Correlaciéon entre los genotipos encontrados y la
respuesta al tratamiento antiepiléptico

A continuacién, se presentan los analisis de chi cuadrado para los desenlaces clinicos de

efectividad, seguridad y dosis de mantenimiento, y las variantes genéticas encontradas.

No se observaron diferencias significativas entre las variantes genéticas evaluadas y la
presencia de EFR. En la tabla 4-7 se presentan los analisis de chi cuadrado para los

diferentes genotipos y la respuesta terapéutica a la medicacion antiepiléptica.
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Tabla 4-7. Evaluacion de una posible asociacion entre los genotipos evaluados y la

respuesta terapéutica a la medicacién antiepiléptica

Genotipos evaluados Valor de
P (chi
cuadrado)
CYP2C9
Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion 0,471
“1/*1 vs. *1/*2 + *1/*3 + *3/*3 0,343
SCN1A
Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion 0,845
Comparacion de proporciones (modelo dominante) GG vs. GA + AA 1
Comparacion de proporciones (modelo recesivo) GG + AA vs. GT 0,586
ABCB1 (MDR1)
Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion 0,483
Comparacion de proporciones (modelo dominante) TT vs. CT + CC 0,635
Comparacion de proporciones (modelo recesivo) TT + CT vs. CC 0,395

Genotipos combinados

CYP2C9 + SCN1A + ABCB1 (Prueba de chi cuadrado para una sola | 0,405

proporcion)

CYP2C9 + SCN1A (Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion) 0,27
CYP2C9 + ABCB1 (Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion) 0,734
SCN1A + ABCB1 (Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion) 0,864

Comparacion de proporciones (modelo dominante): (CYP2C9 *1/*1 + | 0,857
SCN1A GG + ABCB1 TT) vs. (CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9
*3/*3 + SCN1A GA + SCN1A AA + ABCB1TC + ABCB1 CC)

Comparacion de proporciones (modelo recesivo): (CYP2C9 *1/*1 + SCN1A | 0,361
GG + SCN1A GA + ABCB1TT + ABCB1 TC) vs. (CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9
*1/*3 + CYP2C9 *3/*3 + SCN1A AA + ABCB1 CC)
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4.8 Correlacidon entre los genotipos encontrados y las
reacciones adversas a la medicacién antiepiléptica

Para el caso de las reacciones adversas a la medicacion antiepiléptica y la existencia de
una posible relacion con los genotipos evaluados no se encontré asociacion entre dichos
genotipos y la presencia o ausencia de RAM. Sin embargo, al realizar los analisis
especificos por sistemas/érganos afectados, asi como de algunos efectos adversos
individuales, se encontraron las siguientes asociaciones en la prueba de chi cuadrado
para una sola proporciéon: CYP2C9 y RAM que afectaron el sistema respiratorio (P =
0,016), SCN1A y RAM oftalmolégicas (P = 0,008); CYP2C9 + SCN1A + ABCB1 y RAM
respiratorias (P = 0,033); CYP2C9 + SCN1A + ABCB1 y RAM gastrointestinales (P =
0,018); CYP2C9 + SCN1A + ABCB1 y disartria (P = 0,005); CYP2C9 + SCN1A y RAM
respiratorias (P = 0,014); CYP2C9 + SCN1A y RAM gastrointestinales (P = 0,029);
CYP2C9 + SCN1A y disartria (0,047); CYP2C9 + SCN1A y RAM vestibulo-cerebelosas
(P =0,012); CYP2C9 + ABCB1 y RAM respiratorias (P = 0,01); CYP2C9 + ABCB1 y RAM
respiratorias (P = 0,01); CYP2C9 + ABCB1 y RAM vestibulo-cerebelosas (P = 0,029);
CYP2C9 + ABCB1 y disartria (P = 0,005); SCN1A + ABCB1 y RAM oftalmoldgicas (P =
0,043); SCN1A + ABCB1 y RAM oftalmolégicas (P = 0,043).

Con respecto a los analisis de chi cuadrado para la comparacion de dos proporciones se
encontro significancia estadistica entre las siguientes variables: SCN1A GG vs. GA + AA
y RAM gastrointestinales (P = 0,037; OR 0,306 IC 95% 0,097 — 0,966). SCN1A GG + GA
vs. AA y RAM oftalmoldgicas (P = 0,002; OR 6,273 IC 95% 1,729 — 22,781). ABCB1 TT
vs. CT + CC y alteracion del estado de consciencia (P = 0,028; OR 2,889 IC 95% 1,101 —
7,579). (CYP2C9 *1/*1 + SCN1A GG + ABCB1 TT) vs. (CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9 *1/*3 +
CYP2C9 *3/*3 + SCN1A GA + SCN1A AA + ABCB1 TC + ABCB1 CC) y RAM
respiratorias (P = 0,004). CYP2C9 *1/*1 + SCN1A GG + ABCB1 TT) vs. (CYP2C9 *1/*2 +
CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9 *3/*3 + SCN1A GA + SCN1A AA + ABCB1 TC + ABCB1CC)y
RAM gastrointestinales (P = 0,025). (CYP2C9 *1/*1 + SCN1A GG + SCN1A GA + ABCB1
TT + ABCB1 TC) vs. (CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9 *3/*3 + SCN1A AA +
ABCB1 CC) y RAM oftalmolégicas (P = 0,031).
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En la tabla 4-8 se presentan los analisis de chi cuadrado para los genotipos encontrados
y las reacciones adversas a medicamentos a la medicacion antiepiléptica con sus

respectivos valores de P.

Tabla 4-8. Evaluacion de posibles asociaciones entre los genotipos evaluados y los

efectos adversos a la medicacion antiepiléptica

Genotipo Sistema/érgano afectado por la Valor de P
RAM o RAM individual (chi
cuadrado)
CYP2C9 RAM General 0,499
Oftalmoldgico 0,462
Respiratorio 0,016*
Hematoldgico 0,844
Gastrointestinal 0,06
Piel/Mucosas 0,197
Neuroldgico 0,809
Deterioro cognitivo 0,899

Alteracion del estado de consciencia 0,404

Trastornos del movimiento 0,45
Disartria 0,027*
Cefalea 0,144
Vestibulo-cerebeloso 0,001*
CYP2C9 *1/*1 vs. CYP2C9 | Neurolégico 0,458
*1/*2 + *1/*3 + *3/*3 Oftalmolégico 0,122
Respiratorio 0,378
Hematoldgico 0,724
Gastrointestinal 0,046*
Piel/Mucosas 0,734
RAM General 0,675
Deterioro cognitivo 0,636

Alteracion del estado de consciencia 0,837

Trastornos del movimiento 0,33
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Disartria 0,059
Cefalea 0,296
Vestibulo-cerebeloso 0,414
SCN1A Neuroldgico 0,453
Oftalmolégico 0,008*
Respiratorio 0,313
Hematologico 0,818
Gastrointestinal 0,094
Piel/Mucosas 0,602
RAM General 0,665
Deterioro cognitivo 0,3

Alteracion del estado de consciencia 0,528

Trastornos del movimiento 0,761
Disartria 0,795
Cefalea 0,281
Vestibulo-cerebeloso 0,499
SCN1A GG vs. SCN1A GA + | Neuroldgico 0,256
AA Oftalmoldgico 0,651
Respiratorio 0,194
Hematoldgico 0,557
Gastrointestinal 0,037
Piel/Mucosas 0,353
RAM General 0,435
Deterioro cognitivo 0,397

Alteracion del estado de consciencia 0,319

Trastornos del movimiento 0,647
Disartria 1
Cefalea 0,188
Vestibulo-cerebeloso 0,249
SCN1A GG + AA vs. SCN1A | Neurolégico 0,363

GT Oftalmoldgico 0,002*
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Respiratorio 0,773
Hematoldgico 0,988
Gastrointestinal 0,886
Piel/Mucosas 0,968
RAM General 0,486
Deterioro cognitivo 0,356
Alteracion del estado de consciencia 0,396
Trastornos del movimiento 0,481
Disartria 0,526
Cefalea 0,703
Vestibulo-cerebeloso 0,526
ABCB1 Neuroldgico 0,14
Oftalmoldgico 0,191
Respiratorio 0,159
Hematoldgico 0,387
Gastrointestinal 0,225
Piel/Mucosas 0,877
RAM General 0,575
Deterioro cognitivo 0,806
Alteracion del estado de consciencia 0,09
Trastornos del movimiento 0,663
Disartria 0,089
Cefalea 0,578
Vestibulo-cerebeloso 0,679
ABCB1TT vs. ABCB1 CT + CC | Neurolégico 0,083
Oftalmoldgico 0,072
Respiratorio 0,123
Hematoldgico 0,171
Gastrointestinal 0,09
Piel/Mucosas 0,903
RAM General 0,649
Deterioro cognitivo 0,517
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Alteracion del estado de consciencia 0,028*

Trastornos del movimiento 0,365
Disartria 0,044*
Cefalea 0,87
Vestibulo-cerebeloso 0,401
ABCB1TT + CT vs. ABCB1 CC | Neurolégico 0,124
Oftalmolégico 0,67
Respiratorio 0,631
Hematologico 0,513
Gastrointestinal 0,343
Piel/Mucosas 0,678
RAM General 0,294
Deterioro cognitivo 0,889

Alteracion del estado de consciencia 0,365

Trastornos del movimiento 0,751
Disartria 0,945
Cefalea 0,307
Vestibulo-cerebeloso 0,945
CYP2C9 + SCN1A + ABCB1 Neuroldgico 0,735
Oftalmoldgico 0,509
Respiratorio 0,033
Hematoldgico 0,757
Gastrointestinal 0,018*
Piel/Mucosas 0,404
RAM General 0,837
Deterioro cognitivo 0,199

Alteracion del estado de consciencia 0,424

Trastornos del movimiento 0,327
Disartria 0,005*
Cefalea 0,358

Vestibulo-cerebeloso 0,146
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CYP2C9 + SCN1A Neuroldgico 0,851
Oftalmoldgico 0,18
Respiratorio 0,014~
Hematoldgico 0,887
Gastrointestinal 0,029*
Piel/Mucosas 0,264
RAM General 0,91
Deterioro cognitivo 0,768
Alteracion del estado de consciencia 0,51
Trastornos del movimiento 0,847
Disartria 0,047
Cefalea 0,395
Vestibulo-cerebeloso 0,012*

CYP2C9 + ABCB1 Neuroldgico 0,687
Oftalmoldgico 0,767
Respiratorio 0,01
Hematologico 0,829
Gastrointestinal 0,05
Piel/Mucosas 0,414
RAM General 0,723
Deterioro cognitivo 0,392
Alteracion del estado de consciencia 0,416
Trastornos del movimiento 0,437
Disartria 0,005*
Cefalea 0,198
Vestibulo-cerebeloso 0,029

SCN1A + ABCB1 Neuroldgico 0,478
Oftalmolégico 0,043*
Respiratorio 0,244
Hematologico 0,526
Gastrointestinal 0,077*
Piel/Mucosas 0,357
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RAM General 0,744
Deterioro cognitivo 0,321
Alteracion del estado de consciencia 0,249
Trastornos del movimiento 0,412
Disartria 0,224
Cefalea 0,189
Vestibulo-cerebeloso 0,497
(CYP2C9 *1/*1 + SCN1A GG + | Neurolégico 0,344
ABCB1 TT) vs. (CYP2C9 *1/*2 | Oftalmologico 0,585
+ CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9 | Respiratorio 0,004*
*3/*3 + SCN1A GA + SCN1A | Hematoldgico 0,698
AA + ABCB1TC + ABCB1 CC) | Gastrointestinal 0,025*
Piel/Mucosas 0,968
RAM General 0,808
Deterioro cognitivo 0,686
Alteracion del estado de consciencia 0,195
Trastornos del movimiento 0,19
Disartria 0,084
Cefalea 0,623
Vestibulo-cerebeloso 0,218
(CYP2C9 *1/*1 + SCN1A GG + | Neurolégico 0,6
SCN1A GA + ABCB1 TT + | Oftalmologico 0,031*
ABCB1 TC) vs. (CYP2C9 *1/*2 | Respiratorio 0,636
+ CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9 | Hematoldgico 0,572
*3/*3 + SCN1A AA + ABCBT | Gastrointestinal 0,099
CC) Piel/Mucosas 0,81
RAM General 0,911
Deterioro cognitivo 0,268
Alteracion del estado de consciencia 0,409
Trastornos del movimiento 0,737
Disartria 0,138
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Cefalea 0,611

Vestibulo-cerebeloso 0,675

*Valor de P estadisticamente significativo.

Sin embargo, al realizar andlisis especificos de los sistemas/drganos afectados por las
RAM usando la prueba de chi-cuadrado con la correccion de Bonferroni, encontramos
una asociacion entre los alelos mutantes de CYP2C9 y RAM vestibulo-cerebelosas

(vértigo, ataxia, nistagmus, diplopia y disartria) (P = 0.001).

4.9 Correlacién entre los genotipos encontrados y la
dosis de mantenimiento de los medicamentos
antiepilépticos empleados

No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre los genotipos evaluados y

las dosis de mantenimiento de la medicacién antiepiléptica.

En la tabla 4-9 se presentan los analisis de chi cuadrado para los diferentes genotipos y

la dosis de mantenimiento de los AED empleados con sus respectivos valores de P.

Tabla 4-9. Evaluacion de una posible asociacién entre los genotipos evaluados y la dosis

de mantenimiento de la medicacion antiepiléptica

Genotipos evaluados Valor de
P (chi
cuadrado)
CYP2C9
Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion 0,868
“1/*1 vs. *1/*2 + *1/*3 + *3/*3 0,386
SCN1A
Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion 0,305
Comparacion de proporciones (modelo dominante) GG vs. GA + AA 0,329
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Comparacion de proporciones (modelo recesivo) GG + AA vs. GT 0,179
ABCB1 (MDR1)

Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion 0,519

Comparacion de proporciones (modelo dominante) TT vs. CT + CC 0,667

Comparacion de proporciones (modelo recesivo) TT + CT vs. CC 0,343

Genotipos combinados

CYP2C9 + SCN1A + ABCB1 (Prueba de chi cuadrado para una sola | 0,629

proporcion)

CYP2C9 + SCN1A (Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion) 0,818
CYP2C9 + ABCB1 (Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion) 0,98
SCN1A + ABCB1 (Prueba de chi cuadrado para una sola proporcion) 0,51

Comparacion de proporciones (modelo dominante): (CYP2C9 *1/*1 + | 0,791
SCN1A GG + ABCB1 TT) vs. (CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9 *1/*3 + CYP2C9
*3/*3 + SCN1A GA + SCN1A AA + ABCB1TC + ABCB1 CC)

Comparacion de proporciones (modelo recesivo): (CYP2C9 *1/*1 + SCN1A | 0,696
GG + SCN1A GA + ABCB1TT + ABCB1 TC) vs. (CYP2C9 *1/*2 + CYP2C9
*1/*3 + CYP2C9 *3/*3 + SCN1A AA + ABCB1 CC)




5.Discusion

El presente fue un estudio exploratorio que tuvo como objetivo principal evaluar posibles
determinantes genéticos de respuesta al tratamiento anticonvulsivante en un grupo de
pacientes colombianos afectados de epilepsia. Para tal fin, se realizé la identificacién de
los principales grupos de genes asociados con la farmacocinética y la farmacodinamia de
los principales farmacos empleados para el tratamiento de la epilepsia, mediante una
revision exhaustiva de la literatura. De esta forma, se identificaron tres farmacogenes
criticos para los AED mas comunmente empleados: ABCB1 (transporte), CYP2C9
(farmacocinética), SCN1A (farmacodinamia).

Teniendo en cuenta que la PHT fue el AED empleado por 9 de cada 10 pacientes en el
estudio, la mayoria de los conceptos que se mencionaran de ahora en adelante en la
discusion haran referencia a la farmacogenética de la PHT.

Mediante una revisién detallada de la literatura, se pudo documentar que la enzima
CYP2C9 era critica para el metabolismo de la PHT, y también hacia parte de la ruta
metabdlica del VPA, la lacosamida y el PNB [9]. Por su parte, la GP codificada por el gen
ABCB1, se ha visto implicada en los mecanismos de transporte de practicamente todos
los AED empleados por los pacientes del estudio, a excepcién de las benzodiazepinas,
para las cuales no existe evidencia establecida al respecto [12]. Finalmente, los canales
de sodio dependientes de voltaje (y por ende el gen SCN1A) corresponden al sitio de
accion de la mayoria de AED (incluyendo PHT y VPA), a excepcion de levetiracetam,
PNB y las benzodiazepinas que tienen una farmacodinamia distinta [14]. En conclusion,
los tres farmacogenes evaluados, permitieron obtener informacion valiosa sobre tres
puntos criticos de la via farmacocinética/farmacodinamica de los AED empleados por la
totalidad de pacientes del estudio, ya que ninguno de ellos recibié benzodiazepinas como
monoterapia.

Con el fin de evaluar la existencia de posibles asociaciones entres las variantes
genéticas mas comunes en los tres farmacogenes mencionados y la respuesta al
tratamiento antiepiléptico, se evaluaron los polimorfismos presentes en los genes
identificados con sus respectivas frecuencias alélicas y genotipicas. Los resultados
encontrados mostraron que para el caso de CYP2C9, el 74% de los pacientes eran
metabolizadores rapidos (*1/*1, wild type), el 25% eran metabolizadores intermedios
(*1/*3, *1/*2), y tan solo uno de los pacientes (1,3%) fue catalogado como un
metabolizador lento (*3/*3). Estas frecuencias fueron muy similares a las encontradas en
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otro trabajo dirigido a disefiar un algoritmo farmacogenético, que incluyé a 152 pacientes
colombianos usuarios de warfarina [212]. Sin embargo, la frecuencia de metabolizadores
intermedios en el presente estudio fue tres veces mayor que la frecuencia global de este
fenotipo reportada en la literatura [213]. Una posible explicacién para esta diferencia
puede ser el numero relativamente bajo de pacientes en el presente estudio lo cual pudo
sobre-estimar el porcentaje de metabolizadores intermedios.

Al comparar las frecuencias alélicas encontradas en nuestro estudio para la variante
CYP2C9*2 con las reportadas en GenomlID la frecuencia alélica reportada en nuestro
estudio fue idéntica a la reportada en la literatura para la poblacién general (0,091 vs.
0,09096) y superior a la reportada en la misma base de datos para la poblacion latina
(0,06841). Con respecto a la variante CYP2C9*3 la frecuencia alélica encontrada en
nuestro estudio de 0,045 estuvo entre el rango de la frecuencia alélica reportada para
esta variante en GenomlID para la poblacion latina (0,03824) y general (0,06154).

Con respecto al gen ABCB1, el 39% de pacientes fue homocigoto para el alelo wild-type
(TT), mientras que en el 61% restante se documento la presencia del alelo mutante (C),
la cual es similar a la frecuencia global de este polimorfismo [209]. Sin embargo, estos
resultados difieren de los encontrados por Velasco-Parra et. al en su estudio de casos (n
= 111) y controles (n = 91) sobre la relacion del polimorfismo C3435T y epilepsia
refractaria en una muestra de 202 pacientes epilépticos colombianos, en quienes se
encontrd una frecuencia del genotipo TT de tan solo el 20,7% [61].

Por su parte, la frecuencia alélica reportada para el alelo G del gen ABCB1 fue de 0,6 en
nuestro estudio, lo cual fue ligeramente superior a la frecuencia de la poblacién latina
(0,5480) y general (0,5105) disponible en GenomID.

Finalmente, para el gen SCN1A, el 44% de pacientes era heterocigoto G/A, con solo un
19,5% de pacientes homocigotos para el alelo wild-type (GG). Esta frecuencia es similar
a la reportada en la literatura [209]. Hasta donde se tiene conocimiento, no hay estudios
publicados que hayan evaluado de manera sistematica la relacién entre el polimorfismo
IVS5-91 G>A (rs3812718) y la EFR en pacientes colombianos; sin embargo, si se ha
reportado la presencia de heterocigocidad para este polimorfismo en una familia
colombiana que padece epilepsia generalizada acompafada de crisis febriles [93].

La frecuencia del alelo T del gen SCN71A fue de 0,61 en nuestro estudio lo cual es
superior a lo reportado en GenomID para la poblacion latina (0,4654) y general (0,4934).

Al evaluar la existencia de una posible asociacion entre los polimorfismos y haplotipos
encontrados, descritos en la literatura, y la respuesta terapéutica, y reacciones adversas
a la medicacion antiepiléptica, solamente fue posible encontrar correlacion entre algunas
RAM vy algunas variantes genéticas, pues no fue posible documentar asociaciones
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estadisticamente significativas entre las variantes genéticas evaluadas y los desenlaces
terapéuticos en términos de efectividad o cambio en la dosis de mantenimiento.

De esta forma, el presente estudio no encontrd asociacion entre el polimorfismo C3435T
y la EFR. Estos resultados son concordantes con diferentes meta-analisis, los cuales han
arrojado resultados contradictorios [4,6,8,82]. Como ya se ha mencionado en la
introduccion, esto podria explicarse por el alto grado de heterogeneidad de los estudios
incluidos, debida a las definiciones variables de EFR, el uso de diferentes AED vy la
inclusién de diferentes tipos y sindromes de epilepsia en los estudios. Aunque evidencia
proveniente de estudios animales, casos clinicos y estudios genéticos soporta la
hipotesis de la sobreexpresién de la GP en la BHE como causa de la resistencia al
tratamiento farmacolégico de la epilepsia [30], las verdaderas implicaciones del
polimorfismo C3435T del gen ABCB1 aun estan por elucidarse.

El polimorfismo C3435T corresponde a un SNP sinénimo en el exén 26, que se ha
asociado con alteracién en la actividad de la GP [214,215], y cuando aparece en un
haplotipo, con funcionalidad reducida [216]. Se han propuesto tres hipdtesis distintas
para esta asociacion: 1) El polimorfismo C3435T esta en desequilibrio de ligamiento con
otros SNPs comunes funcionales como el G2677T. De hecho, los polimorfismos C1236T
(un SNP sin6nimo), G2677T, y C3435T son parte de un haplotipo comun [217,218]. 2)
Las diferencias alelo — especificas en el plegamiento del ARNm podrian influenciar el
splicing, procesamiento, o el control traslacional y la regulacion [219]. 3) El efecto del
SNP C3435T en los niveles de la GP o su funcion es mas bien modesta o especifica del
sustrato [219]. Adicionalmente, es bien sabido que muchos factores ambientales afectan
la expresion y la actividad fenotipica de la GP [220]. Con el fin de esclarecer si el
polimorfismo C3435T modifica la funcion de la proteina, Kimchi-Sarfaty et al. llevaron a
cabo un trabajo en diferentes lineas celulares en el cual encontraron que esta mutacién
afecta la especificidad por el sustrato, especialmente en condiciones de estrés fisioldgico,
como la epilepsia o la exposicion repetida a AED [219]. De esta forma la expresion
variable de la GP en la BHE de pacientes epilépticos podria ser una manifestacion de la
patologia de base del paciente, 0 un mecanismo de compensacion de la BHE frente a la
exposicion continua a AED. Asi mismo, en modelos experimentales especificos, se ha
demostrado que tanto la epilepsia (inducida experimentalmente) como el uso de AED
puede inducir la expresién del gen ABCB1, amplificando por lo tanto la expresion y el
efecto de la GP en los sitios donde se exprese, incluida la BHE [221]. Por lo tanto, los
cambios en la expresion de la GP dependiendo del tipo y el numero de AED empleados,
asi como de la duracion del tratamiento en cada paciente, podria brindar otra explicaciéon
biolégicamente plausible sobre las diferencias obtenidas en los estudios (y los meta-
analisis) realizados para evaluar el impacto del polimorfismo C3435T en la respuesta
terapéutica a la medicacion antiepiléptica [157].

En relacién con los aspectos de seguridad de la medicacion antiepiléptica, algunos ORs
para la existencia de una posible asociacién entre los genotipos evaluados y algunas
RAM fueron estadisticamente significativos. Sin embargo, la mayoria de ellos
presentaron intervalos de confianza muy amplios, lo cual supone un sesgo de imprecision
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en la obtencion de los resultados, lo cual podria explicarse por el numero relativamente
bajo de pacientes incluidos en el tamafio de muestra.

En el presente estudio se documentd asociacion entre el alelo C del gen ABCB1 y la
alteracion del estado de consciencia como RAM (OR 2,89 IC 95% 1,10 — 7,58). Aunque
dicho resultado adolece de imprecision, es concordante con el mecanismo de accion y el
efecto farmacoldgico de estas moléculas que en menor o mayor grado causan depresiéon
del SNC [14]. Sin embargo, la falta de asociacién con otras RAM que afectan el SNC
resulta contradictoria y no es facil de explicar. Asi mismo, y ain con mayor grado de
imprecisién, se document6 asociacion estadisticamente significativa entre la presencia
del alelo A del gen SCN1A y la ocurrencia de RAM oftalmolégicas (OR 6,27 IC 95% 1,73
— 22,78). No obstante, esta asociacion no esta ampliamente sustentada en la literatura, y
tampoco podria explicarse la falta de asociacion de esta variante genética con RAM
neuroldgicas, ya que los efectos adversos oftalmolégicos de la medicacion antiepiléptica
suelen deberse a la afectacién que estos generan sobre el SNC [222]. Aunque en la
literatura se han descrito tres polimorfismos de ABCB1 (3435C > T, 2677G > T/Ay 1236C
> T) que pueden afectar los niveles plasmaticos de PHT [215,223], la relacion de estos
polimorfismos con los efectos adversos sobre el SNC no ha sido determinada con
claridad [224,225].

Probablemente el resultado mas importante del presente estudio fue la asociacién entre
el fenotipo de metabolizador intermedio/lento para CYP2C9 y las RAM vestibulo-
cerebelosas (p. ej. diplopia, nistagmus) (p = 0,001). Una revision reciente realizada por
Fricke-Galindo et al. encontré6 que las RAM vestibulo-cerebelosas corresponden a los
efectos adversos mas frecuentes de la medicacion antiepiléptica, ya que suelen ser
comunes a la mayoria de los farmacos empleados para el manejo de esta condicién
[223]. Debido a la farmacocinética no lineal de la PHT, consistente en un cambio en la
cinética de eliminacibn de orden uno a orden cero que es mas evidente en
metabolizadores lentos, el rol de la enzima CYP2C9 y sus polimorfismos es critico para la
generacion de RAM, y en particular de efectos adversos neuroldgicos [226]. Tal es la
importancia del CYP2C9 como un posible biomarcador farmacogenémico para pacientes
que reciben PHT, que recientemente la FDA ha realizado una anotacién de farmacologia
clinica en la etiqueta del medicamento sehalando la posibilidad de tener amplia
variabilidad interindividual en los niveles plasmaticos con dosis equivalentes, asi como la
obtencién de niveles inusualmente altos en pacientes con ciertas variantes alélicas en
CYP2C9 y CYP2C19 [227].

En este estudio no se documentd asociacion alguna entre las variantes genéticas
evaluadas y la dosis de mantenimiento de la medicacién antiepiléptica. Sin embargo, en
la literatura hay evidencia inequivoca sobre el impacto de los polimorfismos *2 y *3 de
CYP2C9 y la dosis de mantenimiento de PHT. De esta forma, las “Guias de
Implementacion de Farmacogenética Clinica para Genotipos de CYP2C9 y HLA-B y
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Dosis de PHT” han establecido que se sugiere una reduccion el 25% de la dosis habitual
de PHT (300 mg/dia) en pacientes que son metabolizadores intermedios para CYP2C9.
Por su parte, en los pacientes metabolizadores lentos, dicha reduccion deberia ser
todavia mas alta (50% de la dosis habitual) [213]. Por otra parte, se han asociado
algunas variantes del gen SCN1A y en particular al alelo T (rs3812718) con la necesidad
de una mayor dosis de PHT en pacientes con epilepsia, en comparacion a los portadores
del alelo C. Esta asociaciéon se apoya en estudios in vitro que han demostrado que el
polimorfismo rs3812718 afecta el splicing alternativo de NaV1.1 codificado por SCN1A. El
alelo C esta asociado con un incremento en la expresion de la variante splicing Na(V)
1.1-5N, mientras que el genotipo TT esta asociado con la expresién de Na(V) 1.1-5A, sin
la variante Na(V) 1.1-5N. Esta ultima variante estd asociada con menor sensibilidad a la
PHT en comparacion con la variante splicing Na(V) 1.1-5A del canal de sodio [192]. No
se tiene conocimiento de la falta de asociacién entre los genotipos evaluados y la dosis
de mantenimiento de PHT en el presente estudio. De nuevo es posible especular que el
numero relativamente bajo de pacientes incluido en el presente estudio no fue lo
suficientemente grande para establecer una asociacién significativa entre los genotipos
de CYP2C9 y la dosis de mantenimiento de la fenitoina.

Los analisis de farmacovigilancia sefialaron que el 80% de los pacientes del estudio,
presentaron al menos una RAM y la PHT estuvo implicada en el 86% de los casos.
Dentro de los sistemas/érganos afectados por las RAM, el SNC fue el mas afectado, en
el 57% de los casos, seguido de los ojos y el sistema gastrointestinal en el 12% cada
uno. Casi la mitad de las RAM fueron catalogadas como probables o definitivas, mientras
que poco mas de la mitad fueron consideradas de grado 2 o 3 de acuerdo con la
severidad. El 69% de las RAM eran prevenibles. Con respecto a la clasificacion DoTS,
28% de las RAM fueron catalogadas como reacciones por hipersusceptibilidad, mientras
que el 24,1% fueron supra terapéuticas. Con relacién al tiempo, la gran mayoria de RAM
(88%) no guardaron relacion temporal alguna con el momento de administracién del
medicamento. Dentro de los factores de  susceptibilidad identificados, los mas
importantes fueron los factores exdgenos en mas de la mitad de los casos, la edad
(39%), y la genética en casi la tercera parte de los casos.

Los resultados de farmacovigilancia de este estudio coinciden con lo encontrado en otros
trabajos similares, segun los cuales la toxicidad de los AED es predominantemente
neuroldgica [228], con un 70% de RAM prevenibles aproximadamente, siendo la causa
mas frecuente de efectos adversos (y eventualmente de fallo terapéutico) el monitoreo
insuficiente de concentraciones plasmaticas del antiepiléptico, que solo estuvo disponible
en 11 de los 77 pacientes evaluados [228]. Este resultado queda de manifiesto cuando
se consider6 que 9 de cada 10 RAM estuvieron relacionadas con concentraciones
plasmaticas supra terapéuticas del farmaco (toxicidad). Esta falta de monitoreo podria
explicarse por la falta de atencion que prestan algunos médicos a la evaluacion vy
seguimiento de posibles RAM en pacientes con epilepsia, como lo ha sefialado un trabajo
publicado recientemente por Almohammadi et al. llevado a cabo en tres centros médicos
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especializados en neurologia en Arabia Saudita, y en el cual los médicos tuvieron una
tasa de subregistro de RAM en la historia clinica de los pacientes cercano al 80% [229].

Se documentaron interacciones medicamentosas de relevancia clinica en casi la mitad
de los pacientes evaluados (44%). 77% de las interacciones sugerian un monitoreo
estricto de la terapia farmacoldgica, mientras que el 23% restante tenia indicado un
cambio en la terapia farmacoldgica de la epilepsia. 36,6% de los casos de fallo
terapéutico a la medicacion antiepiléptica pudieron explicarse por una o varias
interacciones medicamentosas relacionadas con induccion del metabolismo hepatico del
farmaco, por lo que algunos casos catalogados como EFR, en realidad pudieron
explicarse por errores de medicacion sucesivos (interaccion medicamentosa sin
monitoreo de concentraciones plasmaticas y sin el correspondiente ajuste en el esquema
posoldgico), mientras que el 51,2% de los casos de RAM pudieron ser explicados por
una interaccion medicamentosa. Tan solo un 10% de las interacciones documentadas no
tuvieron impacto clinico en los pacientes de acuerdo al sistema de evaluacién empleado
[207]. Un estudio retrospectivo realizado en 4955 pacientes epilépticos de Estados
Unidos, encontré que aproximadamente el 45% de los pacientes tenia una interaccién
medicamentosa potencial, lo cual coincide con los resultados del presente trabajo [230].
Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de los servicios de farmacovigilancia
en brindar apoyo al manejo de pacientes con epilepsia, asi como del acompafiamiento de
los servicios de atencién farmacéutica, que podrian resultar en una deteccion temprana
de posibles problemas relacionados con medicamentos (p. ej. RAM, interacciones,
medicion insuficiente o inapropiada de niveles plasmaticos, etc.), que en ultimas podria
mejorar el cuidado y los desenlaces clinicos (efectividad y seguridad) en este tipo de
pacientes) [231].

Hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer estudio clinico realizado en
pacientes colombianos, con un enfoque farmacogendmico, dirigido a indagar sobre el
impacto de tres farmacogenes y cinco polimorfismos genéticos distintos en la respuesta
terapéutica a la medicacion antiepiléptica, los cuales fueron identificados mediante una
revision exhaustiva de la literatura. Como fortalezas adicionales del trabajo de
investigacion, este fue un estudio prospectivo de cohorte con seguimiento durante varios
meses, en el cual los pacientes epilépticos fueron evaluados sistematicamente con el fin
de establecer o confirmar el diagndstico de EFR, el hallazgo de la dosis de
mantenimiento, y el desarrollo de posibles efectos adversos a la medicacién. Con el fin
de identificar a los pacientes con EFR, se usaron los criterios de la ILAE, para tener una
definicion objetiva, actualizada y global de farmacorresistencia, descartando la falta de
adherencia como un problema relacionado con medicamentos causante de la falta de
respuesta al tratamiento. Asi mismo, las RAM fueron evaluadas de manera exhaustiva
con respecto a la causalidad, la prevenibilidad, la intensidad, y su presentacion clinica
(clasificacién DoTS) con un enfoque de farmacovigilancia activa/intensiva. Finalmente, se
realizé una evaluacion sistematica de todas las posibles interacciones medicamentosas,
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clinicamente significativas, que pudieron afectar la efectividad o la seguridad de la terapia
antiepiléptica en los pacientes del estudio.

Con respecto a las limitaciones del proyecto, este fue un estudio observacional basado
en la entrevista con los pacientes y familiares, y la informacion disponible en las historias
clinicas, en las cuales se encontré que los niveles de concentraciones plasmaticas solo
estaban disponibles en menos del 15% de los pacientes evaluados. La falta de este
examen paraclinico pudo haber introducido un sesgo muy importante al evaluar el
fenotipo de los pacientes, pues de esta manera se hubiera podido realizar una
correlacion mas exacta entre los genotipos de CYP2C9, la concentracion plasmatica
obtenida y la respuesta terapéutica al medicamento. Asi mismo, esta situacion pudo
haber sobreestimado el impacto de las interacciones medicamentosas como posible
causa de la falta de respuesta a la medicacion antiepiléptica, pues se calculé que mas de
una tercera parte de los casos de fallo terapéutico pudieron no corresponder a una
verdadera EFR, sino a casos de inefectividad terapéutica secundarios a interacciones
medicamentosas. De igual manera, las interacciones pudieron ser la causa de mas del
50% de las RAM documentadas, por lo que al igual que ocurrié con la evaluacion de la
efectividad, la ausencia de niveles plasmaticos pudo conducir a una sobreestimacion del
efecto de esta variable sobre los desenlaces de seguridad del medicamento. Teniendo en
cuenta que la mayoria de AED empleados por los pacientes del estudio fueron de rango
terapéutico estrecho (p. ej. PHT, VPA), existe evidencia que sugiere que dichos
medicamentos no son libremente intercambiables debido a que podrian generar cambios
en la terapéutica del paciente. De esta forma, algunos autores han sefialado que, a
diferencia de la mayoria de los farmacos, para el caso de los AED la demostraciéon de
bioequivalencia podria no ser suficiente para garantizar la equivalencia terapéutica
[232,233]. Por lo tanto, la falta de control sobre las marcas de antiepiléptico empleadas
por cada uno de los pacientes pudo haber introducido un sesgo adicional en el estudio.
Finalmente, la elevada imprecisién obtenida en algunos resultados, asi como la falta de
significancia estadistica para muchas de las correlaciones genotipo-fenotipo evaluadas,
pudieron explicarse por un tamafio de muestra insuficiente o por la evaluacion de un
numero relativamente pequefio de variantes genéticas dentro de varios cientos de
posibles farmacogenes (con sus respectivos polimorfismos), que por razones
presupuestales y logisticas no pudieron ser incluidos.

De hecho un estudio publicado recientemente correspondiente al desarrollo de un
algoritmo predictivo de respuesta terapéutica en pacientes con epilepsia del I6bulo
temporal mesial encontré que los farmacogenes mas importantes en el modelo predictivo
fueron ABCC2, CYP1A2, CYP1B1, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9 y CYP2C19 de
los cuales solamente CYP2C9 fue evaluado en el presente estudio. Los autores
encontraron que dicho algoritmo podia mejorar la prediccion de la respuesta a la terapia
antiepiléptica en estos pacientes con una precision estimada de 0,8177 [234].

Como se ha mencionado anteriormente, cerca del 30% de pacientes epilépticos
evolucionan hacia una EFR durante el curso de la enfermedad, y algunos de ellos
pueden ser candidatos al tratamiento quirdrgico. Sin embargo, hasta un 50% de los
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pacientes puede presentar fallo de la intervencion quirdrgica después de cinco afios o
mas, lo cual podria estar relacionado con la naturaleza dinamica de la enfermedad donde
los cambios moleculares dentro del cerebro afectado predisponen a una condicion
epileptégena persistente, que algunos autores han llamado memoria epileptogénica.
Aunque los casos familiares de epilepsia del l6bulo temporal (TLE) y la predisposicion
genética a las crisis febriles ha sido descrita, la TLE no es considerada un desorden
genéticamente heredado. Sin embargo, algunos estudios de perfiles basados en arreglos
genéticos (arrays) han detectado patrones de expresion génica aberrantes. Varios genes
de epilepsia candidatos comunes han sido identificados en modelos de TLE humanos y
experimentales y se piensa que éstos participan en la inflamacion y el estrés, la
transmision sinaptica, la transduccion de sefiales, el transporte ionico, el metabolismo
celular y la plasticidad sinaptica. Se ha propuesto la hipoétesis que la hiperactividad
neuronal sincronizada (p. ej. crisis epilépticas) induce cambios profundos en el
epigenoma y en la expresion de genes downstream. Alteraciones epigenéticas
incluyendo la metilacién del ADN, modificaciones de histonas y microRNAs podrian ser
las responsables de los cambios funcionales y estructurales dentro de las redes neurales,
asi como en el inicio y la progresion de la epilepsia hacia una EFR [235]. De esta forma,
los aspectos de la complejidad del problema a estudiar (EFR) junto con las limitaciones
de datos disponibles (p. ej. ausencia de datos epigenéticos) y la dificultad tecnolégica
para generar mas informacion pudo haber limitado los alcances del presente trabajo.

Teniendo en cuenta que el estudio fue llevado a cabo en centros de atencion
especializados para el manejo de la epilepsia, esto podria explicar la mayor frecuencia de
pacientes con EFR, en comparaciéon a lo que se ha reportado habitualmente en la
literatura [3,27]. Asi mismo la gran mayoria de pacientes padecia epilepsia de origen
desconocido o estructural/metabdlico y recibian PHT para el tratamiento de la condicion,
por lo cual los resultados obtenidos no pueden ser extrapolados a otras poblaciones.



6.Conclusiones y
recomendaciones

6.1 Conclusiones

* La epilepsia es una enfermedad compleja, con diferente origen y fisiopatologia,
para la cual se emplean diferentes AED (muchas veces en combinacion), con
diferentes mecanismos de accién, cinéticas complejas, un gran potencial de
interacciones medicamentosas y efectos adversos.

* La falta de asociacion entre las variantes genéticas evaluadas y el control de la
enfermedad en el presente estudio pudo explicarse por el efecto que tiene la
propia epilepsia sobre la expresion de la GP en la BHE, por las alteraciones
epigenéticas que no fueron evaluadas, o las interacciones medicamentosas
relacionadas con induccién metabdlica, que pudieron favorecer la aparicion de
“pseudorresistencia” en aproximadamente un 30% de los casos.

* Evidencia creciente sefiala que tanto el polimorfismo C3435T, como el
polimorfismo 1VS5-91 G>A, son a la vez biomarcadores farmacogendmicos y
biomarcadores de enfermedad en pacientes epilépticos, estando por establecer el
peso relativo de cada uno de ellos en cada uno de los escenarios clinicos
mencionados.

* Los polimorfismos *2 y *3 que confieren los fenotipos de metabolizador
intermedio/lento de CYP2C9 son predictores clinicos, altamente confiables, de
reacciones adversas de tipo vestibulo-cerebeloso, las cuales son particularmente
importantes en pacientes que reciben AED (especialmente PHT) dada su elevada
frecuencia y severidad.

* Las evaluaciones de farmacovigilancia realizadas sefalaron a los errores de

medicacién y en especial a la falta de monitoreo de concentraciones plasmaticas
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como una posible causa de efectos adversos, pues se considerd que dos de cada

tres RAM fueron prevenibles en el estudio.

6.2 Recomendaciones

Es necesario seguir indagando sobre las posibles variantes genéticas que podrian
conferir el fenotipo de farmacorresistencia en epilepsia, a la luz de las ultimas tecnologias
de genotipificacién (secuenciacién de ultima generacién) con el fin de realizar un
abordaje farmacogendémico de la totalidad de genes y posibles variantes genéticas
implicadas en la respuesta al tratamiento de la epilepsia. Asi mismo, dichos estudios se
deben complementar con evaluaciones de transcriptomica y protedbmica que permitan
evaluar el efecto de la epigenética sobre las variantes genéticas encontradas.

Como se ha mencionado anteriormente, este estudio demostrd la correlacién entre
algunas variantes genéticas y las reacciones adversas a la medicacion antiepiléptica, en
particular la presencia de alelos que confieren el fenotipo de metabolizador
intermedio/lento para CYP2C9 y el desarrollo de reacciones adversas vestibulo-
cerebelosas que afectan marcadamente el desempefio y la calidad de vida de los
pacientes que padecen esta enfermedad.

Para tal fin, y en concordancia con algunas guias de manejo y lineamientos de agencias
regulatorias internacionales, se sugiere que los polimorfismos *2 y *3 de dicho gen sean
evaluados en futuros estudios prospectivos de costo-efectividad de pacientes con
epilepsia que reciben (o van a recibir) PHT con el fin de establecer la eficiencia de la
evaluacion temprana de estos polimorfismos en la atenciéon de pacientes epilépticos
colombianos. De ser favorable dicha evaluaciéon, esto permitiria la inclusién de dicho
biomarcador farmacogendémico para la atencion de los pacientes epilépticos en
Colombia.

Por otra parte, dada la elevada complejidad del manejo farmacoterapéutico de los
pacientes epilépticos, que suele incluir varios farmacos de rango terapéutico estrecho,
con muchos efectos adversos, los cuales con frecuencia interaccionan entre si, se
aconseja enfaticamente el acompafamiento de los programas de farmacovigilancia y/o
los servicios de atencion farmacéutica para optimizar el manejo de los pacientes
epilépticos en Colombia, lo cual incluye el apoyo en la medicion oportuna de niveles
plasmaticos de PHT y otros AED con énfasis en farmacocinética clinica, con el fin de
mejorar la relacién beneficio/riesgo de esta intervencion farmacologica.
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A. Anexo: Formato de recoleccion
de informacion

Consecutivo

‘ Datos del paciente

Nombre

Identificacion

Teléfono fijo

Teléfono celular

Contacto

Edad

Sexo

Natural de

Procedente de
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Ocupacion

Observaciones

Informacion del tratamiento

Tipo de crisis
(clasificacion
internacional ILAE)

Genética Estructural/metabdlica Desconocida

Medicamento(s)
antiepilético(s)

Inicio del tratamiento

Final del tratamiento

Razoén de la
suspension

Dosis actual prescrita

Dosis actual empleada

Dosis mas alta
recibida

Marca

Presencia de efectos
adversos previos
(consignar la dosis
que estaba recibiendo,
momento de aparicion,

Preguntar por hospitalizaciones después del tltimo control y posibles efectos adversos
serios (p. €j. Sindrome de Stevens Johnson/necrdlisis epidérmica tdxica, anemia
aplasica, agranulocitosis, otra discrasia sanguinea, estupor, coma, convulsiones,

depresion respiratoria, hepatitis, falla hepatica, pancreatitis aguda, hiperamonemia,
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evolucion, y la coagulacién intravascular diseminada, teratogenicidad)
conducta del médico
tratante)
Antecedentes

Alérgicos
Toéxicos

e ¢Fuma Si O

actualmente?
No ]

Si la respuesta es
afirmativa, jcuantos

cigarrillos fuma al dia?

Antecedentes
farmacoloégicos

Antecedentes familiares

Examen fisico

Tension arterial

Frecuencia cardiaca

Frecuencia respiratoria

Temperatura

Neurolégico:

o Vértigo o Ataxia o Somnolencia o Letargia o Deterioro cognitivo o Asterixis o Confusiéon o Temblor o Hipotonia

o Fatiga o Disartria o Nerviosismo o Cefalea o Agitacion o Insomnio

o Dificultad para hablar o Alteraciones del lenguaje o Distonia

Psiquiatrico:

o Alteraciones psiquiatricas y comportamentales

Oftalmolégico:

o Nistagmus o Diplopia o Vision borrosa o Pérdida de vision o Restriccion de campos visuales
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Respiratorio:

o Broncorrea

Cardiovascular:

o Anemia o Leucopenia (neutropenia) o Trombocitopenia o Eosinofilia o Esplenomegalia o Linfadenopatia
Renal:

o Nefrolitiasis

Gastrointestinal:

o Nauseas o Vémito o Anorexia o Hiperfagia o Sialorrea o Disgeusia o Agrandamiento gingival o Aumento de peso
o Elevacion de transaminasas

Piel y faneras:

o Erupcién cutanea o Dermatitis exfoliativa o Alopecia o Hipertricosis o Acné o Endurecimiento facial
Oseo:

o Osteomalacia/osteoporosis

Endocrino:

o Sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética o Hiperglicemia o Aumento de peso

o Pérdida de peso o Anorexia

Inmunolégico:

o Lupus eritematoso sistémico

Teratogenicidad

Otro, ¢cual?

Ultima crisis convulsiva (fecha)

Ultima lectura de EEG incluida la fecha

Creatinina (fecha)

AST (fecha)

ALT (fecha)

Bilirrubinas (fecha)

Cp (especificar antiepiléptico, fecha, toma de la muestra en pico o en valle)
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B. Anexo: Formato de seguimiento
de pacientes

Consecutivo

‘ Datos del paciente

Nombre

Identificacion

Informacion del tratamiento

Medicamento(s)
antiepilético(s)

Inicio del tratamiento

Final del tratamiento

Razoén de la
suspension

Dosis actual prescrita

Dosis actual empleada

Dosis mas alta
recibida
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de epilepsia
Marca
Presencia de efectos
adversos previos
(consignar la dosis Preguntar por hospitalizaciones después del tltimo control y posibles efectos adversos
que estaba recibiendo, serios (p. ej. Sindrome de Stevens Johnson/necrdlisis epidérmica toxica, anemia
momento de aparicion, aplasica, agranulocitosis, otra discrasia sanguinea, estupor, coma, convulsiones,
evoluciény la depresion respiratoria, hepatitis, falla hepatica, pancreatitis aguda, hiperamonemia,
conducta del médico coagulacién intravascular diseminada, teratogenicidad)
tratante)
Medicamentos
anadidos o retirados

Efectos adversos (listado complementario al anterior)

Neurolégico:

o Vértigo o Ataxia o Somnolencia o Letargia o Deterioro cognitivo o Asterixis o Confusiéon o Temblor o Hipotonia
o Fatiga o Disartria o Nerviosismo o Cefalea o Agitacion o Insomnio

o Dificultad para hablar o Alteraciones del lenguaje o Distonia
Psiquiatrico:
o Alteraciones psiquiatricas y comportamentales

Oftalmolégico:

o Nistagmus o Diplopia o Vision borrosa o Pérdida de vision o Restriccion de campos visuales
Respiratorio:

o Broncorrea

Cardiovascular:

o Anemia o Leucopenia (neutropenia) o Trombocitopenia o Eosinofilia o Esplenomegalia o Linfadenopatia
Renal:

o Nefrolitiasis

Gastrointestinal:

o Nauseas o Vémito o Anorexia o Hiperfagia o Sialorrea o Disgeusia o Agrandamiento gingival o Aumento de peso
o Elevacion de transaminasas

Piel y faneras:
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o Erupcién cutanea o Dermatitis exfoliativa o Alopecia o Hipertricosis o Acné o Endurecimiento facial
Oseo:

o Osteomalacia/osteoporosis

Endocrino:

o Sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética o Hiperglicemia o Aumento de peso

o Pérdida de peso o Anorexia

Inmunolégico:

o Lupus eritematoso sistémico

Teratogenicidad

Otro, ¢cual?

Ultima crisis convulsiva (fecha)

Ultima lectura de EEG incluida la fecha

Creatinina (fecha)

AST (fecha)

ALT (fecha)

Bilirrubinas (fecha)

Cp (especificar antiepiléptico, fecha, toma de la muestra en pico o en valle)
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C. Anexo: Algoritmo de Naranjo

Pregunta

¢ Existen informes previos concluyentes acerca de esta reacciéon?

El acontecimiento adverso ¢ aparecié después de que se administrara el
farmaco sospechoso?

La reaccion adversa ¢ mejord al interrumpirse el tratamiento o cuando se
administré un antagonista especifico?

¢, Reaparecio6 la reaccion adversa cuando se volvio a administrar el
farmaco?

¢ Hay otras causas (distintas de la administracion del farmaco) que
puedan por si mismas haber ocasionado la reaccion?

¢,Se ha detectado el farmaco en sangre (o en otros humores) en una
concentracién cuya toxicidad es conocida?

¢ Aumentd la gravedad de la reaccidon al aumentarse la dosis o
disminuy¢ al reducirla?

¢, Habia sufrido el paciente una reaccién similar al mismo farmaco o a
farmacos analogos en alguna exposicion previa?

\g,Se confirmé el acontecimiento adverso mediante pruebas objetivas?

Puntuacion total

@

5[4
N —

5
of & ] o o]

1
BN

=]

No se
sabe

Las categorias correspondientes a la puntuacion total son las siguientes:
La RAM es: segura: > 9; probable: 5-8; posible: 1-4; improbable: 0.
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D. Anexo: Criterios de Schumock y
Thornton modificados

1. Los farmacos involucrados no fueron apropiados para la condicién clinica del

paciente.

2. La dosis, via, o frecuencia de administracion no fue apropiada para la edad del

paciente, el peso o la enfermedad.

3. El monitoreo terapéutico de farmacos requerido u otras pruebas de laboratorio

necesarias no fueron desarrolladas o no fueron suficientemente desarrolladas.
4. El paciente tiene una historia de alergia o reaccion previa al farmaco.

5. Una interaccién conocida fue la causa sospechada de la reaccion.

6. Una concentracion sérica por encima del rango terapéutico fue documentada.
7. La falta de cumplimiento estuvo asociada con la reaccion.

8. Un error de medicacion fue la causa de la reaccién adversa.
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E. Anexo: clasificacion DoTS

— Supraterapéuticas
— Colaterales
— Hipersensibilidad

DOSIS

— Rapidas

— Primera dosis
— Tempranas

— Intermedias

— Tardias

— Retardadas

TIEMPO

— Genética

— Edad

— Género

— Fisiologia alterada
— Factores exdgenos
— Enfermedad

SUSCEPTIBILIDAD

Traduccion de: Aronson JK, Ferrer RE. Joining the DoTS: new approach to classifying
adverse drug reactions.BMJ.2003; 327:1222-1225.
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F. Anexo: Escala para la evaluacién
de la severidad/intensidad de los
efectos adversos propuesta por
Aronson y Ferner

Grado Cambio en el esquema de dosificacion del medicamento ofensor
1 No se requiere cambio en el esquema de dosificacion
2 Se requiere o se desea un cambio en el esquema de dosificacién

3 Se requiere o se desea la suspension
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G. Anexo: Escala de Moriski-Green

1. ¢ Olvida alguna vez tomar los medicamentos para tratar su enfermedad?
2. i Toma los medicamentos a las horas indicadas?

3. Cuando se encuentra bien, ¢ deja de tomar la medicacion?

4. Si alguna vez le sienta mal, ¢ deja usted de tomarla?

El paciente fue considerado como cumplidor si respondia de forma correcta a las cuatro
preguntas, es decir, No/Si/No/No.
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. Anexo: Tabla de analisis de datos
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. Anexo: Consentimiento informado
para participar en el estudio

; '( UNIVERSIDAD .
1258 NACIONAL <
A ‘. -l\l COLOMBIA v
o) SEDE BOGOT A

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO

Colegho Mayor de Nuestrn Sehorn del Rasardo - 1651

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE FARMACIA

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO
ESCUELA DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BASICAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS BIOL'OGICAS CON EL
OBJETO DE REALIZAR UN TRABAJO DE INVESTIGACION

ESTUDIO: “ESTUDIO DE GENES CANDIDATOS SOBRE LA EFECTIVIDAD Y SEGURIDAD DE
LA MEDICACION ANTICONVULSIVA EN UN GRUPO DE PACIENTES COLOMBIANOS
AFECTADOS DE EPILEPSIA”

Usted (o su pariente) esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por el
Departamento de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia, y el
Departamento de Ciencias Basicas de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad del

Rosario con la participacion de:

CARLOS CALDERON, JESUS RODRIGUEZ, FABIO ARISTIZABAL. Es muy importante que usted lea y

entienda ciertos puntos importantes en la realizacion de este estudio:
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(a) La participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

(b) La naturaleza de esta investigacion, su propésito, sus limitaciones, sus riesgos, sus inconvenientes,
incomodidades y cualquier informacion pertinente al resultado de este, le sera explicada por el
equipo de atencioén clinica.

(c) Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien, con mucho gusto, le contestara sus preguntas

(d) CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permaneceran archivados en la
Unidad de Farmacologia de la Universidad del Rosario. Las historias clinicas, los resultados de
examenes y la informacion que usted nos ha dado son de caracter absolutamente confidencial, de
manera que, solamente usted y el equipo de atencion clinica tendra acceso a estos datos. Por
ningun motivo se divulgara esta informacién sin su consentimiento.

De acuerdo con lo establecido en la resolucion 008430 de 1993 (“Normas cientificas, técnicas y

administrativas para la investigacion en salud”), este estudio puede ser clasificado como una

“Investigacion con riesgo minimo”. Se cumplira con lo establecido por el Ministerio de Proteccion Social

colombiano (antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de 1989 y la ley 2381 de 1993.

Cualquier informacion adicional usted puede obtenerla directamente con:
Doctor Carlos Calderéon Ospina.

Jefe Unidad de Farmacologia

Departamento de Ciencias Biomédicas

Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud

Universidad del Rosario. Tel (57-1) 2970200 (Ext 3318). Celular: 3017859291
OBJETIVO:

Determinar si existe asociacion entre algunos factores genéticos y la respuesta terapéutica a la medicacion

anticonvulsiva en un grupo de pacientes adultos colombianos afectados de Epilepsia.
PROCEDIMIENTO:

Se realizara una entrevista clinica con usted y se tomara una muestra de aproximadamente 10 mL de
sangre mediante puncién en vena periférica. En caso de que sea necesario repetir los examenes, usted
sera notificado para tomar las muestras nuevamente. Estas muestras serdn manejadas y analizadas

unicamente por personas involucradas directamente en este proyecto y almacenadas en el Laboratorio de
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Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario.

RIESGOS E INCOMODIDADES La participacion en este estudio representa riesgo minimo para su salud e
integridad y las molestias y efectos adversos dependeran exclusivamente de la toma de muestra de sangre
referida en el procedimiento. Algunas de estas molestias incluyen: hematomas, enrojecimiento y/o
sensibilidad al tacto en el lugar de donde se extrae la muestra. Sin embargo, estas se presentaran de

manera transitoria.

BENEFICIOS ADICIONALES Si Ud. esta tomando algin medicamento antiepiléptico, este estudio ayudara
a determinar si Ud. tiene algun factor genético que lo(a) predisponga a tener mayor riesgo de desarrollar
efectos desfavorables por este y otros medicamentos, y podra ayudar a su médico a establecer la dosis

optima de acuerdo a los factores mencionados.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES

Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las siguientes responsabilidades y

precauciones:

El riesgo existente en una toma de muestra de sangre en vena periférica es muy bajo y por lo tanto

no reviste riesgo para su salud.
MANEJO DE RESULTADOS

Siempre que Ud. lo desee, los resultados que se obtengan de la investigacion seran entregados de manera

personal en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario.
AUTORIZACION

La utilizacién de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a entender mejor la

relaciéon entre la genética y la respuesta al tratamiento con medicamentos antiepilépticos. Por lo tanto, por
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favor marque su decisién con respecto al almacenamiento de la muestra y su utilizacién en estudios de

investigacién posteriores

0 Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado el estudio.

O Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla junto con el

resultado del estudio, en las situaciones sefialadas a continuacion:

o En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones [JSi [JNo
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo
interinstitucional previo, aprobacién del comité de ética y se conserven en
anonimato mis datos de identificacion

o En estudios complementarios de diagnéstico para mi o algun miembro de mi  [JSi [JNo
familia

o En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto de

esta toma de muestra, siempre y cuando se conserven en anonimato mis OSi [ONo
datos de identificacion

o En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) objeto
de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserven en anonimato mis OSi ONo

datos de identificacion

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

Habiendo sido enterada(o) del contenido del presente estudio, sé que los resultados me podran indicar
acerca de mis factores genéticos y como estos determinan como reacciono ante el tratamiento con la
medicacion antiepiléptica, lo cual podria ayudar a optimizar mi tratamiento en el futuro; y que se han

resuelto todas mis dudas acerca de la investigacion. Yo,

con documento de identificacion nuamero: de , acepto

voluntariamente que se me tome una muestra de sangre, con el fin de realizar el analisis mencionado. Asi
mismo, declaro que se me ha explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se le dara al material de

muestra.

Fecha:
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de epilepsia

Direccion

Teléfono

Firma

CC.

Firma

CC.

Direccion

Teléfono

Testigo 1

Investigador (nombre y firma)

Firma

CC.

Direccion

Teléfono

Testigo 2

Bogota D.C., a los dias del mes de

del afo
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J. Anexo: Consentimiento
informado para padres o
representantes legales

.
’ §5%
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F92 8 NACIONAL %}A
) A DE COLOMBIA ;'

NN SEDE B

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO

Colegho Mayor de Nuestrn Sehorn del Rosardo - 1651

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE FARMACIA

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO
ESCUELA DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BASICAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS CON EL
OBJETO DE REALIZAR UN TRABAJO DE INVESTIGACION



120 Estudio de genes candidatos sobre la efectividad y seguridad de la
medicacioén anticonvulsiva en un grupo de pacientes colombianos afectados
de epilepsia

ESTUDIO: “ESTUDIO DE GENES CANDIDATOS SOBRE LA EFECTIVIDAD Y SEGURIDAD DE
LA MEDICACION ANTICONVULSIVA EN UN GRUPO DE PACIENTES COLOMBIANOS
AFECTADOS DE EPILEPSIA”

Sefiores padre y madre de familia. Su hijo/a ha sido considerado/a como un/a posible participante de este
proyecto de investigacion propuesto por el Departamento de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia, y el Departamento de Ciencias Basicas de la Escuela de Medicina y

Ciencias de la Salud de la Universidad del Rosario con la participacion de:

CARLOS CALDERON, JESUS RODRIGUEZ, FABIO ARISTIZABAL. Es muy importante que usted lea y

entienda ciertos puntos importantes en la realizacion de este estudio:

(a) La participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

(b) La naturaleza de esta investigacion, su propésito, sus limitaciones, sus riesgos, sus inconvenientes,
incomodidades y cualquier informacién pertinente al resultado de este, les sera explicada por el equipo
de atencion clinica.

(c) Si tienen algun interrogante sobre el estudio por favor no duden en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien, con mucho gusto, les contestara sus preguntas

(d) CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permaneceran archivados en la Unidad
de Farmacologia de la Universidad del Rosario. Las historias clinicas, los resultados de examenes y la
informacion de su hijo/a son de caracter absolutamente confidencial, de manera que, solamente
ustedes y el equipo de atencion clinica tendran acceso a estos datos. Por ningin motivo se divulgara
esta informacién sin su consentimiento.

De acuerdo con lo establecido en la resolucion 008430 de 1993 (“Normas cientificas, técnicas y

administrativas para la investigacion en salud”), este estudio puede ser clasificado como una “Investigacion

con riesgo minimo”. Se cumplira con lo establecido por el Ministerio de Proteccion Social colombiano

(antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de 1989 y la ley 2381 de 1993.

Cualquier informacion adicional usted puede obtenerla directamente con:
Doctor Carlos Calderéon Ospina.

Jefe Unidad de Farmacologia

Departamento de Ciencias Biomédicas

Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud
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Universidad del Rosario. Tel (57-1) 2970200 (Ext 3318). Celular: 3017859291
OBJETIVO:

Determinar si existe asociacion entre algunos factores genéticos y la respuesta terapéutica a la medicacién

anticonvulsiva en un grupo de pacientes adultos colombianos afectados de Epilepsia.
PROCEDIMIENTO:

Se realizara una entrevista clinica con su hijo/a y se tomara una muestra de aproximadamente 10 mL de sangre
mediante punciéon en vena periférica. En caso de que sea necesario repetir los examenes, ustedes seran
notificados para tomar las muestras nuevamente. Estas muestras seran manejadas y analizadas unicamente
por personas involucradas directamente en este proyecto y almacenadas en el Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular de la Universidad del Rosario.

RIESGOS E INCOMODIDADES La participacion en este estudio representa riesgo minimo para la salud e
integridad de su hijo/a y las molestias y efectos adversos dependeran exclusivamente de la toma de muestra de
sangre referida en el procedimiento. Algunas de estas molestias incluyen: hematomas, enrojecimiento y/o
sensibilidad al tacto en el lugar de donde se extrae la muestra. Sin embargo, estas se presentaran de manera

transitoria.

BENEFICIOS ADICIONALES Si su hijo/a esta tomando algtiin medicamento antiepiléptico, este estudio ayudara
a determinar si él o ella tiene algun factor genético que lo(a) predisponga a tener mayor riesgo de desarrollar
efectos desfavorables por este y otros medicamentos, y podra ayudar a su médico a establecer la dosis optima

de acuerdo a los factores mencionados.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES

Al tomar parte de este estudio es importante que ustedes contemplen las siguientes responsabilidades y

precauciones:

El riesgo existente en una toma de muestra de sangre en vena periférica es muy bajo y por lo tanto no

reviste riesgo para la salud de su hijo/a.
MANEJO DE RESULTADOS

Siempre que Uds. lo deseen, los resultados que se obtengan de la investigacion seran entregados de manera

personal en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario.
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AUTORIZACION

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a entender mejor la relacién
entre la genética y la respuesta al tratamiento con medicamentos antiepilépticos. Por lo tanto, por favor marquen
su decision con respecto al almacenamiento de la muestra y su utilizacion en estudios de investigacion

posteriores

[0 Deseo que la muestra que sea DESECHADA una vez completado el estudio.

0 Autorizo conservar la muestra con la posibilidad de emplearla junto con el resultado del estudio, en

las situaciones sefaladas a continuacion:

o En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones [JSi [JNo
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo
interinstitucional previo, aprobacién del comité de ética y se conserven en
anonimato los datos de identificacion de mi hijo/a

o En estudios complementarios de diagndstico para mi hijo/a o algin miembro  [JSi [JNo
de la familia

o En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto de

esta toma de muestra, siempre y cuando se conserven en anonimato los OSi ONo
datos de identificacion de mi hijo/a

o En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) objeto
de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserven en anonimato los 0Si ONo

datos de identificacion de mi hijo/a

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

Habiendo sido enterados del contenido del presente estudio, sabemos que los resultados podran indicar acerca
de los factores genéticos de mi hijo/a y como estos determinan como él o ella reacciona ante el tratamiento con

la medicacién antiepiléptica, lo cual podria ayudar a optimizar su tratamiento en el futuro; y que se han resuelto

todas nuestras dudas acerca de la investigacion. Yo, con
documento de identificacion numero: de , acepto voluntariamente
que al menor, se le tome una muestra de sangre, con el fin de

realizar el analisis mencionado. Asi mismo, declaro que se me ha explicado la presencia de los riesgos vy el
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manejo que se le dara al material de muestra.

Fecha:

Nombre:

Firma

Numero de identificacion

Direccion

Teléfono

Firma Acudiente/Representante Legal 1

CC.

Direccion

Teléfono

Firma Acudiente/Representante Legal 2

CC.

Direccion

Teléfono

Firma Firma
CC. CC.
Direccion Direccion
Teléfono Teléfono
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Testigo 1 Testigo 2

Investigador (nombre y firma)

Bogota D.C., a los dias del mes de del afio
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K. Anexo: Asentimiento informado
para menores de edad o pacientes en
estado de interdiccion

Z% UNIVERSIDAD :
¥-+ NACIONAL <

| ”4¥ DE COLOMBIA Vi
ASE SEDE BOG

) 1
A
A

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO

Colegho Mavor de Nuestrn Sehorn del Rasardo - 1651
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Este documento es para nifios y jovenes con edades entre los 11 y 17 afios atendidos en
la institucion
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Te vamos a informar acerca de una investigacién a la que te invitamos a participar. Tus
padres (o cuidadores responsables) ya conocen de esta investigacion, y han aceptado
que hablemos contigo.

Un médico neurdlogo de tu servicio de salud te ha examinado y te ha formulado una
medicina para mejorar tu epilepsia.

Los investigadores de este estudio son diferentes de ese médico neurdlogo. Nosotros
estudiaremos cémo te has estado sintiendo desde el comienzo del tratamiento de la
epilepsia y cada mes de ahi en adelante hasta completar un afio.

En cada uno de esos momentos te haremos preguntas sobre cémo te has estado
sintiendo. Son preguntas similares a las que te ha hecho el médico neurdlogo de tu
servicio de salud.

En este estudio también se obtendra una muestra pequefia de sangre (equivalente a una
cucharada de 10 CC), para ver si algunas caracteristicas de las células influyen en la
respuesta al medicamento de la epilepsia.

Tu eres libre de elegir si participas o no en esta investigacion. Si no deseas participar no
estas obligado a hacerlo, aunque tus padres (o cuidadores responsable) hayan aceptado
que participes, y esa decision no afectara tu tratamiento para la epilepsia.

Puedes preguntar y aclarar la informacion con los investigadores y tus padres (o
cuidadores responsables). Puedes decidir participar o no después de haberlo discutido.
Puede que haya algunas palabras que no entiendas o cosas que quieras que te las
expliquen mejor porque estas interesado o preocupado por ellas. Por favor, puedes pedir
parar en cualquier momento y tomar el tiempo necesario para explicar y entender lo que
necesites para tomar tu decision.

El objetivo de esta investigacién es poder encontrar mejores formas de seleccionar los
medicamentos para la epilepsia, que sean mejores y mas rapidos.

Los beneficios que esta investigacién podria traerte, es que vas a tener evaluaciones
mas frecuentes y detalladas de tu epilepsia y su tratamiento.

Que podras comentar las cosas que te molestan y si presentas alguna reaccién que
pudiera estar relacionada con el medicamento, nosotros se lo haremos saber a tu médico
neurologo tratante.

Ademas, gracias a tu participacion podremos tener informacién que nos podra ser util
para manejar esta enfermedad en otros nifos y jovenes o en ti mismo si lo llegases a
requerir en un futuro.

¢ Tienes preguntas para hacernos?
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Yo, (coloca tu nombre a continuacion)

He entendido que, si acepto participar en el estudio, me haran preguntas sobre lo que he
estado sintiendo y sobre mi estado de salud actual. Y que me tomaran una pequeia
muestra de sangre, que no me molestara, o que tendré una minima molestia similar a
cuando me han hecho otros examenes de sangre.

Las preguntas que me haran tratan sobre como me he sentido. No hay respuestas
correctas (buenas), ni incorrectas (malas).

Estas preguntas me las haran antes de comenzar el tratamiento y cada mes de ahi en
adelante hasta completar un afio.

Entiendo que puedo hacer preguntas todas las veces que quiera en cualquier momento
del estudio. Ademas, si decido que no quiero continuar en el estudio, puedo parar
cuando quiera.

Si firmo este papel quiere decir que lo lei, o alguien me lo leyé y que comprendi la
informacién sobre el estudio y que quiero participar, y que soy libre de no firmarlo si no
quiero estar en el estudio.

Tengo claro que yo decido estar en el estudio y nadie se puede enojar conmigo si no
firmo o si cambio de idea después de empezar el estudio, y me quiero retirar.

Firma del participante del estudio Fecha

Firma del investigador Fecha
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L. Anexo: Tabla de seguimiento de
pacientes con reacciones adversas a
la medicacion antiepiléptica

E| G | CO D Ant | COMOR | OTRO | RA Me |Ca |[Pre |Int |D|Ti |G |E|S|Fa|Co
D|E NTR | OS | iepi | BILIDAD | S M dic [us [ven [en |0 | e en|d|e|ct | mo
A | N |[OL IS lépt | ES MEDIC am | ali |ibili [si |s |m | e a | x | or | rbil
D|E DE E ico AMEN ent | da | da da | i p tic | d | o es |ida
(|R |CRI | M s TOS o d d d s | o a ex | d
a|O |SIS PL | em sos [
q] EA | ple pec ge
o DA | ado hos n
s (m | s o os
) g

dia

8 | F | NO 20 | PH HTA, CA | LOSA Cef | Fen | Pr | NP | 1 H|N N |[S|S|N No

0 (010) 0 T COLON, | RTAN alea | itoi | ob o o i |i|o
NTR Desnutric na abl
OLA ion? e
DA
Vért | Fen | Pr | NP | 2 HI|N N S|S|N No
igo itof ob o o] i i |o
na abl

Eru Fen | De | NP 1 Hi{lInt|N S|S|N No

pcioé | itoi | fini er o i i |o
n na tiv m
cuta a ed
nea ia
(ya

habi

a

ocur

rido

con

PHT

3 |F | NC 30 | PH | GLIOMA | FLUOX | Au Fen | Pr | P 1 C|Ta|N |N|S|Si |No

5 0 T, EN ETINA men | itoi ob rdi | o o i
CB ESTUDI to na abl a
Z (0] de e
pes

So Fen | Po | P 1 C|N N N|S|Si |Si
mno | itoi sib o) o) o |i
lenc
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ia na le
8 | F NC 30 PH ACV, FA, | LOSA Au Fen | Po | P Ta | N Si | No
6 0 T, HTA RTAN men | itoi sib rdi | o
CL to na le a
(0] de
pes
o
3 | M| Co 30 | LT NO NO Cef | La Pr | NP N N N No
3 0 G alea | mot | ob o) o) o)
rigi abl
na e
So La Pr | NP N N N No
mno | mot | ob o) o) o)
lenc | rigi abl
ia na e
4 | M | NC 30 | LE NO NO Dipl | Lac | Po | P N Si Si | No
5 0 Vv, opia | osa | sib o]
OoX mid | le
C, a
TO
P, Visi | Lac | Po | P N Si Si No
LA on osa | sib o)
C borr | mid | le
osa | a
Sial Lev | Po | P N Si Si No
orre | etir sib o)
a ace | le
tam
Atax | Lev | Po | P N Si Si No
ia etir sib o
ace | le
tam
3 | M| Co 30 PH NO NO Visi Fen | Pr | P N N Si | No
9 0 T [o]] itoi ob o) o)
borr | na abl
osa e
5 | F | Co 30 | PH | NO NO Tem | Aci | Po | P N [N Si | No
3 0 T, blor | do sib o) o)
VP val le
A, proi
FN co
B
Cef |[Aci | Po | P N [N Si | No
alea | do sib o) o]
val le
proi
co
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F [NC [30 | PH | HTA, OMEP | Det | Fen | Pr N [STS[Si | No
0o |T HIPERC | RAZOL | erior | itoi | ob o [
OLESTE |, 0 na | abl
RONEMI | ENALA | cog e
A, EPOC | PRIL, nitiv
AMLO | o
DIPIN
0, Leta | Fen | Pr N [S|s|Si|si
LOVAS | rgia itoi ob o) i
TATIN na | abl
A, e
METO
PROL | So | Fen | Pr N [S|s|Si|si
oL, mno | itof ob o i
BECL lenc | na abl
OMET ia e
ASON
A,
BROM
URO
DE
IPATR
OPIO
F [Co |30 | CB | INCONTI | NO Atax | Car | Po Si [N[S|Si | No
0 |z NENCIA ia ba | sib [
CL | URINARI ma | le
(0] A zep
ina
Vért | Car | Po Si IN|S|[Si|No
igo ba sib i
ma le
zep
ina
F [Co |30 | PH | HTA ENALA | So | Fen | Pr N [N[S|N | No
0 T PRIL, mno | itof ob o) o |i o)
HIDRO | lenc | na | abl
CLOTI | ia e
AZIDA
Leta | Fen | Pr N N|S|N No
rgia | itoi | ob o o|i |o
na abl
e
Visi | Fen | Pr N [N[S|N | No
on itoi ob o o |i o)
borr | na abl
osa e
Vért | Fen | Pr N [N[S|N | No
igo itoi | ob o o|i |o
na abl
e
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1| M | NC 30 | PH TVP, NO So Fen | Po | P Si Si | No
8 0 T, ACV, mno | oba | sib
LT DEFICIT lenc | rbit | le
G, COGNITI ia al
CL VO
O, Fati Fen | Po | P Si Si No
FN ga oba | sib
B rbit | le
al
Atax | Fen | Po | P Si Si No
ia oba | sib
rbit | le
al
3 |F Co 10 | PH ACV, LOVAS | Nau | Fen | Po | NP N N Si
9 0 T CALCUL | TATIN sea itof sib o o
OS EN A, S na le
LA PROP
VESicuU ANOL
LA oL,
ACETA
MINOF
EN,
ENOX
APARI
NA
4 | F NC 40 PH HTA, Losarta | Leta | Fen | Po | P N Si No
8 0 T, HIPERTI | n, rgia | itoi sib o
LT ROIDIS Levotir na le
G, MO oxina,
VP Aceta
A minofe
n,
Bisaco
dilo,
Acido
Ascorbi
co
6 | M | Co 30 | PH NIEGA NO So Clo | Po | NP Si Si | No
2 0 T, mno | naz | sib
CB lenc | epa | le
Z, ia m
CL
o] Tem | Aci | Po | NP Si Si | No
blor | do sib
val le
proi
co
Fati Clo | Po | NP Si Si No
ga naz | sib
epa | le
m
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Visi Fen | Po | NP N Si [N|N|Si | No
[o]] itoi sib o) o)
borr | na le
osa
Nau | Fen | Po | NP N Si [N|N|Si | No
sea itoi sib o) o)
s na le
Vo Fen | Po | NP N Si [N|N|Si | No
mito | itoi sib o o
na le
Sial Clo | Po | NP N Si [N|N|Si | No
orre | naz | sib o) o)
a epa | le
m
Agr | Fen | Po | NP Ta | Si | N|N| Si | No
and itoi sib rdi o)
ami na le a
ento
ging
ival
Vért | Fen | Po | NP N Si [N|N|Si | No
igo itof sib o o
na le
F Co 12 | PH NIEGA NO Eru Fen | Pr | P Int | N S| N No
00 [T pcié | itoi | ob er | o i |o
n na abl m
cuta e ed
nea ia
M | NC 30 | PH NIEGA NO Pola | Fen | Po | NP Ta | Si |N|N|N No
0 T quiu | itoi | sib rdi o|o
ria na le a
F NC 40 | PH TUMOR LOSA Cef | Fen | Po | NP N Si [N|S|N Si
0 T, CEREBR | RTAN, | alea | itoi | sib o i |o
LA AL, HTA, | INSULI na le
C DM, NA
Obesida Ane | Fen | Po | NP Int [ Si [ N|S|N No
d mia itof sib er i | o
na le m
ed
ia
So Fen | Po | NP N Si IN|S|N Si
mno | itoi sib o) i o)
lenc | na le
ia
F Co 20 | PH HTA HIDRO | Cef | Fen | Pr | P N N S|S|Si | No
CLOR itoi | ob
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9 0 T OTIAZI | alea | na abl o)
DA, e
VERA
PAMIL | Nau | Fen | Pr N Si | No
(0] sea itof ob o)
s na abl
e
Vo Fen | Pr N Si | No
mito | itoi ob [
na abl
e
Disa | Fen | Pr N Si No
rtria | itoi ob [
na abl
e
7 | M | Co 20 PH ACV, METO Con | Fen | Po Si Si | Si
4 0 T INFECCI | PROL fusi itof sib
ON oL, 6n na le
RENAL AMLO
A DIPIN Bro Fen | Po Si Si | Si
REPETI O, ncor | itoi sib
CION, LOVAS | rea | na le
HTA TATIN
Desnutric | A, So Fen | Po Si Si No
ion?? NITRO | mno | itoi sib
FURA lenc | na le
NTOIN | ia
A,
OMEP
RAZOL
5| F NC 30 PH ASTROC | MICOF | Con | Fen | Po N Si | Si
0 0 T, ITOMA ENOL fusi itof sib o
LE ANAPLA | ATO, [o]] na le
Vv SICO, PRED
FALLA NISOL | Tem | Fen | Po N Si | Si
RENAL ONA, blor | itoi sib o]
METO na le
PROL
oL, Ano | Fen | Po N Si Si
OMEP rexi itof sib o
RAZOL | a na le
TACR Bro Fen | Po N Si | Si
OLIMU | ncor | itoi sib o)
S rea na le
So Fen | Po N Si Si
mno | itoi sib o)
lenc | na le
ia
4 | F Co 20 PH DIABET METF Ner | Fen | Po N Si | No
8 0 T, ES ORMIN | viosi | itoi sib o]
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VP MELLITU | A, smo | na le
A S GLIBE
NCLA | Sial | Fen | Pr Ta|[N [N]|S]|Si | No
MIDA, orre | itoi ob rdi | o i
DICLO a na abl a
FENA e
C,
FLUOX | Acn | Fen | Pr Ta|[N [N]|S]|Si | No
ETINA | é itoi | ob rdi | o i
na abl a
e
Det Fen | Po N N N | S| Si No
erior | itoi sib o o i
o) na le
cog
nitiv
o
F | NC 62 | PH | OSTEOP | HALO | So Clo | Po N [N [s|Ss]|Si]si
5 T, OROSIS, | PERID mno | naz | sib o) o) i i
CL ENFERM | OL, lenc | epa | le
o] EDAD CEFEP | ia m
DE IME,
ALHEIM
ER
M | NC 30 | PH | HTA, VERA | Atax | Fen | Po N [Si [N|[N]Si]Si
0 T, HIPOTIR | PAMIL | ia itoi | sib o o
LE | OIDISM o, na le
V, o, LEVOT
FN | DEFICIT | IROXI Disa | Fen | Po N [Si [N|[N]Si]Si
B COGNITI | NA, rtria | itoi | sib o o
VO OMEP na le
RAZOL
, Cef Fen | Po N Si N | N[ Si No
HIDRO | alea | itoi | sib o 0
CLOR na le
OTIAZI
DA Nau | Fen | Po N [Si [N|[N]Si | No
sea itoi sib o) o)
s na le
Vért | Fen | Po N [Si [N|[N]|Si | No
igo itof sib o o
na le
F | Co 20 | PH | HTA, HIDRO | Vért | Fen | Pr N [Si [N|[S|[N | No
0 T HIPOTIR | CLOR | igo | itoi | ob o i |o
OIDISM OTIAZI na abl
(0] DA, e
TIROXI
NA, Nau | Fen | Pr N [Si [N|[S|[N [ No
ASA, sea itoi ob o) i o)
LOVAS | s na abl

TATIN
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A e
7 | F NC 20 | PH HIPERC ENOX So Fen | Pr | P N N Si | No
7 0 T OAGULA | APARI mno | itoi ob o o
BILIDAD | NA, lenc | na abl
GLUC ia e
ONAT
ODE
POTA
SIO,
OMEP
RAZOL
CEFAZ
OLINA,
CEFEP
IME
4 | M | Co 30 | PH GASTRI TRAZ Au Fen | Pr | P Ta | Si Si | No
1 0 T TIS, ODON men | itoi ob rdi
HIPERC | A to na abl a
OLESTE de e
ROLEMI pes
A o)
8 | F NC 37 | PH HTA, ENALA | So Fen | Po | P N N N Si
4 5 T ITU, PRIL mno | itoi sib o) o] o
DEMEN lenc | na le
CIA ia
FRONTA
L
7 | F NC 20 | PH NO NO Ner | Fen | Pr | NP N N N No
8 0 T viosi | itoi ob o o o
smo | na abl
e
Ost Fen | Pr | NP Ta | N N No
eop | itoi ob rdi | o o
oros | na abl a
is e
Disa | Fen | Pr | NP N N N No
rtria | itoi ob o) o) o)
na abl
e
8 | F Co Mi PH EPOC, LEVOT | So Fen | Po | P N N Si | Si
9 ssi | T, HTA, IROXI mno | itoi sib o) o)
ng | VP HIPOTIR | NA, lenc | na le
A OIDISM LOSA ia
0O, TVP RTAN
DERECH
A, IVU
RECUR
RENTE,
FALLA
CARDIA
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CA
M | NC 30 | PH NIEGA NO Disa | Fen | Po | NP N N|N|N No
0 T, rtria | itoi sib o) oo
LE na le
Vv
M | Co 30 | PH HIPERC LOVAS | Tem | Fen | Pr | P N S| N[N No
0 T OLESTE | TATIN blor | itoi ob o o|o
ROLEMI | A, ASA na abl
A, e
Obesida
d
M | Co 40 | PH CANCER | Missin So Fen | Pr | P N S| N[N No
0 T DE g mno | itoi ob o] o|o
PROSTA lenc | na abl
TA ia e
Atax | Fen | Pr | P N S| N[N No
ia itoi ob o) oo
na abl
e
M | NC 37 | PH HTA, QUETI | Vért | Fen | Po | P N S|NJ|Si |Si
5 T, MASA APINA, | igo itof sib o o
VP INTRAC HALO na le
A, RANEAN | PERID
LO A oL,
R OMEP
RAZOL
M | NC NA | PH HTA, LOSA Ane | Fen | Po | P Int S| NJ|Si | No
T TUMOR RTAN, mia | itoi sib er o]
HIPOFIS | OMEP na le m
IARIO RAZOL ed
, ASA ia
Fati | Fen | Po | P N S|NJ|Si |Si
ga itoi sib o) o)
na le
Célc | Fen | Po | P Ta S| N|Si | No
ulos | itoi sib rdi o)
rena | na le a
les
M | Co 30 | PH HIPOTIR | LEVOT | So Fen | Po | P N N|N|N si
0 T OIDISM IROXI mno | itoi sib o oo
(0] NA lenc | na le
ia
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Vért | Fen | Pr | P N N N No
igo itof ob o o o]
na abl
e
6 | M | Co 20 PH HTA NIFEDI | Visi Fen | Po | NP N N Si | No
9 0 T, PINO, 6n itof sib o o
LE LOSA borr | na le
\Y RTAN, | osa
HIDRO
CLOR
OTIAZI
DA
2 | M | Co 20 PH NO NO Tem | Fen | Pr | NP N N N No
7 0 T blor | itoi ob o) o) o)
na abl
e
4 | F NC 10 PH NO NO Hip Fen | Po | NP N N Si | No
4 T, ertri | itoi sib o] o
CB cosi | na le
Z s
Leta | Fen | Po | NP N N Si No
rgia | itoi sib o o
na le
Pér Fen | Po | NP N N Si No
dida | itoi sib o) o)
de na le
visio
n
Acn | Fen | Po | NP Ta | N Si No
é itof sib rdi | o
na le a
7 | M | Co 30 PH HTA AMLO Cef Fen | Pr | P N Si Si | No
8 0 T DIPIN alea | itoi ob o
O, na abl
HIDRO e
CLOR
OTIAZI | Bro Fen | Pr | P N Si Si | No
DA, ncor | itoi ob o)
CLONI rea na abl
DINA, e
CARV
EDILO | Tem | Fen | Pr | P N Si Si | No
L blor | itoi ob o)
na abl
e
5| M | NC 30 | CB NO NO Eru Car | Pr | P Int | Si Si | No
4 0 Z, pcié | ba ob er
VP n ma abl m
A cuta | zep | e ed
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nea ina ia
Cef [Aci [ Po | P N [Si [N[N[N [ No
alea | do sib o) oo
val le
proi
co
M | NC 20 PH HTA NO So Fen | Pr | NP N N S| N|N No
0 T mno | itoi ob o) o) oo
lenc | na abl
ia e
Visi Fen | Pr | NP N N S| N|N No
[o]] itoi ob o) o) oo
borr | na abl
osa e
Pér Fen | Pr | NP N N S| N[N No
dida | itoi ob o) o) oo
de na abl
visio e
n
Eru Fen | Pr | NP Int | N S|N|[N No
pcio | itoi ob er o o|o
n na abl m
cuta e ed
nea ia
Bro Fen | Pr | NP N N S| N[N No
ncor | itoi ob o) o) oo
rea na abl
e
Vért | Fen | Pr | NP N N S| N[N No
igo itoi | ob o o o|o
na abl
e
F Co 20 | PH ¢Desnutr | NO Agr | Fen | Pr | NP Ta | Si | S|S|N No
0 T icion? and itoi ob rdi i o)
ami na abl a
ento e
ging
ival
Ner Fen | Pr | NP N Si |[S|S|N No
viosi | itoi ob o) i o)
smo | na abl
e
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7 NC 37 PH EPOC, LOSA So Fen | Po Si N Si
1 5 T HTA RTAN, | mno | itoi | sib o
BROM lenc | na le
URO ia
DE
IPRAT
ROPIO
SALBU
TAMO
L
4 NC 60 | LE NO ACETA | So Fen | Po N Si | No
9 0 Vv, MINOF | mno | itoi sib o)
OoX EN lenc | na le
C, ia
TO
P Dipl | Fen | Po N Si | No
opia | itoi sib o
na le
Visi Fen | Po N Si No
[o]] itoi sib o)
borr | na le
osa
Ano | Fen | Po N Si No
rexi itoi sib o)
a na le
Vért | Fen | Po N Si No
igo itof sib o
na le
6 Co 37 PH NO ASA Leta | Fen | Pr Si N No
0 5 T rgia | itoi ob o)
na abl
e
So Fen | Pr Si N No
mno | itoi ob o)
lenc | na abl
ia e
1 NC 35 | PH HIDROC | OMEP Vo Fen | Po N Si | Si
8 0 T, EFALIA, RAZOL | mito | itoi sib o
VP LUXACI na le
A ON DE
CADERA So Fen | Po N Si | Si
, mno | itoi sib o)
¢PERIT lenc | na le
ONITIS, ia
MENING
OENCEF
ALITIS,
¢ Desnutr

icion?
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7| F Co 30 | PH HTA METO So Fen | Pr N S| N|Si | No
7 0 T PROL mno | itoi ob o] o
oL, lenc | na abl
LOSA ia e
RTAN,
AMLO Leta | Fen | Pr N S|S|Si | No
DIPIN rgia | itoi | ob o i
O, na abl
ATOR e
VASTA
TINA Tem | Fen | Pr N S| S|Si No
blor | itoi ob o) i
na abl
e
Fati Fen | Pr N S| S|Si No
ga itoi ob o) i
na abl
e
Visi | Fen | Pr N S|S|Si | No
[o]] itoi ob o) i
borr | na abl
osa e
Bro Fen | Pr N S| S|Si No
ncor | itoi ob o) i
rea na abl
e
Vért | Fen | Pr N S| S|Si No
igo itof ob o] i
na abl
e
1 (M [IND |90 |PH RINITIS OMEP | Dipl | Fen | Po N N | N|Si | No
9 ETE | O T, ALERGI RAZOL | opia | itoi | sib o o
RMI VP CA , na le
NAD A, PROP
O CL RANO | Visi | Fen | Po N N | N|Si | No
o, LOL, on itoi | sib o o
LE ACETA | borr | na le
Vv, MINOF | osa
LA EN +
C CAFEl | Pér | Fen | Po N N | N|Si | No
NA dida | itoi | sib o o
RISPE de na le
RIDON | visio
A n
Leu Fen | Po Int N | N[ Si No
cop | itoi sib er o
enia | na le m
ed
ia
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Sial Clo | Po | P Si No
orre | naz | sib
a epa | le

m
Acn | Fen | Po | P Si No
é itoi sib
na le
Vért | Fen | Po | P Si No
igo itoi sib
na le
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