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I.- RESUMEN

E! espasmo masivo infantil (EMI) es un tipo de crisi§ caracterizado por la
contractura de la mayoria de los musculos con predominio de la linea media en forma
mioclénica, de inicio sibito y naturaleza flexora, extensora o mixta. Es edad-dependiente y
sintomdtico cuando se ssocia a otras patologias o antecedentes; es cripotogénico cuando
hay dsfio neuroldgico o estudios de imagen alterados; e idiopatico cuando solo hay EMI.
El abjetivo de este trabajo fue investigar la participacion de marcadores genéticos del
MHC en su expresion. Se seleccionaron 65 pacienfes mestizos mexicanos y S familias: 3
con 2 miembros afectados y 2 con gemelos en una los dos estaban afectados y en fa otra
sdlo uno de los hermanos. La consulta de pacientes con EMI constituyo el 7% del total de
1a consulta de epilepsia. Hay preferencia por el sexo femenino (2:1) y la edad promedio de
inicio fue de 20 semanas. Predominé el tipo flexor (74%). El embarazo y parto normal se
presentaron en 54%. Ef 72% fucron sintomiticos, el 28% criptogénicos y 5% idiopaticos.
La hipoxia perinatal fue ¢! antecedente mas importante (17%) y disgenesias cerebrales
(17%) fueron la patologia asociada mas importante. EL patrén de crisis mds frecuente el
mixto (67%). El perfil genético de antigenos HLA clase I'y clase II de los 65 pacientes se
compard contra 229 sujetos aparentemente sanos. En las familias se hizo un andlisis de
segregacion intrafamiliar. No se encontrd ninguna discrepancia en la frecuencia de los
antigenos de los loci A, B, C. Sin embargo hubo un incremento del DR17 en los pacientes
Pc< b.Ol) con un riesgo relativo de 3.60 y una fraccidn etiolologica de 0.20. El DR17
también se asocia a los sintométicos, en los que tenian otro tipo de crisis ademds de! EMI
y en los que manifiestan crisis convuisivas ténico clénicas generalizadas. El DQ6 esté
significativamente disminuido en los pacientes (Pc < 0.0025) con una fraccién preventiva
de 0.37. Este antigenos también se halla disminuido en los sintoméaticos (P< 0.0001). No
se demostro ninguna diferencia en la segregacion de haplotipos entre los hermanos

afectados y sanos. Sin embargo en fas familias con mas de un afectado, los pacientes



II .- INTRODUCCION

1.- ESPASMO MASIVO INFANTIL

Ll Antecedentes

EL Espasmo masivo infantil (EMI) es una de las patdlogias mas severas en
neuropediatria sin predominio de sexo, mas frecuente en los blancos y con inicio en
promedio a los 5.3 meses de vida (40). En algunas series representa las dos terceras partes
de las epilepsias que inician durante el primer afio de vida (24). El término EMI se usa
para identificar un tipo particular de crisis caracterizadas por inicic subito bilateral,
simétrico y usualmente por fuertes contracturas en la mayoria a de los musculos del
organismo (32) llamadas crisis flexoras "de navaja", crisis mioclonicas masivas, o crisis de
Salaam (40). El sindrome de West es una variedad que consiste en un EMI con un patrén

electroencefalografico caracterizado por hipsarritmia y retraso mental (47), el cual fue

descrito por West en el siglo pasado como una forma peculiar de crisis convulsivas.

infantiles, caracterizadas por espasmo de Salaam asociadas con retraso mental (118). En
1883 Fere lo denomind "tic de Salaam" y disefid la primera clasificacion etiolologica del
EMI en sintomético e idiopético (61). Lenoox y Davis en 1950 describieron un patron
electroencefalografico caracterizado por espiga onda lenta con EMI y dafio cerebral en el
62% de los casos que denominaron "ataques mioclonicos masivos" (69).

La triada clinica clasica formada por este tipo de crisis, retraso mental y patron
electroencefalografico fue descrita en 1951 y recibio el nombre de epilepsia generalizada
en flexion (115). En 1954 se caracterizo el patron electroencefalografico con hipsarritmias
y espiga onda de alto voltaje lenta en todas las areas (42). En 1959 se inicio el tratamiento
con ACTH (61). La asociacion de! padecimiento con un trastorno del metabolismo, la
fenilcetonuria fue descrita en 1957 (76). Finalmente 1a liga internacional contra la epilepsia

publico en 1989 la division del EMI en sintomético y criptogénico (21).



En base a las caracteristicas clinicas se han descrito basicamente 4 tipos:

a) El flexor consiste en flexionar la nuca, hombros, brazos, piernas y rodillas. Es el
mis comin y su frecuencia varia de 34% a 70%. Es de inicio sibito y su duracién es
breve (40, 61).

b) El extensor es subito de corta duracion y consiste en contraccion de los
musculos extensores que provocan un arqueo de la espalda, extension de las extremidades
y frecuentemente se confunde con crisis tonicas o postura tonica. Representa del 21 al
23% de los EMI (40, 61).

c) El mixto tiene componentes de flexion y de extension. Flexion de las
extremidades superiores y extension de las inferiores. Representa del 16 al 42%

d) El "arresto aquinético" es e! menos frecuente y sélo se puede identificar por
medio de electroencefalograma y videofilmacion. Se caracteriza por la ausencia subita de
toda la actividad motora y los movimientos se restringen a la cabeza. Se le denomina
espasmo de balanceo o de inclinacion (40, 61).

Los espasmos habitualmente ocurren en racimos o trenes de 30 a 50 espasmos o
mas con duracién entre 1 a 15 segundos; pueden acompafiarse de llanto, mirada de miedo,
respiracion irregular y manifestaciones autonomicas. El promedio de edad de inicio es 5.3
meses con intervalos de 1 semana a 14 meses. Los sintomas pueden ir acompafiados de
crisis focales y generalizadas que se asocian comunmente a dafio mental o motor. También
puede haber cambios en las caracteristicas de las crisis propias del espasmo inicial (32).

1.3 Etiologia

Es una manifestacion de dafio cerebral, frecuentemente difisa y severa. El dafio
cerebral puede no estar asociado a ningin agente causal identificable (32). Se han
descrito dos grupos: a) El criptogénico que representa entre el 36 y el 57% (40, 75), y

cuya causa no esta relacién con ninguna otra patélogia; la exploracion puede no revelar



alteraciones y el cuadro se inicia con espasmo y posteriormente se desarrolla retraso
mental. b) En el sintomitico hay antecedentes de factores desencadenantes o de una
enfermedad asociada como neuroinfeccion, enfermedades congénitas y metabdlicas o
insulto cerebral durante la gestacion, desarrollando inicialmente retardado y despues el
EMI. Se pueden encontrar deformidades fisicas y signos clinicos de la enfermedad o de
Ia lesion. Ocurre enun 43% de los casos (61).
A pesar de que la Liga Intenacional Contra Ia Epilepsia (21) no incluye a un tercer
- subgrupo en ¢l EM], diversos autores lo han sugerido y se ha denominado idiopitico. En
este, no se reconoce ninguna etiologia, no hay sospecha de alguna causa relacionada, pues
los estudios se hallan dentro de la normalidad y la exploracién neurolégica previa a la
epilepsia durante y después también se hallan dentro de la normalidad. En este grupo se
han incluido los casos con una posible predisposicion genética. Con esta reclasificacion
algunos sutores encontraron que el 55% de los que se incluian como criptogénicos el 55%
son reslmente idiopitico (116). Se han sugeridd en la etiologia como posibles factores
desencadenantes a los prenatales, perinatales o postnatales, los cuales se describen a
continuacion (32).

Lé&-Fatologias y antecedentes prepatales relacionados

Las posibles causas prenatales se han visto hasta en 42.8 % de los casos (91).
Predominan los diversos tipos de anoxia con sangrado uterino durante el embarazo; otros
indicadores de dafio prenatal incluyen historia de niuseas y vomitos continuos durante el
embarazo, evidencia de infeccin materna e hipoplasia placentaria con cordon pequedio
(32). También se han incluido algunas enfermedades genéticas (91) y antecedentes de
neoplasias (17, 82, 100). Crichton encontré que el 12.6% de los nifios con bajo peso al
nacimiento desarrollan EMI y 84% son sintomaticos, sugiriendo que el riesgo de estos
nifios es ¢ veces mayor (23). Se ha descrito el EMI con hidranencefalia, ausencia de

hemisferios cerebrales, cuerpo estriado, meninges, elementos gliales y tilamos con



presencia de las estructuras de la fosa posterior. Al nacerl a cabeza es alargada, hay facies
de retraso, ceguera, hipoplasia de los nervios opticos y cuadriparesia espastica (89). A
pesar de la ausencia de hemisferios cerebrales los pacientes presentan EMI, por lo que se
ha sugerido que su origen estd en estructuras del tallo cerebral (61). Se ha asociado
también a otras malformaciones cerebrales como la agiria cerebral (51).

En 1990 se describio a una pareja de hermanos con EMI con sindrome de pulgar
ancho con antecedente de consanguinidad de sus progenitores y con microcefalia, bajo
peso al nacimiento, hipertelorismo, nariz picuda, micrognatia, fontanela amplia, catarata
bilateral, cardiomiopatia a hipertrofica, hidrocele bilateral y agenesia del cuerpo calloso
(25).

Hay algunos trastornos del metabolismo que también cursan con EMI. Tal es el
caso de 1a enfermedad dc Leigh, la encefalomielopatia sub-aguda necrotizante, que es
progresiva, degenerativa y que esta relacionada con la deficiencia de tiamina (62). En
pacientes con sindrome de Down, donde ¢l EMI se ha observado con una frecuencia det
4.5 al 8.6%, al administrar 5 hidrxitriptamina (SHT) aumenta la frecuencia dc EMI hasta
en un 15%. Se sabe que la administracion de difenilhidantoinato (DFH) puede aumentar la
frecuencia y severidad de los espasmos. En estos pacientes las concentraciones de SHT se
hallan aumentadas, por lo que se sospecha que tienen un defecto en el metabolismo de la
piridoxina y de la SHT. Mas aun, este medicamento se wilizo para mejorar la hipertonia

y las disquinesias orolinguales (19, 20).

Se han asociado varias aminoacidurias con la epilepsia. La histidinemia se asocia

con otro tipo de crisis, con el EMI y con electroencefalograma con patrén de hipsarritmia
(33). E! EMI se presenta en la lipidosis cerebral, la acidemia arginosuccinica, las
hiperamonemias o el sindrome Sturge-Weber (61).

La participacion o asociacion de algunas enfermedades con un componente
genético establecido con el EMI, se tratarin mas adelante dada su importancia para este

estudio.



1.5.- Patologias v antecedentes perinatales relacionados

Entre el 13.9% y 64% de los espasmos sintomaticos se asocian con antecedentes
de posible dafio perinatal. El dafio cerebral puede ser ocasionado por neuroinfeccion
bacteriana, viral o parasitaria, trauma obstétrico, encefalopatia a secundaria a dafio
sistémico, deshidratacion, hipoglucemia, infarto cerebral, hemorragias intraventriculares o
parenquimatosa y kernicterus (40, 61, 91).

L:6- Patolozias v antecedentes poanatales relacionadas

Entre las causas del establecimiento del EMI relacionadas con el periodo posnatal
se han descrito la vacunacion contra la tosieran (10, 16), el dafio severo al cerebro por
hipoxia prolongada debido a ahogamiento en inmersion en el -guu (56).

1.7:- Rrobabie ctioloxia genética del espasmo infantil
En la ultima década ha crecido enormemente el interés en anilisis de los aspectos

genéticos de a epilepsia, debido a que los hallazgos de segregacitn en familias y los datos
epidemiolégicos han demostrado claramente que algunas formas de epilepsia se heredan y
ya se han localizado algunos genes o loci participantes (3, 4, S, 112). La epilepsia per se
parece como multifactorial con probable de predisposicién genética, ya que de un 10 a
25% de los descendientes de padres epilépticos padecen la enfermedad (74). Actualmente
se conocen tres tipos de epilepsia relacionados con un gen determinado:

s).- La epilepsia progresiva mioclénica del tipo Unverricht-Lundborg que
pertenece al grupo que abarca 2 la enfermedad de Lafora, Lipofuscinosis-Ceroide,
desordenes mitocondriales (MERRF) (sindrome de epilepsia mioclonica de fibras rojo-
ragadas) y la sialidosis. En Ia enfermedad de Unverricht-Lundborg se ha identificado
ligamiento estrecho con 3 marcadores localizados en la porcién distal del brazo largo del
cromosoma # 21, cuyos genes se hallan en 21q 22.3. Aparece predominantemente entre

los 6 y los 15 afios y se trasmite en forma autosémica recesiva. Se ha demostrado que el



ligamiento genético es fuerte, 'pues el valor de lod para la fi ia de recombinacion >3
?s de 10.08. (12, 68, 112).

b).- La epilepsia mioclonica juvenil (Epilepsia mioclonicas de Janz), inicia en la
adolescencia entre los 13 y 19 aflos. Las crisis se caracterizan por mioclonias breves y en
salvas. Afectan principalmente a los miembros superiores sin alteracion de la conciencia,
predominan al despertar, después de un sueflo acortado o un brusco despertar y en el EEG
se observa polipuntas ondas. En esta patologia se ha localizado un gen responsable en el
brazo corto del cromosoma 6 en base al ligamiento entre el marcador BF de clase 111 del
complejo principal de histocopatibilidad (MHC) en el humano (complejo HLA).
Recientemente Greenberg y Delgado-Escueta demostraron ligamiento con el GLO-1 que
se halla en extremo centromérico de dicho cromosoma muy cerca de la region de clase II,
lo que indica que es muy probable que los verdaderos genes de susceptibilidad estin
localizados dentro de esta region polimorfica (31, 48, 49, 112).

¢).- El tercer tipo de epilepsia donde se ha identificado un gen son las convulsiones
neonatales familiares benignas que se caracterizan por ser un padecimiento autosémico
dominante. Las crisis son usualmente breves con recurrencis frecuente ¢ inician en el
tercer dia de vida o después y remiten a los 6 meses de edad (15). Su desarrollo
neurologico es normal y sin alteraciones en los hallazgos de laboratorio. El ligamiento
genético se encontr6 a paﬁir de un estudio familiar con 4 generaciones y 19 miembros
afectados. Se identificaron 2 marcadores localizados en el brazo targo del cromosoma 20
con un valor de Lod de 5.4. En otras familias no se confirmé el ligamiento. Lewis y col.
encontraron un ligamiento en este padecimiento con un valor de Lod de 4.43 con
marcadores del cromosoma 8, con lo que demostraron la participacién de un nuevo locus
y confirmaron la heterogeneidad de esta epilepsia (70, 72, 87, 112).

Existen otras epilepsias en las que si bien no se ha identificado aun un gen
causante, muestran un patron de herencia Mendeliana. Estas incluyen a la epilepsia de

ausencias juvenil € infantil (95), la epilepsia infantil benigna con espigas centro-temporales



y I epilepsia infantil con paroxismos occipitales (18, 54), la enfermedad de Lafora y la
sialidosis que se asocia con una deficiencia de alfa N-acetylneuraminadass. Estas dos
Gltimas pertenecen al grupo de la epilepsia mioclonica tonica progresiva (12).'

Ademas de los sindromes de epilepsias genéticas idiopiticas, existen un nimero
importante  de enfermedades neurologicas en las que el riesgo a padecer crisis se
incrementa como resultado de una gran diversidad de anormalidades metabolicas,
formaciones tumorales o dafio del crecimiento o formacion del cerebro. Anderson y col.
han identificado 141 alteraciones en las que existe un riesgo elevado de crisis que pueden
ser ocasionadss por alteraciones monogénicas (3, 4, 5). Dichas crisis son cansecuencia
incidental del dafio cerebral y no necesariamente ocurren en cualquier individuo afectado.
Por lo tanto, el estudio de los sindromes hereditarios de estss anomalias, serd de gran
ayuda para entender los mecanistmos de predisposicion desencadenantes de Ia epilepsia
(112).

Las anormatidades cromosémicas asocisdas con un incremento en el riesgo para
desarrollar crisis también pueden ser muy utiles para conocer los mecanismos responsables
de la epilepsia. Existe un pequefio riesgo de desarrollar crisis en pacientes con sindrome de
Down que se incrementa con la edad'(l 10, 112), Las convulsiones se presentan enun 20 a
25% en pacientes que tienen trisomias en los cromosomas 13, 18, 22, y en un 70% en el
sindrome de Wolf que fenotipicamente es muy parecido a la trisomia 13 (13) y que se
debe a una delecion en ef cromosoma 4. También se a descrito epilepsia en pacientes con
anillos del cromosoma 14 y 20 (66, 101). Otra anormafidad cromosdémica asociada a 1a
epilepsia es una duplicacion invertida del cromosoma 15 en Ia que se presentan crisis pero
no anormalidades fisicas (78, 102, 122). Las crisis convulsivas han jogrado reproducirlas
en animales de experimentacitn que tienen un fondo genético apropiado y se han descrito
un nimero de mutaciones espontineas en diferentes cromosomss en el ratén capaces de

ocasionar convulsiones con una actividad electroencefulogrifica similar al fenotipo



humano (98). En el cuadro 1 se muestran los loci en fas que sc han localizados mutaciones

en ratones que desarrollan epilepsia espontanea.

d 1

En el EMI parece haber predisposicion racial ya que Ia fr ia varia de
al grupo étnico. Asi, la enfermedad es mas comin en los caucasoides (85%) que en los
negros (8%), o que en los indigenas de EUA (4%) o en los asidticos (3%) (40) se
propone Ia participacién de factores genéticos en Ia expresion del EMI, ya que se puede
presentar asociado a enfermedades que tienen partén autosémico dominante como la
esclerosis tuberosa (91), los sindromes neurocutineos como nevus de Jadasson (79) y Ia
neurofibromasis (59). EI EMI se presenta asocia con enfermedades que tienen un partén
hereditario autosdmico recesivo como son algunas leucodistrofias (4, 5, 14, 96), la
enfermedad de Leigh (62), la deficiencia de piridoxina (39) y algunas aminoacidopatias ,
incluyendo a Ia fenilcetonuria. También se ha asociado con anomalias como la
translocacion, el sindrome de Miller Diker (102), el sindrome de Angelman (8, 114), y con
sindromes que muestran un partén hereditario ligado al cromosoma X como el sindrome
de Aicardi (1, 2, 71) o la incontinencia pigmenti (105). Aicardi (1) describié [a agenesia
del cuerpo calloso como causa de EMI en un sindrome con espasmos flexores, agenesia
del cuerpo calloso y anormalidades coriorretinianas. Eran pacientes femeninos y el
electroencefalograma mostraba una marcada asimetria (2, 22, 28, 29).

El sindrome de Angelman cursa en ocasiones con EMI y su sintomatologia
consiste en retraso mental severo, ausencia de lenguaje, ataxia, movimientos de sacudidas,
hipotonia, microcefilia, braquicefilia, macrostomia, protusion de la lengua y prognatismo.
Aqui se halla una delecién en un gen del brazo largo del cromosoma 15q (11.2-12). La
recurrencia en los hermanos es de 25% y tienen alteraciones electroencefalogrificas
caracteristicas como un ritmo persistente de 4 a 6 ciclos por segundo de ondas de alta

amplitud, trenes prologados de ritmo de 2 a 3 ciclos por segundo de 20 a 500 microvolt,



espigas mixtas de 3 a 4 ciclos de predominio en regiones posteriores, facilitados con los
ojos cerrados (8, 114).

La esclerosis tubeross es autosémica dominante con penetrancia variable, se
disgnostica en el 10 y 29% de los casos con EMI (40, 91), ain como otros trastomos del
metabolismo con patrones genéticos determinados como la fenilcetonuria (40, 76, 91),
acidemia arginosuccinica y la enfermedad de orina de miel de maple (40).



CUADRO 1
MUTACIONES DE LOCI MONOGENICOS EN RATONES CON

EPILEPSIA ESPONTANEA

FENOTIPO CROMOSOM_L MODO DE HERENCIA
Cribiforme 9 Recesivo
Letal-Diluido 9 Recesivo
Pato 4 Recesivo
Inquieto 10 ' Recesivo
Nervioso X ’ " Recesivo
Delgado 8 E Recesivo
Letargico 2. - Recesivo
Moca 2j 10 ‘ ‘Recesivo
Tembloroso 17 ‘Recesivo
Observador © 15 Recesivo
‘Tambaleante 8 . Recesivo
Tembloroso . 11 ' Dominante
Tejedor 16 Recesivo

Tomado de (112)
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En ocasiones se asocian con otras epilepsias. Druckman y Chao encontraron que
" ¢130% delos pacientes con EMI tienen algin familiar epilético, y el 83% son parientes de
primer grado (32). El sindrome de convulsiones neonatales familiares benignas, (15) tiene
un patrén de herencia autosomico dominante y todos los miembros de la familia padecen
este tipo de crisis. Mori describié una familia donde el padre y 2 hermanos habian sido
epilépticos y a otros miembros tenian crisis febriles; uno de ellos desarrollo EMI (87).

La frecuencia de EMI idiopitico en mis de un miembro familiar se observa en

forma variable 2.5%, 3.8 %, 6.2% y 4% (56, 61, 97, 99, 117). Se estima que el riesgo de

recurrencia en un hermano es <1% (34). Otros informan que el riesgo relativo de padecer
EMI entre hermanos es de 12-18 y de 2-12/1000 (38). Sin embargo, la expresién de la
enfermedsad en una pareja de gemelos monocigoticos (93), apoya la participacién genética.

L2 Hallaszges histopatolégicos

Se han encontrado anormalidades en algunos casos, como los estudios del
desarrollo dentritico con Ia técnica de Golgi (60). En material de necropsia, se han
informado lesiones destructivas de encefalomalasia quistico-gliético y cambios displésicos
de grado varisble, hallazgos similares a los de esclerosis tuberosa (53). En pacientes
sometidos a cirugia, se observa, heterotopias, nodulos microgliales, gliosis focal, neuronas
heterotOpias en sustancia blancs, displasia cortical diseminada con predominio en bulo
parietal, displasia a cortical severa, hamartomas de la oligodendréglia, polimicrogiria

multifocal, quistes gliéticos multifocales y quistes gliales (52).
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19 Tratamiente

El tratantiento en la mayoria a de los casos es dificil debido a que el control de las
crisis es muy pobre. Inicia con benzodiacepinas con resultados deficientes. Sorel y
Dusaucy-Bauloye obtuvieron resultados satisfactorios con ¢l ACTH y la cloropromazina.
Posteriormente se demostro la eficacia de la prednisona, la cortisona, Ia hidrocortisona y la
dexametasona (61). El nitrazepan (Mogadon) es efectivos en algunos casos, sunque
menos que la terapia esteroidea. El diazepin y el clorodiazepoxido pueden emplearse en el
mantenimiento de las terapia (40). La dosis y la duracién de la aplicacién es variable
cuando se emplea ACTH (41). El valproato es eficaz, con una reduccion en el nimero de
los espasmos en un 40 a 70% en casos con monoterapia o con la combinacién de otros
snticonvulsivantes (9, 36, 104). Los medicamentos antiepilépticos como el fenobarbital,
fenitoin y succimidas son ineficaces (40).

El tratamiento quinirgico se ha empleado en algunos casos con buenos resultados.
En un principio sélo se intervenian pacientes donde se identificaba perfectamente la zona
anormal, como quistes o tumores (82, 92, 100, 113). Sin embargo, en los ultimos 2 afios
se han sometido a cirugia a pacientes intratables en los que se ha comprobado por medio
de estudios de resonancis magnética, tomografia por emisibn de positrones,
electroencéfalo y electrocorticograma, lesiones que no son muy evidentes ante la imagen,
pero que son focales desde ¢l punto de vista funcional. Los resultados han sido alentadores
(52). En el EMI criptogénico los resultados son menos exitosos que en el sintomitico. Los
pacientes presentan mejoria tanto en los electroéncefalogramas como en el desarrolio sin
que desaparezcan por completo las crisis (94). Un inhibidor de Ia GABA-transaminasa
como el vigabatrin ha tenido buenos resultados en EMI y en otros tipos de epilepsia a

dosisentre 1 y 2 gr. al dia (73, 77).
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L10.-Pronditico

El dignostico de EMI, es per se de mal prondstico. Entre el 65 y 90% tiene retraso
mental al momento del diagnostico (61), y solamente el 9.5% logra un desarrollo normal
(89), lo cual se asocia con la presencia de 1a lesion en el sistema nervioso. El prondstico es
menos malo en el grupo criptogénico. Aproximadamente ef 49% tienen un desgnollo
mental normal y libre de crisis a largo plazo, mientras que en los sintomético el prondstico
es mis pobre (80). Entre ¢l 55 y el 60% de los niflos con EMI desarrollan otro tipo de
crisis y del 23 al 50% sindrome de Lennox-Gastaut (75, 80). Con un seguimiento de 5
afios se encontro un coeficiente intelectual normal en el 16.6%, retraso leve en 17.8%,
moderado en 23.2% y severo en 42.%. con una mortalidad de 13.8%. (85). La mortalidad
oscila entre 9.4% y 20% (2, 40).

LiL-Diagndstico diferencial

Podria haber confusion con el reflejo de moro sélo en pacientes menores de 4
meses de edad, pero este se diferencia de! EMI en que el reflejo se desencadena por ruido
en Ia mayoria a de los casos y se presenta con otros estimulos externos. La flexion
acompafiada de llanto puede ser secundaria a dolor abdominal. Las crisis ténica son de
mayor duracién y ocurren en ocasiones durante el sueio. La epilepsia mioclénoca de la
infancia que inicia en edad mas tardia alrededor de los 3 y medio afios puede ir

scompafiada de ausencias y retraso mental severo (61, 32).
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23 Antigenos Clac L

Las moléculas de clase I se expresan en Ia membrana celular y constan de una
glicoproteina de 45,000 KD (cadena o) unida no covalentemente a un polipéptido de
12,000 DK (B2 microglobulina). La cadens « contiene 3 dominios a1, a2, a3, una regién
teansmembranal y una citoplasmitica. La region de unién del péptido corresponde a los
dominios al y a2, localizados en la parte superior de Ia molécula. El extremo del N-
terminal de cada uno de estos dominios forma una hebra antiparalela de estructura p
plegsda en un Gnico plano y las 8 estructuras de cads hebra forman la plataforma los 2
dominios al y a2 . En e extremo C-terminal, los 2 dominios forman 2a hélices paralelas,
enrolladas y largas. El polimorfismo genético se mantiene por Ia enorme variabilidad de
secuencias concentrada en estos dos dominios que da lugar & Ia expresién de los
aloantigénos que tiene cada sujeto. El dominio a3 y la 2 microglobulina, tienen una
estructura muy similar a la region constante de la cadena pesada de las inmunoglobulinas.
Consecuentemente pertenecen a una "superfamilia de supergenes” que tienen un ancestro
comin las siguientes proteinas: clase I, clase II, TCR, CD2, CD3, CD4, CD8, las
inmunoglobulinas y Ia molécula de adhesion de células neuronsles (N-MAC) estan
filogenéticamente relacionadas (84).

Los dominios al y a2 forman un surco que siempre ests ocupado por péptidos.
Los estudios de su estructura secundaria han mostrado similitudes con Is HSP70, por lo
que estos 2 dominios se originaron por evolucién divergente a partic de esta familia. (84,
109).

Las moléculas llamadas antigenos clisicos de clase I HLA-A, -B, -C, son muy
polimérficos y se expresan en las membrana de todas las células excepto en eritrocitos y
espermatozoides y su densidad es muy alta en linfocitos T y B. Los genes no clisicos
HLA-E, -F y -G, -H. HLA-G se expresan en la membrans de! trofoblasto, mientras que
HLA-E y HLA-F se hallan en el intesior. Los no clésicos difieren de los clisicos en su baja
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variabilidad, expresion-seloctiva'y funcion. Los A, B y C fetales inducen una respuesta en
1a madre por el reconocimiento del haplotipo patemo que esté ausente en la madre por lo
cual ol feto es un semi-aloinjerto. Sin embargo, su expresion en el trofoblasto se suprime
on Ia fase materna de la placenta evitanto ¢l ataque inmunolégico contra feto. Los G, son
sloantigenos pobres por su polimorfismo escaso. Protegen al feto de bacterias y virus
induciendo una respuesta inmunolégics eficiente contra ellos (84).

&4 Antigenes dase I
Las moléculas de clase IT expresadas sobre la membrana celular estin formadas por
2 glucoproteinas, Ia cadens & (pm 33,000-35,000) y la cadena ( (27,000-29,000) unidas
entre sl en forma no covalente. La a esta compuesta por los dominios ), ‘@2 una region
transmembrana! y una intracitoplamitica. El sitio de unién del péptido corresponde a los
dominios al, P1, localizados en la parte superior de la molécula. El polimorfismo de los
antigenos clase 11 que da lugar a todas las variantes, esté en el dominio f1 (u} como en el
dominio al de la cadens en el caso de HLA-DQ). Los dominios a2 y $2 tienen
estructuras similares a las inmunoglobulinas y corresponden & la misma familia de
supergenes. Un tercer componente de clase 11 es la cadena invariable (cadena 1i) de 33 kd
y o gen que la codifica se localiza en el cromosoma 5 (84, 108). Esta cadena es
roomplazada por los péptidos alogénicos intracelularmente y ocups el nicho de clase 1I
enicntras este fendmeno ocurre (84, 108). Las moléculas clase 1y Il se fon:;lron 8 partir
de combinacién que de los domonios de Ia familia de los supergenes de las inmunoglobu-
linas en las que los dominios alfa y beta se generaron por divergencis de la familia de HPs.
Hay tres tipos de antigenos clase I1, DR, DQ y DP. Ademis existen cuatro nuevos
antigenos de los loci de clase 11, liamados DNA, DMA, DMB y DOB recientemente
descublertos por clonacion y secuenciacion del DNA. Sin embargo sus productos no se
"Man identificado m bioquimica ni serologicamente. Los HLA-D pueden demostrarse
mediante cultivo mixto de linfocitos (CML). Sin embargo un HLA-D no significa un

25



antigeno particular sino la presencia de un cpitope del antigeno -D que estd formado tanto
por un antigeno DR como por un DQ. Estos estin situados muy cerca uno del otro por lo
que estén en desequilibrio de enlace, de tal manera que la expresion de antigenos -DR, -
DQ y -D correlacionan perfectamente y se manifiesta en forma de combinaciones
caracteristicas. Los genes HLLA-DP estan localizados en el drea mas cercana al centrémero
y existe una zona de alta recombinacion entre los genes DP y DQ, por lo que hay una
correlacion débil entre la expresion de aloantigenos DP y la de DR o DQ (84).

Una diferencia importante entre los antigenos clase I y clase II es que estos
altimos se expresan en algunas estirpes de células como son las células presentadoras de
antigenos (CPA) como los macrofagos, monocitos, linfocitos B, células de Langerhans,
células dentriticas, y tabién estan en células T activadas y Th. Se expresan en células del
epitelio timico asi como por algunos fibroblastos, células endoteliales, del epitelio y células
tumorales (como en melanoma maligno). Los antigenos clase II eatin ausentes de
neutrofilos, eritrocitos y células plasmaticas. Se hallan en células indiferenciadas mieloides
‘después de la incubacion con granulocitos/macrofagos con factor formador de unidades
de colonias y con factor formador de unidades de eritrocitos, lo cual sugiere que los

antigenos clase IT juegan algin papel en el desarrollo y diferenciacion celular. (84, 107)

2.5 Estructora genética de Ia region HLA.

En el humano el MHC esté localizado en brazo corto del cromosoma 6 y abarca
una longitud de 4000 kb cuya secuencia se origind por duplicacion y conversién génica.
El tamafio de esta region es igual al de! genoma de E. coli. La regién de clase I del MHC
abarca aproximadamente 1500 kb. La regi6n de clase II es aproximadamente de 1000 kb
lo que resta esta ocupado por la region de clase 11, que contiene genes que codifican para
ciertos factores del complemento (C2 y C4 de las via cldsica y el factor BF de la vi a
alterna) y genes que codifican para la sintesis de la enzima 21 hidroxilasa. Sin embargo no

todos los genes localizados en la region HLA se conocen con presicién. Entre la regién de
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clase 1y clase IIT existe un espacio de 400 kg que esta totalmente clonado y en el que
existen cuando menos 20 genes HLA con una funcion no relacionada con ellos incluyendo
el factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF a y p), las proteinas de choque térmico 70
(HSP-70) y algunas asociadas con la transcripsion de genes HLA-B (123, 124). En la

fig. 1 se muestra un esquema del mapa actual del MHC (125).






Los antigenos clase I llamados clisicos (HLA-A, B, C) estin codificados por los
genes de esas regiones, por lo que cada gen tiene una especificidad serologica que le
cormresponde a cada antigeno clase 1. Existen otros genes reconocidos debido su gran
homologia a con los anteriores, como genes no clisicos de clase I. Fueron designados
como HLA-E, F y G, que incluyendo 12 seudogenes hacen un total de 18 genes iden-
tificados en la region n de clase I (126, 127, 128).

La regién MHC de clase II contiene en el orden de cercania a del centrémero a los
genes DP, DNA, DMA, DMB, DOB, DQ y DR, apesar que no se conocen productos de
DNA y DOB se ha desmostrado la presecia de RNA.

Los nuevos genes DMA (antes RING 6) y DMB (antes RING 7) se hallan entre las
regiones de los genes DOB y DNA. Los productos de estos genes interfieren en forma
relevante en la presentacion de antigenos por clase IT, en la etapa en que la cadena invaria-
ble cubre al zurco o nicho del clase II (129, 130). A diferencia de clase I cada antigeno de
clase I es codificado por 2 genes uno que codifica la cadena alfa y otro codifica la cadena
beta. El polimorfismo de los antigenos HLA-DR sblo radica en las cadena beta
(codificada por los genes DRBI y /o B3; B4 y BS), el antigeno consta de uno de dos
posibles heterodimeros procedentes de dos cromosomas. En contraste, como el
polimorfismo de DQ esté en las cadenas alfa (gen DQAI) y beta (gen DQBI), existe uno
de cuatro posibles heterodimeros que se originan de Ia combinacion en cis y trans de los
genes DQAI 'y DQBI procedentes de los dos cromosomas paternos. Los haplotipos DR3,
DRS y DR tienen un 100% de correlacién con producto DRB3 llamado DRS2 y ¢l DR4,
DR7 y DR tienen un 100% de correlacion con el producto DRB4 o sea del DR53. Estos
hallazgos se explican por la diferencia de composicion génica en los diferentes haplotipos
(84).
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FIGURA 2
ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA DE LOS ANTIGENOS CLASE
1Y CLASE If: HLA-B27Y DR1

HLA-B27 HLA-DR1

Tomado de Bjorkman y col. (133) y Brown y col. (132)

E! antigeno clase I esta confi do por las ala2ya3, alya2 sonun

estructura de doble hélice que rodea a una plataforma f-plegada. En este surco se une ¢!

péptido y en este zon radica todo el polimorfismo de Ia moléculs clase 1.

E!l antigeno clse I es similar, pero et surco de unitn al péptido estd formado por
fas a-hélices de dos dominios polimorficos al y 1 queune s in estructura Pplegada. Los
dominios constantes son a2 y fi2.



2.8 Antigenos del MHC, nomenclatura y herencia

Actualmente existen 158 antigenos definidos por métodos serologicos y celulares:
27 antigenos HLA-A, 59 antigenos HLA-B, 10 HLA-C, 26 antigenos HLA-D, 24
antigenos HLA-DR, 9 antigenos HLA- DQ y 6 antigenos HLA-DP, dando como resultado
un gran polimorfismo. Con las técnicas moleculares se han identificado 423 variantes
alélicas, llevando a un micropolimorfismo impresionante que lo hace el sistema mis
polimérfico identificado hasta el momento. La nomenclatura de estas microvariantes se
deriva de Ia nomenclatura estandar del antigeno original y se designan con un asterisco que
indica que el alelo ha sido definido molecularmente (11). Se agrega luego un niimero que
indica la variante establecida. Por ejemplo para ¢! antigeno B27 existen 9 variantes alelicas
llamadas B*2701 al B*2709. Para el locus HLA-DP hay 6 antigenos y el
micropolimorfismo indica que hay 61 variantes al¢licas (108, 111)

Los alelos HLA se trasmiten en forma mendeliana simple codominante y cada
individuo hereda un haplotipo HLA de cada progenitor. Los estudios famili;res permiten
identificar los alelos del padre y de la madre y seguir su segregacion en una genealogia.
Todos los hijos comparten un haplotipo paterno y uno materno y la probabilidad de que
dos hermanos hereden los mismo haplotipos es de un 25%,; la probabilidad de que
compartan uno sélo es de un 50%, y la probabilidad de que sean completamente diferentes
es de un 25% (108).

Si los genes en las poblaciones se distribuyeran en forma independiente, la
frecuencia con la que se combinaria cualquier par de antigenos relacionados, codificados
en loci diferentes dentro de un haplotipo seria el producto de su frecuencia en la
poblacion. Sin embargo, algunos antigenos se asocian con mucho mayor frecuencia que la

esperada por el azar. Por ¢jemplo, el HLA-Al y el HLA-B8 se asocian con una



A

frecuencia de 6 a 21 veces mis de lo esp por la fi ia de sus genes. Este

fendmeno se denomina “"desequilibrio de enlace” o de ligamiento y es una caracteristica

mauy importante del MHC (108).

2.2 Fuscién ded MHC.

El enorme polimorfismo dc Ia regién de HLA esta esencialmente dirigido a In
discriminacién de lo propio de lo no propio puesto que las moléculas MHC reconoce
antigenos extrafios en ¢! contexto de los productos del MHC del huésped. Los linfocitos
T requieren que los péptidos estén permanentemente asociados a los nichos clase I o I
para que su TCR (receptor del linfocito T) lo reconozea y se pueda activar. Existe un
surco profundo entre las regiones de las alfa hélicesconformados por una estructura beta
plegada en Ia molécula de HLA. Cuando el surco esta ocupado por un péptido antigénico
se presenta a los linfocitos T (modelo de hot dog). Hoy se conoce con exactitud los
animoécidos que anclan al péptido y las cadenas laterales que son reconocidas por los
finfocitos T asociado al complejo HLA-antigeno (131, 132, 133, 134). La formacién del
complejo trimolecular HLA-péptido/TCR es esencial para el reconocimiento de antigenos
extraflos por lo linfocitos T. Una molécula propia también puede presentarse por este
mismo mecanismo, pero en condiciones normales no hay una respuesta alterada, aunque
en algunos sujetos por diversos mecanismos, esto desencadena una enfermedad
autoinmune (135).

Los péptidos derivados de la sintesis endogena son generaimente presentados por
moléculas HLA clase I y los péptidos derivados de antigenos solubles exdgenos son
generalmente presentados por moléculas HLA clase II. El complejo HLA clase I-péptido
es reconocido por linfocitos T citotoxicos CD8+ y el HLA clase II-péptido es reconocido
por linfocitos T cooperadores CD4+. Hay evidencias de que el complejo HLA-DQ-
péptido también activa a fos linfocitos T que ejercen supresion. El tamaflo de los péptidos



que se presentan por los HLA clase I es de 8-9 animoicidos; el nicho de clase 11 es mis
flexible pues capta péptidos de 10-22 aminodcidos (135).

3.- PAPEL DE LOS LINFOCITOS T EN LA RESPUESTA INMUNOLOGICA

Los linfocitos T reconocen a los antigenos extrafios presentados por los HLA de
la siguiente manera:

A).- E! antigeno en el clase I o II es reconocido por los TCRs, que estén
compuestos por uns cadena alfauna beta (TCR- 2), una gama y una delta (TCR-1),
asociados a un soporte formado por S cadenas de proteinas (v, 5, €, §,n) lamado complejo
CD3 que reconoce directamente a! complejo HLA-péptido. Igual que las
inmunoglobulinas, las cadena alfa, beta, gama, delta tienen una regién variable (V) y una
region constante (C). La region V de alfa esté codificada por lo genes V y J y la regién V
de Ia cadena beta esta codificads por los genes V, J y D. El enorme repertorio del
reconocimiento de! TCRs se debe a la recombinacién y rearreglo de estos genes, que
existen a lo largo del genoma. La regién V contiene 3 o 4 regiones hipervarisbles que
forman una regién complementaria determinante llamada CDRIla cual se une al complejo
HLA-péptido. El CD3 transmite la sefial de la activacién de los linfocitos T. Después de
que fas cadena alfa y beta del TCR se une a! complejo HLA-péptido, las moléculas CD4 y
CD8 se unen a la regién constante de la molécula de HLA, reforzando 1a unién entre el
TCR y el complejo HLA-péptido 1a cual se hace mis solida al unirse a las moléculas de
adhesion n celular, molécula I (ICAM-I) asi como el antigeno asociado al funcionamiento
de linfocitos (LFA-I), LFA-3 y LFA-2 (CD2), los que facilitan !a interaccién y adhesion
entre las CPA y los linfocitos T. Varias tirosin-cinasas, son enzimas enzimas fosforiladas
interactuén con un sustrato y las proteinas de membrana, importantes en la transduccién
de la sefial en los procesos de activacion n de los linfocitos T. Después de que ¢ TCR

reconoce al complejo MHC-antigeno, las tirocin-ciansas (Ick y fyn) son desfoforiladas y
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se activan por la tirosin-fosfatasa de} CD4+ la que foforila a varios sustratos intracelulares
mediando Ia seilal de transduccion que resulta en la degradacién y activacién del
fofaditilinocitol y protein cinasa C (PKC) que redunda en la activacion del linfocito T
(84, 136, 137, 138).

B).- Induccién de Ia citotoxidad mediada por linfocitos T citotoxicos (Tc). La
activacion de los Tc requiere de la participacion de linfocitos T cooperadores (Th) y del
complejo HLA clase 11-péptido presentado por las CPA. La presentacién del complejo
HLA clase I-péptido a las precursores de Tc induce la expresion de receptores para
Interleucina 2 (IL2) en estas células. Sin embargo su crecimiento y diferenciacion requiere
de la ayuda de los linfocitos Th que reconocen al complejo HLA clase 1l-péptido sobre de
Ia CPA. El precursor de Tc es estimulado por 1a IL2 es liberada de los Thl al ser éstos
activados por CPA lo cual produce la diferenciacion alos Tc precursores en Tc con acti-
vidad asesina. Los linfocitos Thl producen IL2 e interferon gama por medio de la
transduccion de la sefial mediada por proteinas-cinasa A después de ser activados por el
complejo HLA clase II- péptido (84, 139, 140).

C).- Activacion de los linfocitos B. Los linfocitos Th también estén involucrados
en la activacion de los linfocitos B. Cuando los Th2 reconocen el complejo HLA clase II-
péptido sobre las CPA, estos producen IL-4, IL-5 ¢ IL-6 y estimulan a los linfocitos B a
dividirse y diferenciéndose en células plasméticas productoras de anticuerpos. Estos
anticuerpos son especificos contra antigenos exégenos que se eliminan mediante la
activacion del complemento y activan a células K dependientes de anticuerpos. Estos Th2
tiene receptores para IL-1 y se activa a través de la proteinacinasa C (PKC) pana
producir IL-4, Sy 6 (84).

D).- Reconocimiento de aloantigenos del MHC. Los antigenos no propios MHC
que inducen la respuesta inmunolégica més intensa. La respuesta de estos antigenos es
poderosa en el rechazo de aloingertos e involucran la eliminacion de antigenos exégenos

solubles por mecanismos similares a los ya descritos. En el mecanismo clisico, las
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moléculas alogénicas de clase I se unen a las clase 11 en las CPA y forman complejos clase
-aloantigeno el cual presenta a los aloantigenos a los linfocitos Th CD4+. En el segundo
mecanismo los aloantigenos extrafios o de clase I son directamente reconocidos por los
linfocitos Th CD8+ sin la mediacion n de las CPA o de [as moléculas HLA clase II. Los
linfocitos Th CD8+ participan en forma exclusiva en la respuesta alogénica en contra de
fas moléculas clase I y contra ciertos antigenos virales. El reconocimiento alogénico de los
clase Il es a través de los Th CD4+. Estos mecanismos son responsables del rechazo
intenso de aloinjertos y son determinantes importantes en el pronéstico de transplante
clinico (84, 141, 142, 143, 144, 145, 146).

4.- MECANISMOS MOLECULARES DE ASOCIACION ENTRE HLA Y LAS
ENFERMEDADES.

El MHC juega un papel central en la patogénesis de las enfermedades con
participacién inmunolégica. Se sabe que existen genes HLA particulares relacionados con
un riesgo alto de desarrollar ciertas enfermedades, y se han postulado 3 teorias para
explicar esta relacion (84).

A).- Los diferentes alelos HLA tienen una capacidad diferente o alterada para
presentar antigenos extrafios y generar el reconocimiento por los linfocitos T. Estas
diferencias, resultan en algunas ocasiones en la induccién ya sea de una respuesta
inmunoldgica excesiva o insuficiente ocasionando la enfermedad. El anélisis de las
secuencias de los genes clase II en los pacientes con diabetes mellitus insulino-dependiente
(DMID) indica que la herencia de ciertos alelos DQA y DQB pueden ser importantes en la
predisposicién a esta enfermedad, que se debe a una respuesta autoinmune modulada por
células T contra antigenos de los islotes pancresticos. La resistencia a la DMID se asocia
en forma notable con la presencia de 4cido aspartico en Ia posicion 57 de la cadena DQ

beta . Por el contrario, cuando el dcido aspartico estd ausente en la posicién 57 y Ia
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arginina esté en Ia posicion 52 de la cadena DQ alfa, sobre todo en individuos DR3 o
DRA4, existe un riesgo mayor de padecer DMID. El residuo DQB-57 esté situado en uno
de los extremos del surco y la porcion DQA-52 esta en el otro extremo de la cadena DQu
del HLA-DQ. Ademis Gorodezky y col. encontraron una contribucion importante de la
posicion DRB-74 que en poblaciones de origen mestizo, y ahora sabemos que en otras
también son esenciles para ¢l desencadenamiento DMDI. De esta manera los animoécidos
en DRB-74, DQA-52 y DQB-57 influyen en grado variable en !a unién del péptido para
presentarlo al receptor de la célula T al clase II para despertar una respuesta autoinmune
contra los antigenos de los islotes pancreaticos (81, 86, 109, 111, 147, 148, 149, 162). La
artritis reumatoide es otro ejemplo similar pues la presencia de residuos bésicos en DRB-
70, arginina en 71, residuos 4cidos en 74 y valina o glicina en 86 estan relacionados con la
susceptibilidad o resistencia de la enfermedad (148, 163). En la narcolepsia la asociacion
con ciertas variantes de! DR2 es absoluta en poblacion japonesa y caucasoide. Existe un
fenomeno es similar y es esencial la presencia de en DRB-30 y 37 (84) al igual que el en
pénfigo vulgar donde el acido aspartico DRB1-57 juega un papel central en la proteccion
(150).
B).- Los genes HLA pueden ser solamente un marcador genético y los verdaderos genes
de susceptibilidad o resistencia, pueden localizarse cerca de ellos por lo que entarén en
desequilibrio de enlace. En este caso las anormalidades en los genes o ciertas alteraciones
pueden inducir 1a enfermedad y pareciera que si el gen no HLA pudiera codificar para una
proteina biologicamente importante. Asi una delecion como es el caso de la hiperplasia
suprarenal congénita la cual es lignda al HLA-B47 se debe a una delecion en el gen
funcional CYP21B que codifica para la sintesis de la 21 hidroxilasa, localizado en la
region de clase III (151).

C).- La homologia de secuencias de aminodcidos entre HLA y algunos antigenos
extrafios puede inducen la formacion de anticuerpos o de linfocitos Tc dirigidos contra

antigenos propios HLA en otros, debido a la reactividad cruzada (mimetismo molecular)
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desencadenando una enfermedad autoinmune. Esta hipotesis se basa en la premisa que los
antigenos extrailos difieren lo suficiente de los HLA como para que no exista la tolerancia
inmunoldgica contra ellos, pero son lo suficientemente similares como para producir
reaccion cruzada. En la espondilitis anquilosante que tiene asociacion indudable con el
HLA-B27, hay homologia entre ciertas secuencias de la nitrogenesa de Klebsiella
pneumonie y cualquier variante B27 lo sugiere que ciertos componentes bacterianos
pueden ser responsables del desarrollo de la enfermedad en el hospedero B27+ (64, 152).
Entre ellas las enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso diseminado, la artritis
reumatoide del adulto, la diabetes mellitus tipo I Ja enfermedad celiaca entre otras.

Hay mas de 500 entidades clinicas que se han asociado al MHC y se ejemplifican

las més clisicas. En el cuadro2  (153).
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HLA Y ENFERMEDAD

CUADRO 2

PATOLOGIA

HEMATO ONCOLOGICAS
Leucemia linfocitica aguda
 Enfermedad de Hodgkin
Cancer Nasofaringeo
Deficiencia de IgA
Sarcoma de Kaposi

'SIDA

,}Seminoma

Sarcoma

Cancer de Tiroides
Leucemia HTLV]

Purpura autoinmune

REUMATOLOGICAS
Espondilitis anquilosante
Sindrome de Reiter
Artitis reactiva
Poliarteritis reumatoidea
Artritis Juvenil

NEFROLOGICAS

Sidrome nefrético infantil

Forma Cortico-Sensible
FormaCortico-Resistente
Sindrome Goodpasture
Glomeroneffitis extramembranosa

OFTALMOLOGICAS
Uweitis Anterior
Retinopatia

HLA ASOCIADO

DP5
Al
B46
All
DRS
DRS
DRS
A2
DR7
DQ3
DR3

B27

B27
B27
DR4
DR8

DR7
DR3
DR3
DR2
DR3

B27
A29

RIESGO RELATIVO
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CUADRQO 2 (CONTINUA)

HLA Y ENFERMEDAD

PATOLOGIA HLA ASOCIADO RIESGO RELATIVO
ENDOCRINOLOGICAS
Deficiencia de 21-OH
Forma neonatal B47 16
Forma tardia BN 40
Diabetes mellitus insulino dependiente DR3/4 47
Tiroiditis de Hashimoto DR3 3
Enfermedad de Basedow DR3 4
Enfermedad Addison DR3 6
Miastenia grave DR3 3
Tiroiditis de Quervain B3S 14
Sindrome de Sjogren DR3 10.
Dermatomiositis DR3 4
Lupus eritematoso sistémico : DR3 6
DIGESTIVAS
Hemocromatosis A3 8
Cirrosis Biliar Primaria DR3 8
Hepatitis cronica activa DR3 2
DERMATOLQGICAS
Psoriasis . Cwé 13
Penfigo DR4 13
Dermatitis Herpetiforme DR3 15

Enfermedad de Bencet BSt 6




Algunas parasitosis y otras enfermedades infecciosas, también muestran una
relacién con el complejo HLA y operan como genes de resistencia o de susceptibilidad,
como Ia neurocisticercosis o Ia lepra tuberculoide, entre otras (30, 43, 64).

También hay enfermedades metabolicas claramente ligadas a haplotipos HLA
especificos, demostrando los efectos de un gen anormal en el cromosoma 6. La hemo-
cromatosis idiopstica que es una enfermedad autosomica recesiva caracterizada por
absorcién excesiva de hierro de la dieta segrega con el haplotipo A3-B14, DR1-DQS
(65).

S-HLA Y SU PARTICIACON EN ENFERMEDADES NEUROLOGICAS

La participacion de los genes HLA en algunas enfermedades neuroldgicas
también es determinante. Tal es el caso de la esclerosis miltiple (63, 111) o la
pardlisis de Bell en el que existen antecedentes familiares en un 46% de los casos. En
mexicanos la parilisis de Bell se asocia al DR13, sugiriendo que este antigeno confiere
susceptibilidad y ¢! DR4 probablemente participa en la resistencia a la enfermedad.
Ademis, en la fase aguda estin incrementados los linfocitos CD8 con una disminucién
discreta de los CD4 (44).

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad de! sistema nervioso central
caracterizada por multiples episodios de inflamacion y desmielinizacion. Las células
plasmiticas estin presentes dentro de las placas de la EM en la sustancia blanca en los
casos avanzados. La presencia de células plamaticas explican la sintesis continua de
anticuerpos IgG oligoclonales en el liquido cefaloraquideo (LCR). Ademds, los linfocitos
B, T y macrofagos se encuentran en las lesiones agudas al principio, y hay un aumento de

células en el LCR en la fase aguda con un predominio de linfocitos T, con un incremento
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en Ia relacion CD4+/CD8+, y presencia de linfocitos T activados en areas perivasculares.
Se ha encontrado relacion con DR2,DQ6, DQBI1 y DP4 (DPAl y DPB1) y sobre
ensecuencias identicas en diferentes alelos es evidente (154). Otra patdlogia del sistema

nervioso donde el HLA es rel es la narcolepsia-cataplexia (6,50,103,121), Esta es

un desorden del sueiio de causa desconocida. Sufriendo con

() 2 K )

¥ F 4

frecuencia sueilo de manera involuitaria, estos f ia que es
una

perdida por segundos del tono muscular que ocasionan la caida del paciente. La
enfermedad presenta una fuserte asociacion con HLA, en blancos y asiaticos ¢l 98% de los
individuos afectados son DR15-DR2-DQ6 y los haplotipos molecular DRB1*1501,

DQAI1*0102, DQB*0602 (154).

6.- ESPASMO MASIVO INFANTIL, OTROS TIPOS DE EPILEPSIA Y HLA .

Desde el punto de vista inmunologico y especificamente en el EMI hay algunas
alteraciones como las descritas en 1983 por Riikonen quien encontré anticuerpos en
contra del tejido cerebral (57,88, 99) sugiriendo que el EMI es resultado de una funcion
inmunoldgica alterada. También se ha encontrado un incremento significativo en el
namero de células B activadas, sugiriendo una posible participacion inmunolégica en el
EMI y otras epilepsias.

En algunos tipos de crisis se ha informado la participac-ién del HLA. En 1975
Smeraldi informé una asociacion entre el sindrome de Lennox Gastaut y e! B27 (106).
Fichsel y Kessler encontraron un incremento de Al y B8 en epilepsia de ausencia con un
patrén electroencefa!ogréﬁéo de 3 ciclos por segundo de punta onda (106). En las
investigaciones de se'i;regacién de haplotipos clase I en 53 nifios y sus familiares no se
encontré ligamiento con la epilepsia. Sin embargo, encontraron una disminucion de los
haplotipos A1-B8 en los pacientes comparados con la poblacion general, por lo que los

autores sugieren que este haplotipo puede conferir proteccion. (cuadro 3 ) (37,153).
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La localizacion del gen responsable de la epilepsia mioclonica juvenil (epilepsia
mioclonica de Janz) y el estudio de la asociacion HLA con la epilepsia han sido una
aportacion relevante tanto para la localizacion del gen como para entender su relaciéon con
otros tipos de epilepsia. Delgado Escueta y col. localizaron el gen en el brazo corto del
cromosoma 6, primero demostrando asociacion con HLA y posteriormente la presencia de
ligamiento. Este grupo no solo demostré el ligamiento de 1 epilepsia mioclénica juvenil al
cromosoma 6 pues aclaré ademis que hay otras formas de epilepsia generalizada que se

presentan en las familias.
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CUADRO 3
ASOCIACION DE HLA CON EPILEPSIA Y ALGUNAS
ENFERMEDADES NEUROLOGICAS

PATOLOGIA ANTIGENO O HAPLOTIPO REFERENCIA
Sindrome de Lennox-Gastuat B7 106
Crisis de Ausencias Al BB 106
Espasmo Masivo Infantil DRS2 56
Epilepsia Miclonica Juvenil de Janz DRé6, DR13 35,90
Esclerosis Multiple DR2 154
Narcolepsia DR B1 *1501 153
Sindréme de Guillain Barre DR3 153
Neuracisticercosis A28 30

Paralisis de Bell DRI13 44




Los datos de ligamiento mostraron que el mismo locus es responsable de las
formas que no son epilepsia mioclonica juvenil y que ocurren en los mismos familiares. Es
posible que Ia presencia de dosis variables del alelo de susceptibilidad en el locus de Ia
epilepsia mioclonica juvenil pueda conducir a la expresion de formas diferentes de
epilepsia o tal vez hay un locus en otro cromosoma que actia en forma epistitica
determinando la manifestacion final (48, 49). En 1992 se publicé Ila asociacion de DR6
con la epilepsia mioclonica Juvenil (35). Pero como el DR6 se subdivide en DR13 y
DR14 s6lo mediante el andlisis a antigenos privados se puede documentar una asociacién
verdadera. Dos afios después Obeid y col (35), informardn con 32 pacientes no
relacionados una asociacion del HLA-DR13 con s epilepsia mioclénica juvenil con un
riesgo relativo de 4.85 (p<0.002) (90) confirmando los hallazgos de Dumer y col. En la
epilepsia parcial benigna con punta-onda centrotemporal (epilepsia rolindica benigna) no
se encontré ligamiento, lo que sugiere que este tipo de cpilepsia es genéticamente
diferente a la epilepsia mioclonica juvenil, ain cuando tienen similitudes clinicas
importantes (119). E! mismo autor informo ausencia de ligamiento en la epilepsia
mioclénica juvenil dando lugar a la hipétesis de que existen subtipos de epilepsia
mioclénica juvenil y que no en todas el gen responsable se encuentra en brazo corto del
cromosoma 6 (120).

Minev y col analizaron los tipos tonico clénico generalizadas, ausencias, ambos
tipos y parciales de la epilepsia en nifios y no encontraron asociaciénn con clase I, pero si
un incremento significativo del DRS. Este antigeno se subdivide en DR11 y DR12 por lo
que ahora serd importante analizar las microvariantes de ellos que que son mis de 15

para los dos antigenos (83).



En 1978 se realizo el primer estudio el EMI y sus relacion con HLA. Howitz y

Platz estudiaron a 21 . nifios criptogénicos y sintomaticos pero solamente investigaron,

I

antigenos clase I. Tipificaron a 19 pacientes y los compararén con 1967 adultos sanos de

Ia misma poblacién, sin encontrar ninguna diferencia significativa (55).

Hrachovy y col. estudiaron a 29 pacientes con EMI y los compararon con un
grupo de 218 individuos sanos formados.por una mezcla de caucésicos, blancos, negros e.

hispinicos. No,, encontraron, ninguna, asociacién con clase I, pero identificaron una,

asociacién_con el DR52. Ademas en 3 .de 12 p:x:c_ientes caucdsicos  se encontr6 el
haplotipo B18-DR3 (DR52) que nio se identifics en ninguno de los sujetos. sanos de
origen .caqqésico. Sugieren“qqe ¢l DR52 contribuye al mecanismo inmunolégico que.
pueda estar involucrado en esta enfermedad (58). Sin embargo hay 'qu’e tomar estos
resultados con mucha cautela pues la comparacién de sélo 29 pacientes puede no tener

ningin valor sobre todo. por, Que se analizaron todos los sujetos como un sojo grupo y se

compararon_ con, los datos mezclados de , hispinicos y negros, cuyas.

frecuencias son muy diferentes entre una poblacién y otra. Analisis como lo mencionados

conlleva a un error estadistico muy importante.

Es importante enfatizar que hay muy pocos estudios hechos en EMI, con series .

muy pequefias de_pacientes, sin. una rigurosa clasificacién clinica y. con. poco rigor de
seleccién testigos. Por otros motivos es fundamental integrar el EMI  con . mayor
profundidad con pacientes clinicamente muy bien caracterizados y con tamafios de muestra

mayor.
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Il JUSTIFICACION

Existe una asociacion clara entre algunas enfermedades del sistema nervioso
central y los antigenos HLA, tanto en las enfermedades con caracteristicas autoinmunes,
como en las que no se ha encontrado un patrén inmunolégico claro. En el EMI se ha
informado una asociacion del DRS2 y se ha propuesto una etiologia a autoinmune, pero no
se ha logrado establecer claramente la participacion de patrones genéticos y se desconoce
totalmente la participacion del MHC en mexicanos. Por otro lado los estudios previos o
estin hechos con grupos muy pequefios de pacientes o estin comparados con testigos de
origen étnico mezclado o solo se investigaron clase I.

Este estudio también permite conocer la clasificacion clinica de los pacientes del

Instituto Nacional de Pediatria y el patron genético det MHC en el EMI en mexicanos.

IV HIPOTESIS

A).- Existes un gen de susceptibilidad y/o de proteccion ligado a alguno de los loci
del MHC en el EMI en la poblacién estudiada.

B).- ALestudiar a las familias con cuando menos 2 miembros afectados con EMI se
podra determinar si existe o no ligamiento HLA.

C).- Con el estudio sistemitico de los pacientes se podra conocer las
enfermedades que se asocian a esta patologia asi como las caracteristicas neurologicas de
Ia poblacién EMI del INP.

D).- Si existe asociacion del espasmo masivo y MHC sera posible conocer si el
MHC determina parcialmente Ia expresion de la enfermedad y/o la severidad de!

padecimiento, al hacer correlaciones HLA con todos los parametros clinicos incorporados.
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V OBJETIVOS

S.1.- Primarios

A)- Comparar la distribucion de antigenos HLA de los pacientes con un grupo de
sujetos sanos asintomaticos de la poblacion general y buscar si existe correlacion de la
enfermedad con algun antigeno HLA '

B).- Identificar los antigenos HLA clase 1 y clase II, en pacientes con EMI y sus
familiares de primer grado en el caso de ser informativo el anélisis familiar. Se efectuaré un
andlisis de segregacion de haplotipos compartidos y se buscara el modo de herencia, si

que existe segregacion de la enfermedad con el MHC.

5.2.- Secundarios

A).- Conocer la frecuencia de espasmo infantil en los pacientes de la clinica de
neurdlogia del Insti tuto Nacional de Pediatria y la frecuencia con la cual se presenta
asociado a otras enfermedades conocidas (sintomético).

B).- Establecer los subgrupos de espasmo infantil.
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Vi METODOLOGIA GENERAL
6.1.- Di /]

E! estudio es comparativo, observacional, transversal y prolectivo.

- i ci "

Poblacion objetivo: Ingresaron al estudio todos los pacientes que se captaron en €l
Servicio de Neurdlogia del Instituto Nacional de Pediatria (INP) y que tenian el
disgnéstico de EMI en el lapso comprendido de marzo de 1993 a septiembre de 1994,
Estos pacientes eran de nuevo ingreso o subsecuentes e incluyeron casos sintométicos
(secundario), con etiologia conocida, (ver anexo 1) o del grupo criptogénico (primario) sin
etiologia aun determinada (ver anexo 2). También se incluyeron a las familias de los
pacientes que cumpligron con los criterios de seleccion. Los resultados de 1a tipificacion de
antigenos HLA de los pacientes no relacionados se compararon con los de 229 sujetos

aparentemente sanos (asintomaticos) pertenecientes a la poblacién mestiza mexicana.

6.3 Criterios de inclusig

A)- Seincluyeron a pacientes con e} diagnostico de ‘éspasmo masivo infantil, con
epilepsia activa o controlada, criptogénicos o sintomdticos (asociados a enfermedades
conocidas), de ambos sexos. '

B).- Todos ellos eran mestizos mexicanos (hijos de padres mexicanos, sin famifiar
directo extranjero hasta la tercera generacién de sus ancestros padres y abuelos).

C).- Se incluyeron familias donde habian cuando menos dos hijos del mismo padre
y madre con la enfermedad. También se incluyeron familias con gemelos mono o
dicigoticos con uno o ambos gemelos afectados.

D).- En todos los casos se requirié del consentimiento por escrito del padre o tutor

para ingresar al protacolo (ver anexo 4)
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* El diagnostico de espasmo infantil se lleva a cabo clinicamente. Consiste en un
tipo de epilepsia en la cual el paciente presenta crisis con extension y/o flexion de las
extremidades inferiores y flexion de las extremidades superiores, con contraccion de los
musculos abdominales y de los miembros inferiores (de flexion). Este puede ser con
extension tanto de los miembros inferiores como de los superiores (de extension). Dichas
crisis son edad dependiente y pueden iniciar desde el primer mes de vida hasta los 14
meses de edad. Es muy poco frecuente que inicien después. A medida que pasa el tiempo
se pueden agregar otro tipo de crisis o inclusive pueden desaparecer las crisis de tipo
espasmo y persistir otro tipo de crisis 0 no presentar ninguno. Por estos motivos se
incluyeron pacicntes que en el momento de ingreso al protocolo sélo tenian el antecedente
de haber padecido crisis de EMI. El diagnostico fie hecho por neuropediitras del INP y
todos los pacientes tenian expediente en la Institucion. Para el diagndstico (en caso de
tener epilepsia activa) se observaron directamente las crisis y ante la duda diagnostica se
llevo a cabo filmacion de las crisis y se interpretaron en conjunto por los nuerélogos
pediatras del equipo de trabajo. Se excluyeron aquellos casos en los que habia duda

diagndstica.

6.4, Criterios de eliminacion
A).- Aquellos que voluntariamente decidieron salir del protocolo, decision que fue

tomada por el padre o tutor del paciente .

A todos los pacientes de nuevo ingreso se les realiz historia clinica de acuerdo al
formato del! Instituto Nacional de Pediatria y se llen6 una hoja de recoleccion de datos de!
protocolo (ver anexo 5) Llos datos recabados fueron corroborados dentro de las siguientes
24 hs por el Dr. Gonziles Jefe del Servicio de Neurdlogia. Ante la duda de los

antecedentes genéticos, se les citd nuevamente para verificacion.
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- men baratorie binete

Examencs generales: A los paci de nuevo ing se les efectud al ingreso,
eximenes de laboratorio y gabinete y a los pacientes que ya contaban con expediente y
con todos estos estudios se completaron en citas posteriores. Dichos estudios se sefialan

en el cuadro 4.

50



CUADRO 4
ESTUDIOS REALIZADOS A LOS PACIENTES

LABORATORIO:

a) Biometria a hemitica
Hemoglobina
Hematocrito
Leucocitos y diferencial
Eritrocitos
Plaguetas

b) Velocidad de sedimentacion n globular.

¢) Quimica sanguinea:
Glucosa
Urea
Creatinina

d) Pruebas de funcionamiento hepitico tico
Proteinas totales
Albumina
Gilobulina
Transaminasa glutimico pinibica
Transaminasa glutémico oxalacética
Fostatasa alcalina
Tiempo de protombina

¢€) Tamiz metabélico

f) Examen general de orina

GABINETE:
) Electroencefalograma
b) Tomégrafia Axisl Computarizada simple y contrastada
¢) Electrovideoencefalograma *

¢ Sélo en aquellos casos donde existia duda diagnostica
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6.7 Tipificacién de antigencs HILA clase Ly clage Il

Despues de ingresar al protocolo (en otra fecha diferente a la toma de muestras de
laboratorio) se tomaron 20 ml de sangre venosa con heparina a los pacientes y en los
casos en los que contiban con un familiar potencialmente informativo también se tomaron
muestras de los padres y los hermanos para la determinacion de antigenos HLA A, B, C,
DR y DQ. Estas determinaciones se realizaron en ¢l Departamento de Inmunogenética del
INDRE. La tipificacién se llevo a cabo sobre linfocitos T para antigenos clase I y sobre

linfocitos B para antigenos clase II como se describe a continuacién .

Para el anilisis genético de los antigenos HLA clase I y clase II se incluyeron a 229
sujetos aparentemente sanos y a los 65 pacientes que ingresaron al protocolo se tipificaron
los antigenos HLA-A, B, C, DR y DQ, mediante las técnicas estandar de
microlifocitoxicidad.

I- Obtencién de linfocitos totales a partir de sangre perférica (46).

Reactivos:

1.- Solucién de ficoll-hypaque:

Ficoll 9% en agua destilada 12 partes
Hypaque 34% en agua 5 partes

~ H hypaque es una diatrizoato de sodio en presentacion n al 50% y al 50% y 75%.
En el primer caso se diluye 1:1.47 (10 ml de hypaque al 50% y 4.7 ml. de agua destilada)
en el segundo caso se diluye 1: 1.2 (10 m! de hyupaque al 75% y 11 ml de agua destilada).
La densidad de la mezcla debera ser de 1.076-1.077. Se puede utilizar Lymphoprep o
cualquier otro reactivo comercial equivalente,

2.- Solucién de Hanks normal
3.- Medio RPMI 1640 o TC 199
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METODO:
1.- Se toman 20 ml de sangre venosa, con heparina (1000 UL/ml). o con ACD.

2.- Se Diluye 1a sangre con un volumen igual de solucién de Hanks normal.

CAPRYY

3.- Se colocan en varios tubos 2.5 mi de la de ficoll-hypaque o de
Lymphoprep

4.- Se estratifica cuidadosamente la sangre diluida (7.5 m! aprox) sobre la solucion
de ficoll-hypaque, o de Lymphoprep y se centrifuga a 1500 rpm durante 30 a 35 minutos a
temperatura ambiente.

5.- Después de Iz centrifugacion se aspiran los linfocitos que forman un anillo
blanco sobre la interfase, con una pipeta Parteur y se colocan en otro tubo,

6.- El paquete se diluye con solucion de Hanks, se centrifuga 10 mm a 1200 rpm
se decanta y se distribuye en tubos Fisher.

7.- Se lavan 4 veces mis con Hanks y se centrifuga a 1000 g durante ] minuto. Se
verifican enla camara de Neubauer que no haya plaquetas.

8.- El paquete resuspende en 1.0 ml de medio RPMI.

9.- Las células se cuentan y se ajusta la suspension a la concentracion de células
requeridas, usando el medio RPMI.

I1.- Separaciéon de Linfocitos T y B por columna de nylon (46).

REACTIVOS:

1.- Fibra de nylon .

Preparacion dela columna de n.ylon;

1.- Se pesan 70-90 mg de nylon peinado y se sumergen en 5 ml o més de solucién
de Hanks normal.

2.- Se corta un popote comiin a una altura de 10 cm. aproximadamente y se cierra
alaflamaen angulo de 45 grados.
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3.- La lana bien peinada se empaca en el popote uniformemente y en forma laxa,
ocupando una altura aproximada de S cm, Cuidando que no llegue al extremo cerrado. Se
hace una orificio en el extremo cerrado del popote para permitir la salida del liquido. Se .
lava una vez con medio TC precalentado a 37°C (con suero de ternera fetal al 5%) y se
incuba durante 30 min. en forma horizontal, Se saca la columna y se elimina todo el medio.

Separacion de linfocitos By T en la columna (46)

METODO:

1.- Las células mononucleares purificados, Se resuspenden en 1.0 ml de medio y se
pasan a la columna hasta que todo el liquido penetra a la lana. Inmediatamente después se
coloca la columna en forma horizontal y se le agrega suficiente medio para evitar la

7y

evap (conlap ién de que no que aire en la lana y el medio)

2.- Se incuba horizontalmente durante 30 min. a 37°C.

3.- Se coloca la columna sobre un tubo marcado como linfocitos T y se deja
escurrir ¢l contenido.

4.- Se lava 3 veces con alicuotas cuotas de 5 ml de medio RPMI con suero de
ternera fetal al 5% calentado a37° C. las células T se cuenta y ajustan a 2.5 x 106/ml.

5.- Los linfocitos B que se han adherido al nylon se recuperan en otro tubo
marcado como linfocitos B, presionando y exprimiendo el nylon.

6.~ Se repite el procedimiento 2 a 3 veces con alicuotas de 5 ml de medio frio, que

contiene 0.5% de suero de ternera fetal o suero AB, se lava una vez con medio.

7.- Se centrifigan las células T y B a 1500 rpm durante 5 min. Se tira el
sobrenadante y se ajustaa 2.5 x 106/ml con medio completo simple (26, 46).

TECNICA DEMICROLINFOCITOTOXICIDAD PARA LOS ANTIGENOS
CODIFICADOS PORLOS LOCI A, B, Cy DR (46).

REACTIVOS:

1.- Pipetas Pasteur



monoclonales) que identifican a 78 antigenos : 22 del locus A de acuerdo a los datos
oficiales del ultimo taller (XI Workshop internacional, 1991) (1, 2,3, 9, 10, 11, 23, 24, 25,
26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 36, 43, 66, 68, 69, 74), 50 antigenos del el locus B ( 5, 7,
8,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 27, 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 67,70, 71, 73, 75,76, 77 78
y los supertipicos Bwd, Bw6). Para ¢l locus C estudiarén 10 antigenos (1 al 10). Los
productos para clase II se definieron con 2 placas que contenian antisueros y anticuerpos
monocionales para identificar un total de 29 antigenos: 21 antigenos del locus DR (1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, y los supertipicos DR51, 52, 53). Del
locus DQ se definieron a los 9 antigenos (DQI, al DQ9) Estos reactivos pertenecen al
Banco de sueros del Departamento de Inmunogenética del INDRE. Son reactivos
obtenidos y definidos localmente que forman la bateria local de antisueros los cuales se
enriquecen y renovaron continuamente. Ademés de los antisueros propios, hay sueros
provenientes de intercambio internacional. E! total de reactivos utilizados para cada
tipificacion fue de 420.

En las microplacas que contienen antisueros especificos para los productos de los
loci A, B y C se siembran las muestras de linfocitos T y en las microplacas con antisueros
para los loci DR y DQ se colocan la muestra de linfocitos B.

1.- Se colocan de 1 a 2 ul de la suspension de linfocitos ajustada a 2 x 106 células
en cada una de las excavaciones de la microplaca que contienen los antisueros
correspondiente de clase I o clase II. Se agita unos segundos en vortex.

2.- Las cajas con antisueros para los loci A, B y C se incuban durante 30 min. 37°
C. Las cajas con antisueros para locus DR se incuban a igual temperatura que las
anteriores por 60 min.

3.- Se agregan 5 ul de complemento. Acada subpoblacion se le agrega el com-

plemento correspondiente para T o B.
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4.- Las placas con anti-calse | se incuban durante 1hr. a temperatura ambiente. LAs
placas con anti/clase Il se incuban durante 2 hs ala misma temperatura.

5.- Posteriromente s¢ agregan 5 ul de solucion de eosina at 5% (5g en 100ml de
agua dest) pH 7.2

6.- Sc agita y s¢ deja reposar durante 5 min.

7.- Se agrega 5 ul de formol pH 7.2

8.- Se elimina el sobrenadante.

9.- Sede deja sedimentar durante 10 min. y se decanta el sobredanante. Se puede
guardar en refrigeracion toda fa noche sellado para evitar 1a evaporaciony en frio.

10- Se leen en un microscopio invertido de 250 aumentos bajo contraste de fase.
Se calcula el numero de células vivas y muertas. Los linfocitos vivos son refringentes y
pequetios y los muertos son opacos y obscuros.

11.- Los ;esullados se informan de la siguiente manera

0 al 10% de mortalidad - m
11 a1 20% de motalidad ~ -/+ @
21 a1 30% de mortalidad +- @

31 al 80% de mortalidad ++ ©)
81 al 100% de mortalidad - (3)
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6.8.- Estudios de gabinete:

Electroencefalograma: Se les efectud en la primer semana de ingreso al protocolo.
Tomografia a Axial Computarizada (TAC). A los pacientes de recién ingreso que no
tenfan TAC ésta se llevo a cabo en el transcurso de los pr.imeros tres meses de haber
ingresado al protocolo. A todos los paciente efectut electroencefalovideofilmacion de las
crisis en caso de existir duda diagnostica de espasmo infantil, en la que se corroborara o
descartara el diagnéstico. A los pacientes ya conocidos en el INP con diagnéstico de EMI
(subsecuentes) se les realizaron todos los estudios necesarios que aun no tenian para
completar los estudios requeridos por el protocolo.

Al final de sus estudios los nifios continuaron su tratamiento y seguimiento en la
clinica de epilepsia de esta misma Institucion .

En resumen los paciente siguieron los estudios que se muestran enla figura 3
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9 jones éticas.

El protocolo se sujetd a los postulados propuestos en la declaracion de Helsinki
adoptados por la 18a Asamblea Médica Mundial en 1964, Finlandia y revisada por la 29a
Asamblea Médica Mundial en 1975 en Tokio Japon (155,156,157). Ademas se sujeto al
Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud, editado
por la Secretaria de Salud en 1987 (155).

6,10--_Analisis ¢ interpretacién de los resultados

Todas las variables clinicas estudiadas se sometieron a anilisis. Se obtuvieron
frecuencias de cada pardmetro y de todos ellos para cada paciente como se observa en los
cuadros en la seccion de resultados.

E! andlisis estadistico de los antigenos HLA se llevd a cabo para la poblacion
abierta de la siguientes manera (158,159):

Frecuencias Antigénica (FA) que es la proporcion de sujetos del total, portadores
de un determinado antigeno. Esta se calcula en porcentaje.

La Frecuencia Génica (FG) se calcula a partir de la FG, Ia cual se toma en nimeros
absolutos mediante la formula de Haldane cuya expresion es:

FG=1 - menos laraiz cuadradade ! -FA

donde FA = frecuencia antigénica,

La significancia estadistica para cada antig'eno se determin6é usando la chi-

cuadrada corregida por Yates con la siguiente formula:

X2= _(gb-be-N/2R2 N
(atb) (c+d) (atc) (b+d)

a= pacientes postivos para e! antigeno; b= pacientes negativos;

c= tetigos postivos para el antigeno y d= testigos negativos
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El valor de la probabilidad de P se calculo con un grado de libertad y los valores de
la p- corregida (Pc) se obtiene multiplicando el valor de P por el nimero de
comparaciones hechas, es decir ¢l namero de antigenos estudiados en cada uno de los loci
donde se halla la asociacion .

2.- El riesgo relativo (RR), razon de momios, es una medida relativa que evalua la
intensidad de Ia asociacién entre una enfermedad y un antigeno dado. Se calcula para
aquellos antigenos que estin significantemente incrementados, usando la siguiente formula
segin Haldane (158,159,160):

RR= (23+1¥2d+1)
(2b+1)2¢ct+1)
Donde: a = pacientes positivos para el antigeno. b: = pacientes negativos para el
antigeno. ¢ = sujetos sanos positivos para el antigeno d = sujetos control negativos para
el antigeno.

La fraccion etilogica (FE) y fraccion preventiva (FP) respectivamente se calculan

usando las siguientes formulas (30,107):

FE= RR-1 a y
RR a+b
FP= -RR)h; Donde:
RR(1-hp)+hp
hp= _2 Donde:
ath

&= pacientes positivos para el antigeno.
b = pacientes negativos para el antigeno.

La Fraccién Etilogica (FE) es una medida relativa de cuanto de la asociacion se
debe al marcador en cuestion. Mientras mas se acerca a 1 mas se debe la enfermedad al
marcador.
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La Fraccion Preventiva (FP) es una medida relativa que indica cuanto de la
proteccion se debe al marcador, en aquellos casos en los que encuentra un antigeno
significativamente disminuido .

Para el anilisis comparativo entre sinos y afectados no relacionados se aplico la
prucba de chi-cuadrada con comreccion de Yates para muestras independientes
comparando cada uno de los antigenos de los pacientes con cada uno de los antigenos los
testigos 229 sujetos del grupo testigo.

Para la evaluacion de familias se aplico los siguientes analisis (158,159):

1. Se armaron los 4 haplotipos posibles de acuerdo a los antigenos de los padres
que segregan en cada uno de los hijos. De este modo solo es posible tener los siguientes
haplotipos:

A yB, son los haplotipos paternos

C y D son los haplotipos maternos.

Las posibilidades de combinacion en la descendencia son AC, AD, BC 6 CD.

2. Para evaluar si la segregacion de haplotipos estdn o no en equilibrio de acuerdo
con la ley de Hardy-Weinberg, Penrose desarrollo un método basado en el principio de
que cuando se toman pares de hermanos al azar, de una serie de familias, ciertos tipos de
pares iguales serdn mas frecuentes, si es que existe ligamiento genético de los 2 caracteres
estudiados, enfermedad y el marcador genético , (45, 161). Cudworth y Woodrow
simplificaron este método, que se denomina propuesta de pares de hermanos y que es el
que se emplea para e! anélisis de las familias integradas a este estudio, los pares de
hermanos se clasifican en tres categorias :

1.- Los que comparten 2 haplotipos ;

2.- Los que comparten 1 solo haplotipo; y

3.- Los que tienen haplotipos diferentes.
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Si la enfermedad se segrega en forma independiente de los marcadores HLA, las
proporciones esperadas dentro de las tres categorias son 0.25, 0.50 y 0.25
respectivamente. Si existe ligamiento o enlace genético, las proporciones se desvian. En
este caso se aplica la chi-cuadrada, para evaluar la significancia estadistica de la
desviacion, que debera ser menor de 0.05, para considerarla sigunificativa aplicando la

formula siguiente. (45):

X2= (0-E)
E
Donde 0 = observados y E= esperados.
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VII RESULTADOS
El protocolo se inicid en marzo de 1993. Durante los meses de marzo a mayo se
realiz6 ¢l entrenamiento necesario para la tipificacion serologica de los antigenos clase I y

clase 1I mediante la técnica de microlifoci icidad en ¢l Laboratorio de Histocompa-

tibilidad del i)epanamento de Inmunogenética del Instituto Nacional de Referencia
Epidemiologicos (INDRE) de la SSA bajo la direccion de la Dra. Gorodezky. En junio de
1995 se inicio con la consulta y seleccion de pacientes y familiares en el servicio de
neurologia del Instituto Nacional de Pediatria (INP) de la SSA. asi como la tipificacion de
los sujetos que ingresaron al protocolo.

En el periodo comprendido entre Junio de 1993 a diciembre de 1994 se
impartieron un total de 540 consultas dentro del protocolo que representaron el 7% del
total de la consulta atendida por la clinica de epilepsia del servicio de neurologia a del
INP (total de consultas 7,300). )

Se captaron a 65 pacientes no relacionados, 7 pacientes en 5 familias y 18
familiales (padres y hermanos) aparentemente sanos. Que hacen un total de de 72
pacientes con EMI y 15 familiares aparentemente sanos sumando 87 sujetos . Dado que
los hallazgos clinicos en los pacientes de las familias no varian significativamente del grupo
de pacientes no relaocinados y para su mejor andlisis los resultados de ellos se han
incorporados a los datos y analisis de los pacientes no relacionados haciendo un todal n=
72 pacientes. Solamente se subdividieron para analizar el complejo HLA de una manera
independiete ambos grupos. Los no relacionados n=62 y las familias n=. 25.

De los 72 pacientes con espasmo masivo que ingresaron al protocolo el sexo
femenino predomind con una relacion sobre el sexo masculino de 2.2.: 1 En el cuadro 5

- s¢ muestran las caracteristicas generales de los pacientes y en el cuadro 6 los antecedentes
familiares, de epilepsia y de otros problemas neuroldgicos de los pacientes. En ningun de

los progenitores de los pacientes se recabo el antecedente de consanguinidad .

64



CUADRO §

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES

INTERVALO EROMEDIO DE EPAD
PACIENTES 20 lm 1s.-15 a.
INICIO 15s. 1-72s.
EVOLUCION 26 m. 15.-14a.y7m.
EDAD DE LOS PADRES 26a. 17-49 a.
EDAD DE LAS MADRES 23a. 16-36 a.
FEMENINOS n=50 69%
MASCULINOS n=22 31%
a= afios $ semanas m= meses

CUADRO 6

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

HERMANO CON EPILEPSIA 1

%

15
HERMANO CON EMI 5 4.2
MADRE CON DERMATOMIOSITIS 1 15
MADRE CON ESCLEROSIS LATERAL
AMIOTROFICA 1 1.5
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En cuanto a los datos perinatales, mas de la mitad de los pacientes (51%) tienen el
antecedente de embarazo con desarrollo normal y una cuarta parte mostro algin
anteccdente, los antecedentes, Estos hallazgos se muestran en el cuadro 7.

El 68% de los pacientes tuvieron un desarrollo psicomotriz alterado antes de inicar
con ¢l EMI y un 32% un desarrollo sin alteraciones de su inicio, clinicanicamente la
mayoria fueron del iipo flexor como se¢ observan en ¢l cuadro 8 y figura 4 . La

p ion clinica 6 que las anormalidades mas frecuentes fueron Ia microcefalia, el

piramidalismo, hipotonia y la espasticidad. Un sdlo paciente presento artrogriposis y dos
de ellos manifestaron labio y paladar hendido. Con lo que respecta a enfermedades
acompaiiantes a las crisis y después de realizar los estudios antes mencionados se se
obtuvieron los resultados que se muestran en el cuadro 9.

Las crisis del EMI fuéron monosintomaticas o acompafiadas de otros tipos de
crisis en nimero variable y de diferentes tipos como se muestra en el cuadro 10 y figura 5.
De las crisis diferentes al EMI las mas frecuentes fueron las parciales motoras (28%),
tonicas (24%), ténico clonicas generalizadas (24%). Los medicamentos mas utilizados
fueron el valproato, fenobarbital y clonazepan. En el cuadro cuadro 11 se muestran los
medicamentos empleados. Sin embargo 1a mayoria esta bajo tratamiento con politerapia,
la cual se ilustra en el cuadro 12.

El Electroencefalograma (EEG) se practico a todos los pacientes y el ritmo de base
mds frecuente fue el desorganizado, seguido de hipsarritmia, bajo voltaje, enlentecimiento,
rapido y con un EEG normal. La mayoraa tenia algun tipo de paroxismos observindose
como se muestra en el cuadro 13.

La Tomografia a Axial Computarizada (TAC) de créneo simple y con medio de
contraste se le efectio a todos los pacientes. La atrofia corticosubcortical fue el hallazgo
mas frecuente seguido de las disgenesias cerebrales y de la TAC normal esta distribucion

como se muestra en el cuadro 14,
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CUADRO 7
ANTECEDENTES DE PARTO EN LAS MADRE DE LOS PACIENTES

n=72 n %
PARTO SIN ALTERACIONES 37 51
CESAREA SIN ALTERACIONES 8 1
PARTO E HIPOXIA n - 15
CESAREA E HIPOXIA 3
CESAREA E PREMATUREZ 7
PARTO FORTUITO 2 3
PARTO PREMATURO 2
PARTO POSTMADURO 1 1.3
MACION DE FORCEPS 1 1.3

CUADRO 8
TIPOS DE ESPASMO

PO n %
FLEXOR 51 7
EXTENSOR 11 15
MIXTO 10 14

TOTAL 72 100
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CUADRO 9
PATOLOGIAS Y FACTORES RELACIONADOS

SINTOMATICO

HIPOXIA PERINATAL

DISGENESIA CEREBRAL

TRAS. HIDR!. ELECTR.

ESCLEROSIS TUBEROSA
ENCEFALOPATIA HIPOXICA
MENIGOENCEFALITS BACTERINAS
MENIGOENCELITIS VIRALES

BAJO PESO ALNACIMIENTO
MALFORMACION ARTERIO VENOSA
HEMORRAGIA PERIVENTRICULAR

CRIPTOGENICOS

IDIOPATICO

|roTaL

19

72

26

100
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CUADRO 10
EXPRESIVIDAD EPILEPTOGENICA EN EL EMI

n %
EMI MONOSINTOMATICO 25 35
EMI MAS UNA CRISIS 28 39
EMI MAS DOS CRISIS 9 12
EMI MAS TRES CRISIS 7 10
EMI MAS CUATRO CRISIS 3 4
[TOTAL 2 ._100

CUADRO 11

n
VALPROATO 65
FENOBARBITAL 28
CLONAZEPAN 26
PRIMIDONA
CLOBAZAN
ESTEROIDES
ACETAZOLAMIDA
DIFENILHIDANTOINA
BROMAZEPAN

FLUNITRAZEPAN 1

N W O

—

MEDICAMENTOS EMPLEADOS SOLOS O COMBINADOS
e e e e
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CUADRO 12
COMBINACION DE LOS DIFERENTES MEDICAMENTOS

n %
UN SOLO MEDICAMENTOQ 18 25
DOS MEDICAMENTOS 29 40
"| TRES MEDICAMENTOS 18 25
CUATRO MEDICAMENTOS 3 4
CINCO MEDICAMENTOS 1 2
SIN MEDICAMENTOS 3 4
TOTAL 72 100
CUADRO 13
EMI Y ELECTROENCEFALOGRAMA
n %
D_HIPSARRITMIA 13 18
ID_EEG PAROXISTICO 41 57
PUNUTA ONDA LENTA 25 35
ONDAS AGUDAS 6 8
POLIPUNTAS 6 8
ONDA LENTA 4 6
IDEES NO PAROXIXTCO 1825
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CUADRO 14
EMI Y TAC DE CRANEO SIMPLE Y CONTRASTADA

n %
I) ATROFIA CEREBRAL ) 60
ATROFIA CORTICO-SUBCORTICAL 36 50
ATROFIA CORTICAL 7 9
IT) ENCEFALOMALACIA 3 4
1IT) DSGENECIA CEREBRAL 12 17
PAQUUIRIA ' 2 3
HETEROTOPIA 1 1
LISENCEFALIA 1 1
AGENESIA DE CUERPO CALLOSO 1 1
HOLOPROCENCEFALIA 1 1
RETRASO EN LA MIELINIZACION 1 1
DISGENESIA MULTIPLE s 7
IV) HEMANGIOMA 1 1

V) ATROFIA MAS CALCIFICACIONES 1 1
VI) TAC NORMAL 12 17
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En los cuadros del 15 al 19 se muetran las frecuencias antigénica de clase I (HLA-
A, ByC) y para los anténeos clase II de las regiones HLA-DR y DQ en pacientes y
sujetos sanos. Se puede observar que no no existe ninguna desviacidn significativa en
ninguno de los antigenos clase I entre sanos y enfermos. En cambio se ve claramente una

asociacion positiva det DR17 y un decremento significativo del DQ6.

CUADRO 18
FRECUENCIA ANTIGENICA Y GENICA DE ANTIGENOS HLA-A
n=65 =229
ANTIGENO No FA FG No FA FG
1 7 0108 0.055 23 0.100 0.052
2 38 0585 0.35 125 0.546 0.326
3 2 0031 0016 20 0.087 0.044
1 4 0062 0.031 19 0.083 0.042
23 2 0031 0077 5 0.022 o0.011
24 19 0292 o0.158 58 0253 0.136
25 1 0015 0.008 5 0.022 0.011
26 3 0046 0023 10 0.044 0.022
29 6 0092 0.047 23 0.100 0.052
30 9 0.139 0072 13 0.057 0.029
31 4 0062 0031 32 0.140 0.073
32 3 0046 0022 12 0052 0.027
33 6 0092 0047 26 0.114 0.059
34 1 016 0.008 1 0.004 0.002
36 [ 0 2 0.008 0.004
66 1 001S 0008 00 0
68 10 0.154 0080 43 0.188 0,099
69 3 0046 0.023 19 0.083 0.042
Bx 11 0169 0.089 23 0100 0.056
FA=Frecuencias Antigénicas  FG= Frecuencias Génica
{No= Nimero de sujetos Bx= Biancos




CUADRO 16
FRECUENCIA ANTIGENICAS Y GENICAS DE ANTIGENOS HLA-B

PACIENTES TESTIGOS
n=65 n=229
ANTIGENO No FA FG No FA FG
7 6 0.092 0.047 28 0.122 0.063
8 6 0.092 0.047 1 0.048 0.024
13 1 0.015 0.008 13 0.057 0.029
14 0 0 0 6 0.026 0.013
15 0 0 0 0 0 0
16 1 0.015 0.008 3 0.013 0.007
18 4 0.062 0.031 9 0.039 0020
27 1 0.015 0.008 8 0.035 0.018
35 16 0.246 0.132 78 0340 0.188
37 1 0.015 0.008 2 0.009 0.000
38 2 0.031 0.016 10 0.044 0.022
39 13 0.200 0.106 34 0149 0.077
41 1 0.015 0.008 10 0.044 0.022
42 0 0 0 3 0.013  0.007
4 5 0.077 0.0 39 21 0.092 0.047
45 5 0.077 0.039 9 0.039 0.020
47 0 0 0 2 0.009 0.004
48 6 092 0.047 14 0.061 0.031
49 1 0.015 0.008 9 0.039 0.020
50 1 0,015 0.008 5 0.039 0.020
51 16 0.246 0.132 22 0.096 0.049
52 6 0.092 0.047 5 0.022 o.011
53 2 0.031 0.077 21 0.092 0.047
54 0 0 0 1 0.004 0.002
55 1 0.015 0.008 3 0013 0.007
56 0 0 0 1 '0.004 0.002
57 1 0.015 0.008 2 0.009 0.004
58 1 0.015 0.008 s 0.022 0.011
59 1 0.015 0.008 1 0.004 0.002
60 10 0.154 0.080 21 0.092 0.047
61 2 0.031 0.077 13 0.057 0.029
62 7 0.108 0.055 19 0.084 0.043
63 1 0.015 0.008 s 0.022 0.011
64 3 0.046 0.023 11 0.048 0.024




No= N m de sujetos positivos Bx= Blancos

CUADRO 16 Continua..........

ANTIGENO No FA FG No
65 V] [ 0 6
67 3 0.046 0.023 5
70 0 0 0 3
3 1 0.015 0.008 4
75 1 0.015 0.008 1
76 1 0.015 0.008 0
K 1 0.015 0.008 0
Bx 2 0.031 0.016 30
Bwd4 31 0477 —eee- 151
Bw6 61 0938 e 185
FA= Frecuencia Antigénica FG= Frecuencia Génica

FA FG
0.026 0.013
0.022 0.010
0.013 0.007
0.018 0.009
0.004 0.002
0 0
] 0
0.131 0.068

0.659 —eeee
0808 e

FRECUENCIAS ANTIGENICAS Y GENICAS DE ANTIGENOS HLA-C

ANTIGENO

O 0 NN O A s W N e

—
(=}

13

CUADRO 17
PACIENTES
n=65
FA FG
0.154 0.080
0.123 0.064
0.046 0.023
0.508 0.298
0.092 0.047
0.015 0.008
0.369 0.206
0.021 0.016
0.246 0.132
0.215 0.114
0.200 0.106

FA= frecuencia antigénica FG= frecuencia génica
No = Numero de sujetos _Bx= Blancos

38
29

94

21
108
26
28
24
70

TESTIGOS
n=229
FA FG
0.166 0.087
0.127 0.066
0.013 0.007
0411 0.232
0.074 0.038
0.092 0.647
0.472 0.273
0.114 0.059
0.012 0.063
0.052 0.054
0.306 0.167
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CUADRO 18

FRECUENCIAS ANTIGENICAS Y GENICAS DE ANTIGENOS HLA-DR

DRS1, 14.61%
DRS2, 35.38%.

DRS3, 32.30%
FA= Frecuencia antigénica  FG= Frecuencia génica

PACIENTES TESTIGOS
n=65 n=229
ANTIGENO No FA FG No FA FG
1 7 0.108 0.055 26 0.114 0.059
4 3t 0477 0.277 58 0.253 0.136
7 8 0.123 0.064 39 0.170 0.089
8 15 0.231 0.123 68 0297 0.162
L] 4 0.062 0.031 26 0.114 0.059
10 3 0.046 0.023 10 0.044 0.022
13 10 0.154 0.088 45 0.197 0.104
12 2 0.031 0.016 32 0.140 0.073
13 2 0.031 0.016 27 0.118 0.061
14 4 0062 0.031 20 0.087 0.045
15 1s 0231 0.123 43 0.188 0.099
16 3 0046 0.023 11 0.048 0.024
17 18 0277 0.150 22 0,096 0.049
18 7 0.108 0.055 20 0.087 0.045
Bx 1 0.015 0.008 1 0.048 0.024

No= Nimero de sujetos Bx= Blancos
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CUADRO 19
FRECUENCIAS ANTIGENICAS Y GENICAS DE ANTIGENOS HLA-DQ

PACIENTES CONTROLES

=65 n=229
ANTIGENO No FA FG No FA FG
1 3 0.046 0.023 -8 0.035 0.018
2 24 0.369 0.206 50 0.218 0.116

3 1 0.015 0.008 0 0 0
4 24 0.369 0.206 67 0.293 0.159
H 19 0.292 0.159 45 0.197 0.104
6 8 0,123 0.064 103 0.064 0258
7 37 0.569 0.344 92 0.402 0.227
8 11 0.169 0.089 45 0.197 0.104
9 3 0.046 0.023 9 - 0.039 0.020
Bx 0 0 0 39 0.170  0.089

FA= Frecuencia antgénica  FG=frecuencia génica
No= Niimero de sujetos _Bx= Blancos
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En el cuadro 20 se obseva el incremento significativo del DR17 en los pacientes

comparativamente con los sanos (X2 =12.52, P=0.0004). La signifcancia se matiene
depies de corregir multiplicando por el nimero de comparaciones hechas (Pc 0.01). El
RR=36 FE=020. Porotro lado el DQ6 esta disminuido significativamente (X2= 24.4
P= 0.0001 y tambien se mantiene despues de la cosrregir el valor ( Pc =0.0025) con una
FP=0.37. Como se¢ observa en las figuras 6y 7.

Por otro lado se considero muy impostante buscar la posible correlacion entre las
variables clinicas y los antigenos HLA para conocer si hay un factor genético que
condicione algun pardmetro particular. Las correlaciones se hicieron siempre con el DR17
y el DQS, dado que estos fiseron los antigenos que mostraron una diferencia significativa.
Los hallazgos muestran una asociacion significativa del DR17 con el subgrupo de los
sintomaticos, con los pacientes que tenian otro tipo de crisis ademas del espasmo infantil y
con los que tenian crisis convulsiva tonico clinicas generalizadas (CCTCG), como se
muestra en el cuadro 21, El 29% de los pacientes (12/41) con crisis mixtas, es decir con
una a cuatro crisis diferentes ademas del EMI, son DRI17.

Las CCTCG, estan significativamente asociadas at DR17 pues el 47% de los
pacientes con este tipo de crisis son portadores del DR17 positivos.

El patron hipsartitmico no mostré ninguna correlacion con ¢! DR17. De los
pacientes sintomaticos 7/10 carecian del DQ6 incluyendo a los pacientes con hipoxia
perinatal. El DQ6 estuvo presente en pacientes con disgenesia, esclerosis tuberosa e
hipokia anoxoisquémica pero en el grupo idiopatico, ningin paciente era portador de!

antigenoeno Q6.
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CUADRO 20
ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS ANTIGENOS DESVIADOS

PRIT + - TOT. X2 P Pc RR FE
Pac. 18 47 65 1252 00004  <0.01 3.6 0.20
Test. 22 207 229

DO6 FP
Pacc. 8 57 64 244  <0.0001 <0.0025 0©.17 037
Test. 103 126 229

CUADRO 21
ASOCIACION DE LOS ANTIGENOS DR17 Y DQ6 CON ALGUNAS
VARIABLES CLINICAS

+ - TOTAL X2 P RR FE

DR17

Sintomaticos 133 44 6.84 0.009 3.16 0.17
EMI* 12 29 41 1049  0.001 2.02 0.]4.
EMI** 7 8 15 1509 <0.0001 421 0.35
Test . 22 207 229

DQ6 FP
Sintomaticos 6 38 44 13.83 <0.0001 0.16 0.40
Test. 103 164 229

EMI* = Pacientes con EMI mas otras tipos de crisis
EMI** = Pacientes con EMT y crisis convulsivas tonico clonicas generalizadas.
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DIST| DE ANTIGENOS -DR |

DR1 DR16(2) DOR18(3) DR11(5) DR1I() DRY DR®
DR15{2) DR17(3) DR4 DR12(5) DR14(8) DOR8 DR10

Fig. 6
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ANALISIS FAMILIAR
Se lograron incluir S familias con un total de 22 individuos que comprendian a 7
pacientes y 15 familiares entre padres y hermanos asintomaticos. A continuacion se analiza

cada familia con los resultados de sus haplotipos respectivos.

FAMILIA 1
PADRE: A: A2, B16, BW6, CW1, DR12, DRS2, DQ7
B: A24, B62, BW6, CW9, DRS, DR52, DQ4
MADRE: C: A2, B35, BW6, CW4, DR4, DR53, DQ7

: B67, BW6, CW7, DRS 3. 7

HERMANA SANA: A: A2, B16, BW6, CW1, DR12, DRS2, DQ7
C: A2, B3S, BW6, CW4, DR4, DRS3, DQ7
HERMANA SANA: A: A2, Bl6, BW6, CW1, DRI2, DR52, DQ?
C: A2, B35, BW6, CW4, DR4, DR$3, DQ7
HERMANO GEMELO B: A24 B62. BW6, CW9. DRS, DR52. DQ4
SANO: C: A2, B35, BWs, CW4, DR4, DRS3, DQ7
PACIENTE GEMELO: " B:A24_B62. BW6. CW9, DRS. DRS2. DQ4

D: A2, B67, BW6, CW7, DRS, DRS3, DQ?

La paciente es diferente a sus hermanos y comparte al haplotipo B con su hermano
gemelo asintomatico.

FAMILIA 2

PADRE: 45, BWS, 5
B: A24, B35, BW6, CW4, DR7, DR53, DQ2

MADRE C: A2, BS1, BW4, CW1, DR4, DR53, DQ7
D: A3,_B7, BWs,CW?7. DRI6, DQS

PACIENTE GEMELA: A: A2 B45, BWs CW], DR1, DQOS
D: A3, B7, BW6, CW?7, DRI6_DQS

PACIENTE GEMELA: : A2, B45, BW6, CW. 1 5
D: A3 B7. BW6, CW7, DRI6, DOS

Ambas pacientes son gemelas ideénticas y en ambas segrega la enfermedad.
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FAMILIA 3

PADRE: 6, CW: 8,

B: A68, B18, BW6, CW7, DR7, DR53 DQ2

MADRE: C: 42, B60, BW4, CW9. DR4, DRS3, DO7.
D: A43, B35, BW6, CW-, DR17, DRS2, DQ2

PACIENTE MASCULINO: 4. 430, B35, BW6, CW4, DRS, DO9

PACIENTE FEMENINO: A: 430, B35, BW6 CW4, DRS, DQ9

Los pacientes son HLA idénticos hay una una diferencia de edad de 2 afios y 3
meses entre ellos.

FAMILIA 4

PADRE : A: A2, B41, BW6, CW1, DR7, DR53, DQ9
MADRE: C: A2, B6L. BW6, CW9, DR, DRS3, DQ7
D: A31, B35, BW6, CW-, DR4, DR53, DQ7
PACIENTE GEMELA: B:A24. B43. BWs, CW[0. DRIL DR52, DQ7
C: A2 B6l BWe. CH9, DR, DRS3, DQO7
HERMANA GEMELA: A: A2, B4l, BW6, CW1, DR7, DRS3, DQ9
SANA C/D A2, B61, BW6, CW9, *, 53,

La paciente es hermana gemela.. Su hermana gemela se encuentra asintomética y
es genotipicamente diferente a Ia paciente. La hermana asintomitica es una hermana
recombinante. *La recombinacion ocurrio entre los clase I del haplotipo C y dos clase 11

del haplotipo D, indicando que tos genes de susceptibilidad estan localizados en 1a regién
declase 1l



PADRE:

MADRE:

PACIENTE:

HERMANO SANO :

FAMILIA S

A A2, B42, BW6, CW9, DRlS DRS51, DQ6
:4:2 9, BW6, CW?, 7

C: 424, B39, BWe, CW4, DRS, DO4
D: A24, B39, BW6, CW9, DR4, DRS3, DQ4

B:A424, B39, BW6, CW?7. DRS, DO7
C: A24. B39, BW6, CW4, DRS, DO4
: A2, B42, BW6, CW9, DR15, DR51, DQ6

A
D: A24, B39, BW6, CW9, DR4, DR53, DQ4

El paciente tenia 2 hermanos con las mismas caracteristcas clinicas que falleciéron
antes de estudiarlos. El hermano sano de 9 aflos es asmtomtuco y genotipicamente

diferente.

En los cuadros siguinetes se muestran {a distribucion de haplotipos en las familias y

su andlisis estadistico.
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CUADRO 22

ANALISIS DE SEGREGACION DE HAPLOTIPOS

PADRES SANSOS AFECTADOS No
Famiia | AB CD A/B AICB/C BD 6
Famils 2 AB CD 0 AD A/D 4
Famia 3 AB CD 0 A/C AC 4
Famia 4 AB CD AICD BIC 4
Famila 5 AB CD AD BIC 4

No = Numero de Individuos

CUADRO 23
HAPLOTIPOS COMPARTIDOS

2 1 0 TOTAL
OBSERVADOS 4 2 1 7
ESPERADOS 1.75 375 1.75 7
x?2 2.89 179 0,036
P= NS NS NS

[No= Numero de individuos

El anélisis de segregacion de haplotipos determina claramente que no ligamiento
entre ¢l EMI 'y el HLA, por lo que requiere un muestreo mayor de familiar.

En las figuras 8 a la 12 se muestra los rboles genealogogicos de cada familia.
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vill DISCUSION

Aqui se presetan los resultados de un estudio hecho en 65 pacientes no
relacionados y 7 mas con sus respectivas familias con el diagnostico de espasmo masivo
infantil (EMI), que se analizaron extensamente tanto desde el punto de vista clinico, como
desde el punto de vista genético, se busco la posible asociacion y/o ligamiento a antigenos
HLA clase I y clase I en un estudio, comparativo, observacional, transversal y prolectivo.

Los Itados en los p permiten algunos aspectos novedosos.

Es interesante seflalar que existe una diferencia importante entre estos pacientes y lo
publicado en la literatura la fiteratura internacional. Los hallazgos distintos se discuten a
continuacion. El primero fue el franco predominio del sexo femenino en estaa serie con
una relacién 2.2 : 1 de mujeres. Curiosamente otros autores han sefialado un relacion
inversa (40, 61) y otros con menor diferencia pero si un predominio del sexo masculino
(80). Este aspecto es importante ya que sexo femenino se ha relacionado con un factor de
mat prondstico (80). Sin embargo en esta serie la severidad del EMI se distﬁi)uyo de igual
forma en ambos sexos. Se desconoce cual podria ser Ia razon para el predominio del sexo
femenino, ya que en el INP la mayoria de la consulta la reprentan los hombres, como no se
ha explorado marcadores genéticos de tipo hormonal, este seria un punto de llamar la
atencion para enfocar a la busqueda de marcadores de esta naturaleza. Seria incongruente
de hablar de efectos hormonales consecuentes pues ja edad de inicio del EMI es en fa
infancia , pero si se podria pensar en alguna alteracion innata en el cromosoma X , o en un
gen que codifique para la expresion de una proteccion  involucrada en el
metabolismohormonal. La edad de inico en este grupo fue de 20 semanas de edad en
promedio no difiere mucho de lo observado en otras series (32, 40, 61, 80).

Etiologicamente se ha observado que del 40 al 90% son sintomaticos, y aqui se encontrd

un porcentaje similar que cae dentro gen (70%). La 6 ia observada de casos
criptogénicos es también similar a la observada por otros autores (entre 9% y 34%) (40,

61, 80) pues en la presente serie se identifico un 26%. A pesar que la Liga Internaciona!
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contra la Epilepsia (21) no contempla las crisis idopéticas, otros autores (116) han
sugerido que es necesario agregar esta clasificacion ya que retrospectivamente han visto
hasta un 50% de casos que cumplen los criterios para este tipo. Dada las caracteristicas
clinicas y de laboratorio de algunos de los pacientes, en este estudio era posible encontrar
enfermos idiopéticos y en efecto se observaron 4% de casos con estas caracteristicas. El
tipo flexor, extensor y mixto se ha informado con predominio variable (32,40,80) En este
grupo de pacientes el hallazgo predominante fue de tipo flexor (71%) seguido del extensor
y con menos frecuencia el mixto, lo que conicide con los datos de Gary y col. (40). El
EMI mas otro tipo de crisis es sefial de mal pronostico (80) en este trabajo se encontro un
63% de pacientes con estas caracteristicas mientras que en otras series se han observado
entre un 26% y 43% (32, 80). Una posibilidad es que el aumento en frecuencia de EMI
mas otros tipo de crisis esté en relacién directa con la politerapia necesaria en estos
pacientes y como el grupo de pacientes estudiados pertenecen en su gran mayoria a un
nivel socio-econdmico bajo evidentemente no les es posible llevar una terapéutica
adecuada y constante, lo cual ocasiona un descontrol frecuente tanto del EMI con de las
otras crisis. Un factor adicional puede ser que en esta poblacién hay un factor genético
condicionante por lo menos parcialmente de la severidad de Ia enfermedad, como se
menciona mas adelante al discutir el anlisis genético. La mayoria de los autores informa la
hipsarritmia por arriba del 28% (32, 55, 61) sin embargo en este grupo fue menor (18% )
debido probablemente a que este fendmeno no es constante en el EMI. Por este motivo,
no es extrafio tener una gran variabilidad de frecuencia de hipsarritmia. En los estudios
familiares publicados es poco frecuente la recurrencia en hermanos y en esta serie se
encontrd que existe cuando menos un hermano afectado con EMI en un 4% de de los

casos, lo que coincide con to sefialado por otros uatores (61, 99).

La epilepsia per se se ha considerado multifactorial (72, 74) ¢ incluso algunos

autores la han propuesto como una enfermedad donde !a participacion genética es
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relevante, influyendo directamente en su manifestacion (37, 49, 112). Las evidencias en

animales de experimentacion han mostrado Ia relevancia de los aspectos genéticos, pues se

1.

ha logrado producir epil a I iones especifica en diferentes

cromosomas, Mas aun, estas anonalias se heredan con patrones de herencia mendelianos

(98, 112). En numerosas pub

iones los dife tipos de patologias que muestran
lesiones cromosomicas determinadas o que tienen trastornos con un patron de herencia
mendeliana se han manifestado entre otros signos y sintomas con crisis epilépticas (12, 13,
18, 37, 54, 66, 78, 91, 95, 101, 102, 122). También se han identificado genes responsables
de 3 tipos de epilepsia (12, 31,48, 49, 68, 112). Scenfatiza este aspecto porque el EMI
también se presenta asociado con patologias que tienen un patron de herencia mendeliana
(7, 14, 32, 39, 40, 59, 61, 62, 79, 91, 96) y se ha mostrado que existen lesiones
cromosdmicas especificas (1, 4, 8, 40, 61, 87, 105). En e! presente estudio se encontrd un
4% de pacientes con esclerosis tuberosa que es una alteracién que se hereda en forma
autosémica dominante, con penetrancia variable. También se encontré un paciente con
sindrome de COFS enfermedad autosémico recesiva, El resto del grupo no mostré alguna
pato-logia con trastornos genético determinado.

El hecho de que e! EMI no se manifieste con una herencia mendeliana pura,
implica la participacion plobablemente de genes diversos, sugiriendo poligenicidad en la
exprecién de la enfermedad. Existen evidencias cada ves mayores que hacen sospechar una
contribucion genética (5, 49), tales como el incremento de incidencia de Ja enfermedad en
gemelos homocigoticos comparado con los gemelos dicigbticos y el antecedente que ya se
sefialo de otros familiares afectados o la presencia de enfermedades de origen genético en
este grupo de nifios con EMI. Ademds aqui se encontraron 3 familias con gemelos, 2 de
ellas con hermanos dicigdticos y una con morocigoticos. En la de los gemelos diferentes,

sold se hallaba afectado uno de ellos y en la pareja univitelina ambos estuvicron

afectados. Para confiar que la enfermedad esta ligada y por lo tanto que_segrega en los.

afectados mas de lo esperado por las leyes de la herencia, es indispensable hacer una .
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bisqueda intencionada y exhaustiva de familias. El objeto es tener un nimero
suficientemente grande para lograr confirmar o analizar con certeza el ligamicto . En este
trabajo sc encontrason sdlamente S familias y no se hallo ninguna desviacion significativa

en la segregacion de haplotipos, indicanto la necesidad de estudiar mas familias pues con

1

los hallazgos obtenidos en un namero pequeiio no sc puede la participacion

genética de los marcadores MHC como segregacion consi (49, 120), pero con

el hallazgo de las asociaciones que se identificaron en la poblacion no reiacionada es mas
importante dirigir la busqueda de familias.

Por otro lado es un hecho contundente que los marcadores HLA participan como
gen o genes responsables en la expresion de muchas de muchas enfermedades (46). Entre
las neurologicas, como ya se menciod, asociadas y esta la esclerosis miltiple (EM) (63,
107,109), la paralisis de Bell (44) y la narcolepsia (6, 50, 67, 207, 109). En algunos tipos
de epilepsia también se han registrado asociaciones con moléculas HLA ( 35,61, 83 106).

Las evidencias anteriores, sugicren fuertemente que el EMI tiene un componente
genético importante, y se inicid la investigacion del complcjo HLA porqué ya habia
algunos datos sugestivos en la literatura de qué el MHC interviene en la exprecion del
EMI. Yaen 1979 Howitz y Plantz (55) buscaron esta relacion sin embargo sol6 estudiaron
a 21 pacientes con EMI con clase I, sin encontrar ninguna diferencia significativa al
compararlo con sus testigos. Obviamente con un niimero tan pequefio de pacientes , no es
facil mostrar asociaciones reales. Por otro lado solo se investigé clase I 'y los hallazgos de
este trabajo, indican claramente que la asociacion es con clase II y no con clase 1. En 1988
Hrachovy y col. ampliaron el estudio anterior con pacientes norteamericanos incluyendo
ademds a los antigenos de clase 11, pero también con un universo de sélo 29 pacientes. Ei

estudio tiene varias fallas desde el punto de vista metodolégico, pues sus testigos son un

grupo heterogéneo constituido por diferentes etnias que abarcan caucasoides, negros e .

hispanos y no especifica las caracteristicas étnicas del universo estudiado, ni hace analisis

independiente. Esto puede invalidar los resultados, pues es bien sabido que la distribucion
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de los antigenos HLA varia de poblacion a poblacion (108), por lo que es una condicion
indispensable que los estudios de correlacion deben de efectuarse con pacientes y testigos
pertenecientes al mismo grupo étnico (42,43,44). A pesar de este emor los autores
encuentra una asociacion con ¢l HLA-DRS2. Este dato ya sugiere una asociacion con
clase I pero por ser un antigeno publico, es decir que comparte epitopes de los subtipos
del DR3, que a su vez se subdivide en DR17 y DR18; del DRS que se subdivide en DR11
y DR13; y del DR6 que incluye al DR13 y DR14, hay que profundizar en el analisis para
conocer realmente cuales son las asociaciones responsables . En este sentido el analisis
hecho en este trabajo incluyo a todos los antigenos puablicos supertipicos, (DR51, 52 y
53) y alos privados y se investigaron en la serie més grande de pacientes hasta ahora
informada. Por otro, lado se eligio un solo grupo étnico que son los mestizos mexicanos.
Esto es una parte esencial del trabajo pues se enfatiza que es una serie de un tamafio de
muestra importante y e! grupo étnico es homogeneo. Ademas se cuidd mucho su seleccion
descartando cualquier indicativo de otro origen racial confirmado hasta la tercera
generacion. Se observd una asociacion significativa con el DR17 (P=0.0004) y para
aumentar el poder de la significancia se corrigié multiplicando esta por el niimero total de
antigenos con los que se compard (Pc < 0.001) lo que indica que la asociacion es real que
por lo tanto la suceptibilidad a la enfermedad depende por lo menos parcialemente de
genes localizados en la region DR. La fraccion etiolégica de 0.20 indica que los genes
MHC clase II participan en un 20% en la expresion de la enfermedad y el riesgo relativo
de 3.60, demuestra que un sujeto portador del DR17 tiene 3.6 veces mas posibilidades de
desarrollar la enfermedad que en un individuo que no es portador. Ademas se encontro
una disminucion significativa del HLA-DQ6 en los pacientes (Pc < 0.0025) con una
fraccion preventiva de 0.37 y con un riesgo relativo (razon de momios) menor de 1 (0.17)
Estos hallazgos sugieren la presencia de un gen de proteccién ligado a la regién DQ, que
contribuye en un 37% a la resistencia al desarrollo de EMI . Estos datos implican el efecto

sinérgico estre las regiones estrechamente ligadas (DR y DQ) estando la region DR
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involucrada en la susceptibilidad y la DQ en la proteccion.Por estos motivos se sugiere
que un individuo portador del DQG tiene un riesgo extraordinariamente bajo de manifestar
EML. Se puede asegurar que la resistencia radica en la region DQ pero no se encontraron
desviados ninguno de los antigeos DR que esta en desequilibrio de enlace con DQ6 es
decir DR15, DR13, DRS y raramente el DR11. Esto indica que el verdadero gen de
proteccion radica en DQ y no en DR. Al correlacionar las caracteristicas genéticas con los
hallazgos clinicos se encontré una asociacion clara del DR17 con !os pacientes
sintomaticos (P=0.009), con un riesgo relativo de 3.16 y una fraccion etiologica de 0.17,
sugiriendo que este marcador no solo contribuye a la expresion de la enfermedad, sino
particularmente en e! desarrollo de EMI en pacientes con un dafio cerebral aunado
(sintomaticos). E! DQ6 también resultd disminuido en los pacientes sintomaticos al
compararlos con los testigos sanos (P<0.001)otra vez con un riesgo relativomenor a 1
razon de momios) (0.16) y una fraccion preventiva de 0.40, sugiriendo resistencia que la
resistencia la severidad de la enfermedad depende fuertemente de la region DQ ya que
ademas el 40% de esta proteccion parece radicar en dicho locus. También se observo una
asociacion significativa en los pacientes con crisis mixtas (EMI mas otro u otros tipos de
crisis) (P= 0.001), con un riesgo relativo de 2.0 y una fraccif)n etioldgica de 0.14, El hecho
més llamativo fue que también surgio una asociacion significativa del DR17 con las crisis
convulsivas ténico clonicas generalizadas (CCTCG) (P < 0.001) con un riesgo relativo de
4.2, mayor de lo que se obtuvé para el grupo total y con una fraccién etiologica de 0.36,
sugiriendo que fos pacientes con EMI que son portadores de DR17, tienen 4.2 veces mas
posibilidades de sufrir CCTCG que otro tipo de crisis, y por lo tanto tendran una
enfermedad mas severa. Los datos sefialados tienen una gran importancia, pues es la
primera demostracion clara, no solo de la participacion de antigenos clase II en

susceptibilidad y resistencia, sino que con estos datos se podra identificar a nifios en alto

riesgo, en familias con dentes de cpilepsia. Ademas se podra elegir el tratamieto de

una manera mas racional en base a las probabilidades de manifestar una enfermedad mas
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severa o de mal pronostico. Por otro lado, a los nifios portadores del DQ6 también en este

tipo de familias o con antecedentes se les podra dar un manejo més adecuado.

Valga insistir que en las familias no se enconté una diferencia significativa de la
segregacion de los haplotipos, por lo que el anélisis de ligamiento no fue posible. Como ya
se dijo 3¢ requicre reunir un niimero mucho mayor Je familias. Sin embargo se observo
como lo han sugerido otros autores (5,49), la pmicipacién de mis de un gen dentro del
MHC. En las familias donde ademas del paciente se encontraban hermanos sanos, al
comparar el genotipo de los enfermos con los de los sanos en ningin caso compartié un
genotipo y en las familias donde existia mas de un miembro afectado (hermanos y
gemelos), todos ellos fueron genotipicamente iguales. Por otros motivos es esencial
aumentar el namero de familias para determinar con precision la existencia o ausencia del
ligamiento.

Los resultados obtenidos en el presente estudio de un incremento significativo del
HLA-DR17 y una disminucion del HLA- DQ6 en los pacientes con EMI no se habian
observado anteriormente en la literatura mundial pues los resultados ya discutidos, previos
a este estudios fueron pobres y con una metodologia deficiente y un nimero pequefio de

‘pacientes (58). Sin embargo el DRS2 observado por Hrachovy (57) puede ser la
consecuencia de que el verdadero antigeno asociado es el DR17 que aqui se describe y
que comparte epitopes con su supertipico DR52 . Es muy probable que ellos no lograron
obtener el DR17, por la seleccion deficiente de los grupos incluidos.

Con este trabajo se apoya la hipétesis de multigenicidad de este tipo de epilepﬁia y
habrd que estudiar mas detalladamente a estos pacientes intentando encontrar la
correlacién con otros marcadores genéticos y el ligamiento con el grado de penetracién de
los genes, asi como su modo de herencia. Un aspecto que es una consecuencia indirecta,

es la investigacion a nivel molecular de los loci DRBI, B3, B4, BS, DQA1 y DQB1 para

con precision que ias especificas determinan la susceptibilidad/proteccion,

-con el objeto de introducirse en los mecanismos de etiopatogenia con mas exactitud. Estos
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permitiria una mayor compresion del EMI y con este enfoque se podra iniciar medicina
dirigida a los mis susceptibles y dentro de ella con atencion especial las plobabilidades de

manifestaciones severas en ¢l contexto del perfil genético de los individuos.

99



IX CONCLUSIONES
1.- La consulta de pacientes con espasmo masivo infantil representa ¢l 7% de la

atencion de la clinica de epilepsia del INP. La enfermedad es mas fr te en mujeres que

en hombres y la edad promedio de inicio es de 20 scmanas.

2.- Las edades de los progenitores esta en la tercer década de la vida. Sin
antecedentes de consanguinidad. En mas de la mitad de los casos el embarazo y el parto
fueron normales. Las complicaciones perinatales fueron hipoxia perinatal e inmadurez
gestacional. Dos terceras partes tenian retraso psicomotriz antes del inicio de las crisis.

3.- El espasmo masivo infantil que se presentd mayormente fue el tipo flexor,
seguid6 del extensor y mixto. Los sintomético fue el mas numeroso y en éstos el
antecedente mas importante fué la hipoxia perinatal. La patologia mis frecuente fue la
disgenesia cerebral. La mayoria presentd un patron mixto de crisis, espasmo masivo y
otro tipo de crisis. De éstas, las més frecuentes fueron las tonicas generalizadas y parciales
motoras, seguidas de las ténico clonicas generalizadas (CCTCG) y mioclonicas. Los
medicamentos mis empleados fueron el valporato, fenobarbital y clonazepan pero la
mayoria tenia politerapia .

4.- El patron hipsarritmico se presentd en una baja proporcién y solo 3 casos
mostraron patron normal. Tomogréficamente 1a mitad de los pacientes tenia atrofia cortico-
subcortical, seguido de disgenesia y con imagen normal; el resto mostrd otras alteraciones.

5.- El 4.2% tenfan un hermano afectado con EMI. No se identifico ninguna
asociacion con antigenos clase I . Sin embargo se demostré un incremento significativo del
antigeno HLA-DR17, lo cual sugiere que Ia susceptibilidad esta parciﬁmeme controlada
por un gen en la regién DR. Por otro lado, el DQ6 esta signiﬁcativameﬁ!e disminuido en
los pacientes, lo cual sugiere 1a presencia de un gen de proteccion ligado a la region DQ.

6.- Al correlacionar los subgrupos en cuanto a los parametros clinicos y los
antigenos clase I1 se encontré un incremento significativo del DR17 en el subgrupo de

sintométicos, proponiendo que este marcador no sélo determina la expresion del espasmo



masivo infantil sino particularmente el desarrollo de la enfermedad en pacientes
sintomdticos. Asi mismo los pacientes con espasmo masivo infantil mas otro tipo de crisis
mostraron un incremento significativo del DR17, paarticularmente cuando se trataba de
crisis convulsivas tonico clénicas generalizadas (CCTCG), sugiriendo que este marcador
condiciona la severidad.

7.- El DQ6 esta ausente en ¢l 70% de los subgrupos etiologicos, indicando que si
un sujeto es portador del DQ6 estard parcialmente protegido al desarrollo de espasmo
masivo infantil.

8- El andlisis de segregacion de haplotipos en 5 familias mostré que no hay
ligamiento de¢ HLA con la enfermedad. Se enfantiza que se requiere de nimero mayor de
familias para confirmarlo. Sin embargo los pacientes afectados con hermanos sanos,
fueron genotipicamente diferentes y los pacientes afectados con hermanos afectados
fueron genotipicamente iguales.

9.- Estos hallazgos muestran que los sujetos portadores de! DR17 tienen un riesgo
mayor de expresar espasmo masivo infantil probablemente en forma més severa y un
individuo portador del DQ6 tiene menores probabilidades de manifestar 1a enfermedad.

10.- Estos hallazgos permitiran identificar sujetos en riesgo tempranamente, en los

casos donde existan antecedentes y proceder a un tratamiento més racional.
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XI ANEXOS

Anexol
El diagnéstico de esclerosis tuberosa se efectiia con la presencia de imigenes por
TAC o IRM de lesiones sugestivas de tubers; estas lesiones se pueden acompafiar con
adenoma sebiceos en Ia cara, manchas hipocromicas lanceoladas, rabdomiosarcoma
cardisco, tumores renales. Para constatar neuroinfeccién en este subgrupo deberia de
existir el antecedente de el diagnéstico hecho en un centro hospitalasio por medio de
cultivos positivos para caulquier germen en el liquido cefalorraquideo (LCR). En el caso
de infecciones virales donde no se identifica el agente etiolégico debera existir ¢! antece-
dente de alteraciones citoquimicas micas del LCR (parametros de referencia: proteinas <
de 45mg/100ml, glucosa 50-75 mg/100ml, cuenta celular < de 5 leucocitos/m! cibicos).
Estos resultados pueden ser apoyados por hallazgos en neuroimagen por TAC o IRM
(calcificaciones, abscesos, reforzamientos men!ngeo'sz o parenquimatosos, edema, entre
otros), El diagnéstico en pacientes con el antecedente de hipoxia perinatal, se deberia
haberse efectuado en un centro hospitalario por ¢l médico que atendid el nacimiento del
’ paciente y expresado por escrito. En los pacientes con disgenecia cerebral, el diagnostico
se efectia por medio de T.A.C. o IRM.



Ansxo2

El diagndstico de criptogénico se efecté por exclusion . En estos casos no hay
antecedentes de algin evento potencialmente desencadenante del espasmo infantil como
alteraciones durante el embarazo, hipoxia perinatal, bajo peso al nacimiento,
neuroinfecciones, traumatismo craneoencefilico, antecedente de diagnéstico de
enfermedad metabdlica, congénita, vascular cerebral y donde los estudios de tamiz
metabdlico, LCR, cariotipo se encuentran dentro de parkmetros normales.

El diagndstico de idiopatico sese llevd acabo en aquellos pacientes donde no
exigtian antecedentes relacionados con alguna patologia, sus estudios de laboratorio,
gabinete y 1a exploracion neurolégicaresultaron eran normales.
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Anexo 3

Calcalo del tamafio de Ia muestra:

No existen estudios previos donde hayan resultados con las mismas varisbles
que se pretenden anslizar aqui. Por estos motivos y tomando como referencia el trabajo
deMinevc y col. (83) que informa una asociacion significativa del DRS2 con fa epilepsia.

HLAy epilepsia:

Error Alfa: 0.05 = 1.96

Error Beta: 0.20 = .84

Unico antigeno con diferencia significativa ;. DRS
Testigos Positivos: 26.50%
Pacientes Positivos: 52.94%
Delta: 26.44
n> K(plql+p2q2)
Deltad
= 7.8 [0.265 (0.735) ] + 0.5294 (0.4706)
=7.8(0.1948 = 0.2491 ) = 7.8 (0.4439) = 3.4627
=34627 - =49.5379
(0.2644)2.

La muestra deberk de ser minimio de 50 pacientes
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Ancze d
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROTOCOLO: MARCADORES GENETICOS DEL SISTEMA
PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN PACIENTES CON ESPASMO
INFANTIL.

Nombre: Reg Edad....

Por medio de la presente informo estar de acuerdo en que mi hijo ingrese al
protocolo antes mencionado.

Esto implica el cumplimiento de las citas que los médicos soliciten asi como la toma de
productos para la tipificacion de antigenos de histocompatibilidad tanto del paciente como
de sus padres, y de sus hermanos carnales si estos existen y es necesario.

También estoy de acuerdo en que se les efectiten los estudios de laboratorio y
gabinete, que el médico tratante crea conveniente, con previa explicacion detallada del
procedimiento en el caso de requerir biopsias, daré mi consentimiento por escrito, estando
consiente de los riesgos quinirgicos que esto implica.

Estoy de acuerdo en salir del protocolo si no cumplo con los reglamentos de este,
o si deseo que mi hijo no continie dentro de este protocolo de invénigacibn, pero puedo

continuar cone! seguimiento y tratamiento de mi hijo en esta Institucion .

PADRE O TUTOR MADRE O TUTOR

INVESTIGADOR PRINCIPAL TESTIGO
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Anexo §

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

A) FICHA DE IDENTIFICACION :

Nombre del paciente.
Fecha

Registro..
Nombre del padre
Edad al nacimiento del paciente................
Originario

Nombre de s Madre.
Edad al nacimiento del paciente................
Originario
Consaguinidad conocids

B) ANTECEDENTES FAMILIERES :

Antecedente epilépticos

Parentesco............... TIPO..cvevvrrnsccinimisisnieiaens

Antecedents de retrasi mental

Parentesco Tipo.

Antecedentes de enfermedad metabélica diangnosticada
Parentesco. Tipo.

Antecedentes de dismorfia o enfermedad génetica diagnosticada
Par Tipo.

Antecedentes de otras enfermedades

Parenesto Tipo

C) TIPO DE ESPAMO MASIVO

Edad de inicio .............. semanas

st NO
St NO
SI NO
SI NO
Si NO
St NO
CRIPTOGENICO
SINTOMATICO
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D) PATOLOGIA PERINATAL Sl

Amenaza de aborto o parto prematuro SI
Edad Gestacional..................
Hipoxia S1
Bajo peso al nacimiento SI
Otros tipos de distosia SI
Tipo.

SI
Indicacién
E) ANTECEDENTES PERSONALES
Inmunizaciones una semana antes del inicio del padecimiento SI
Lo O
Neuroinfeccién SI
Cual
Sindromes genéticos SI
Cual
Otra enfermedad acompafiante SL
Cual
Desarrollo psicoimotriz antes del EMI Anormal SI
D) EXPLORACION FISICA
Estado ce conciencia : ...........oevvvercriiienes
Pares craneales  Anormales SI
Cutl........ooonene.
Fuerza disminuida ”n SI
Sensibilidad disminuida nn SI
Coordinacién alterada " SI
Tono muscular Anormal St
Cual............
Atrofia y/o hipertrofia SI
Musculos................... .
Refl¢jos frontalea Anormales SI
Refiiejos osteotendinosos Anormales SI
Aumentados / Disminuidos....................
Respuesta plantar extensora Anormal SI
Extremidad.
Marcha Anormal SI
TiPO.ceeirieririainee

NO
NO
NO
NO
NO

NO

NO
NO
NO

NO

NO

NO
NO
NO
NO
NO
NO

NO
NO

NO

NO
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E) ESTUDIOS DE LABORATORIO

Anormal . )

Culaes.

D) ESTUDIOS DE GABINENTE

Electroencefalograma o mapeo num.......... fecha............

Anormal . . SI
Ritmo de base. '
Paroxismo localizacion

Tipo de paroxismo.
Efectos medicamentoso. 3 ' :
TAC.Y/0 LRM. Fecha..... Anormal sl
Descripcion.....

NO

NO

NO
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F) ARBOL GENENEALOGICO

Lugar de origen.

Haplotipo paternos A/B.

Haplotipo materno C/D

. S

B

C.

D

/il Paciente

0 Femenino
Mésculino

Paoblacién afectada

Nombre.

Identificacié

Fecha de nacimiento

Edad Sexo.

Fenotipo HILLA ClaseLocus A ,BC, Bw.

Fenotipo HLA Clase H Locus DR, DRw, DQ, DP.
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