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SUMMARY

Background. The diagnosis of paraneoplastic neurological syndromes (SNP)
is compiex and the determnination of the onconewronal autoantibodies
associated to them is required to establish their diagnosis. The determination of
this kind of antibodies is not standardized in Mexico. The finding of onconeural
autoantibodies is very important because they indicate to the clinician the
presence of a hidden cancer.

Purpose. To search for the presence of onconeuronal autoantibodies in the
sera of Mexican patients with neurolcgical alterations that cannct be explained
by an infecticus, vascular, traumatic, metabolic, nutritional or hereditary cause.

Material and Msthods. Twenty seven patients were recruited {15 men and 12
women) from March to December 2007 fron three MNational Hospitals. Their
signed consent to participate in the essay were obtained. A peripheral blood
sample was extracted to them and the determination of autocantthodies was
made by immunochemistry. The pattemns of labeling given for each serum were
obtained on rat cerebellum slides. Syndromes and presence of autoantibodies
werw correlated.,

Results. The 27 patients had neurological alterations without a definite
diagnosis, twelve (44,4%) had polineuropathy; eight. cerebellar degensration
(29.6%); Three, limbic encefalitis (11.1%); 1, opsoclonus-myoclonus (4%); 1.
Stiffman syndrome (4%); 1. encephalomyelitis; and 1. necrotizant myelophaty
{4%). Five over 12 (41.6%) anti-Hu positives had polineuropathy; three over
eigth with cerebellar degeneration were anti-Yo positives (37.5%);, and four
were negative. Two over three with limbic encephalitis were positive to anti-Hu
and one was negative. The most frequent cancers associated to the
onconeurcnal autoantibody anti-Hu were the carcinoma of small cells of lung
and the adenocarcinome of breast. The autoantibody anti-Yo was associated
to ovary, breast and gasfric carcinoma. A patient with Stiffman syndrome had
anti-GAD autoantibody. An unexpected finding was the positivity of anti-Ri
autoantibody in a patient wit polyneuropathy. i is important to mention that
several patients with cancer were negatives for the presence of autoantibodies.
Some patient had superposition of symptoms.

Conclusions. At the present work we demonstrate the presence of
onconeuronal autoantibodies in Mexican patients with neurological syndromes
of undetermined eticlogy.



RESUMEN

Antecedentes. Los sindromes neurcldgicos paraneoplasicos son entidades
complejas de dificil diagnéstico, que pueden afectar cualquier parte ded sistema
nervioso. Su diagnéstico efectivo y precoz se asocia a la presencia de
autoanticuerpos onconeurcnales. Sin embargo, los métodes para detectar tales
anticuerpos no han sido estandarizados en México. La importancia de los
autoanticuerpos onconeuronales es que su hallazgo orienta al clinico a la
busqueda de un céncer incipiente oculto y potencialmente tratable, dei cual no
existe evidencia clinica.

Objetivos. Buscar la presencia de autoanticuerpos onconeuronales en el
sueroc de pacientes con alteraciones neuroldgicas que no puedan ser
explicadas por una causa infecciosa, vascular, traumatica, metabdlica,
nutricional o hereditaria, provenientes de los Institutos Nacionales de
Neurclogla, Cancerologia y Enfermedades Respiratorias.

Material y Métodos. Se reclutaron 27 pacientes {15 hombres y 12 mujeres}, de
marzo a diciembre del 2007. Se obtuvo su consentimiento informado para
participar en el estudio. Se les exirajo una muestra de sangre periférica y se les
realizd la determinacidn de autoanticuerpos onconeurcnales por
inmunchistoquimica. Se identificaron los patrones de marcaje revelados por el
suero de cada paciente scbre cortes de cerebelo de rata. Se diagnosticaron los
sindromes neurclégicos en los pacientss y se relacicnaron con e tipo de
autoanticuerpo detectado en su suero.

Resultados. Los 27 pacientss reclutados tuvieron alteraciones neurolégicas de
causa no determinada. Doce de eflos tuvieron polineuropatia (44.4%); 8,
degeneracién cerebelosa (29.6%); 3, encefaliis limbica (11.1%); 1,
opsoclonus-miocionus {4%); 1, sindrome del hombre rigido (4%); 1,
encefalomielitls; 1, mielopatla necrotizante (4%). De los que tuvieron
polineuropatia (12), cinco (41.6%) fueron positivos a anti-Hu y uno (8.3%) a
anti-Yo; de lps pacientes con degeneracion cerebelosa (8), tres fueron
positivos a anti-Yo y cuatro fueron negativos. De los pacientes con encefalitis
limbica (3), dos (66%) fueron positivas a anti-Hu y 1 fue negativo. Los cdnceres
que con mayor frecuencia se asociaron a la presencia del autoanticuerpo anti-
Hu fueron el carcinoma de células pequefias de puimén y el adenccarcinoma
de mama. Un paciente con clinica del hombre rigido presenté autoanticuerpos
anti-GAD, el cual no se asocid a ningun cancer. Un dato inesperado fue la
positividad del autoanticuerpe anti-Ri en un paciente con polineuropatia.
También es importante mencionar que se obtuve negatividad para
autoanticuerpos en pacientes con clinica de SNP que ya tenian diagnéstico de
cancer, lo cual coincide con lo estipulade en la literatura. Algunos pacientes
presentaron sintomatologia mixta. Los SNP aparecen bien caracterizados en
su presentacion clinica; sin embargo, su diagnéstico es complejo.
Conclusiones. En este estudic demostramos la presencia de autoanticuerpos
antineuronales en mexdcanos con sindromes neuroldgicos de etiologia no
definida, que se comelacionaron con la evolucién vy el cuadro clinico.



. INTRODUCCION

Los sindromes neurolbgicos paraneopidsicos (SNP) son un grupo heterogéneo de
trastormos causados por canceres no localizados en el sistema nervioso central que no
son el resuitado de metdstasis, infecciones, eventos cerebrovasculares, alteraciones
metabslicas o nutricionales o por efecto secundario del tratamiento de tumores (Damell,
1996).

Los signos y sintomas de los SNP son diversos, pero comparten algunas
. caracter(sticas en comun. Generalmente, los sintomas neurolbgicos aparecen meses o
afos antes de que se identifique el cancer. Los sindromes neuroldgicos son
generalmente severos, discapacitantes y algunas veces letales.

Los SNP son mediados inmunologicamente y resultan de ia presencia de
anticuerpos anti-neuronales que tienen reaccién cruzada con protelnas tumorales
similares a antigenos del sistema nervioso. Estos anticuerpos constituyen herramientas
diagndsticas valiosas para el clinico, sugirendo una etiologia auto-inmunitaria de los
sintomas neuroldgicos y orientando al clinico a a posible existencia de un tumor fuera
del sistema nervioso (Chéavez, Ochoa y Fuentes, 2000).

Los SNP son raros, se presentan en menos del 1% de pacientes con canceres.
No obstante, en los pacientes con &l sindrome de Lambert-Eaton su incidencia puede i
de 3% a 15% (Dalmau y Posner, 1997). Si bien cada vez se diagnostican con mayos
frewenciaqueaﬁosaués,enMémonohaymregismepidemubgimdeesta
enfermedad debido a la dificultad diagnéstica y a la faita de un consenso para ello.
Solo se tienen reporte de cascs en Hospitales de Tercer nivel de atencién (Garcia, Gil y
Jiménez, 2006).

Los autoanticuerpos fueron descritos iniciakmente por Wilkinson y Zeromski en

1965,m1982haidenﬁﬁcadoeimﬁwetpoanﬁ-céuasdeﬁntkﬂepor6reenleey



Bracear en pacientes con sindrome de degeneracion cerebelosa y malignidad
ginecoldgica y a partr de entonces fueron apareciendo méas auto-anticuerpos,
posteriormente Lennon en 1989 introdujo el término de Anticuerpos anti-neuronal
nuclear por la reactividad hacia el citoplasma de las neuronas y las clasificd en ANNA
tipo “1" para el subgrupo de anti-Hu y tipo 2" para &l subgrupo anti-Ri, basadas en la
inmunohistoquimica correspondiente (Moll y Antoine, 1995).

ComoyasehamemionadolosSNPsonrams,eicénwdepdmén%elcpemés
los ocasiona, debido a su infrecuencia originan confusion diagnéstica. El diagnostico de
bssindmmesnewobgicospaanwplés‘cosesbaﬁdoenelrecmndmientodel
sindrunereudbgico.mhdemostad&deasodaﬁnconmyladetewm@
auto anticuerpos especificos séricos o en el liquido csfalomaquideo. Estos anticuetpos
son de valor diagnastico porgue pueden orientar a la presencia de un cancer, antes de
que éste se manifieste clinicamente (Dropcho, 2005).

Ei manejo clinico de los pacientes con sospecha de SNP incluyen cuatro
componentes: Verificar que el desorden es en efecto paraneoplasico, identificacion de
la asociacién tumoral, tratamiento del tumor y supresion de los efectos autoinmunes
que causan por dafio neuronal {Rosenfeld y Dalmau, 2003).

El diagnostico diferencial de pacientes con SNP depende del reconocimiento del
tumor, algunos pacientes con disfuncién neuroldgica y diagnostico conocido de cancer,
eaneldesospedademdesordenpammoptésicovaﬁadeaweuﬂoalpahﬁn
histologico ded tumor, por ejemplo el carcinoma de cédlulas pequefias de pulmon y o
Linfoma de Hodgkin son los mas frecuentemente asociados con SNP. Para los
pacientes sin previo diagnostico de cancer, el nivel de sospecha de desarrolio de SNP
depende de la edad, el género y diversos faclores de riesgo principaimente el

tabaquismo y del sindrome neurolSgico. Es por eso que e abordaje diagnostico de



éstos pacientes debe realizarse con estudios como son Tomografia axdal
computarizada (TAC} o Imagen de resonancia magnética de torax, abdomen,
mamografia y examen péivico en mujeres e incluso en pacientes en los que éstos
estudios sean negativos para céncer y no se deteclen auto-anticuerpos en suefo se
debe de realizar estudio de Tomografia por emisién de positrones (PET) que puede
demostrar una neoplasia en pacientes con sospecha de SNP.

Existe una comelacion entre un SNP y un auto-anticuerpo especifico y [a
asociacioén con e tipo de tumor. (tabla 1), Los anticuerpos antineuronales pueden ser
utiizados como herramienta para el diagnostico del SNP, la muestra sanguinea de
anticuerpos antineuronales tiene importantes Emitaciones en la practica clinica, primero:
un sindrome dlinico puede estar asociado con uno o varios autoanticuerpos, y viceversa
un autoanticuerpo puede estar asociado con una o varias presentaciones clinicas;
segundo: para ciertos SNP pocos pacientes tienen aitos titulos de anticuerpos
antineuronales pero nunca desarrollan un tumor demostrable, y tercero algunos
anticuerpos estan presentes en pacientes con tumor sin manifestaciones neuroldgicas.

Finalmente pacientes con sospecha de SNP pueden no tener autoanticuerpos
demostrables o pueden tener anticuerpos atipicos o incompletos que no son detectados
en los ansayos realizados (Bataller y Antoine 1999).

Algunos de los autcanticuerpos antineuronales mas conocidos son: ef anti-Hu,
asociado a la presencia de cancer de células pequefias de pulmén; e anti-Yo,
asociado a cdnceres ginecolégicos; el anti-Ri, asociado a carcinoma de mama: y el anti-
CV?2, asociado a cancer de pulmén o timo. No existen estudios de frecuencia de SNP
en México y su diagnistico requiere siempre de confirmacién de jos autoanticuerpos
enviados al extranjero (Posner, 2003).



Sabemos que existe ta determinacion de estos anticuerpos antineuronales, sin embargo
éstos no son reakizados en nuestro pais por ia falta de insumos y por el alto costo que
esto con Beva. El propdsito de este estudio es corroborar la presencia de los
mﬁwaposmﬁmeuumalesmpacMascmsospedmdeSNPydewnﬁnarsuuﬂidad

en cuanto al diagnéstico oportunc del paciente para mejorar su prondstico de vida.

A. Importancia de los anticuerpos antineuronales
La caracterizacién de los anticuerpos antineuronales en los pacientes con SNP ha
tenido un impacto positivo en el campo de las neurociencias .para el neurdlogo clinico,
permitiendo la identificacion correcta tanto de desérdenes neuroldgicos como
paraneopldsicos y dirigiendo la busqueda de tumores especificos. Los neuropatologos,
utiizan estos autoanticuerpos para diferenciar los tumores cerebrales de origen
neuronal de los gliomas mas frecuentes. En el estudio de conceptos basicos en
Neurociencias, los autoanticuerpos antineuronales han servido para identificar
antigenos nerviosos, que desempefian papeles neurofisiclogicos importantes. La
evidencia prefiminar de que la respuesta inmune disparada por los antigenos nerviosos
puede controtar la evolucion tumoral, hace importante la bisqueda de mecanismos
efectores de cancer, sistema nenvioso y sistema inmunitario que podrian servir de base
para el desarrolio de nuevas herramientas profildcticas, diagndsticas y de tratamiento
{Grauss y col., 2004).

Los SNP pueden afectar cualquier parte del sistema nervioso, causando dafio a
un area especifica (encefalitis limbica) o a una célula especifica (céhdas de Purkinje) en
diversos niveles. La frecuencia de presentacién de estos sindromes varla en funcion de

su tipo del cancer asociado (Posner, 2003).



Los sindromes que involucran el sistema nervioso central son: encefalomielitis
multifocal, degeneracion cerebelosa, encefalitis limbica, opsoclonus-micclonus,
sindrome extrapiramidal, rombencefalits, mielopatia necrotizante, enfermedad de
motoneurona, sindrome de persona rigida, neuritis éptica; degeneracidn retiniana. Los
SNP a nivel del sistema nervioso periférico incluyen: neuronopatia sensitiva,
polinewropatia sensitivomotora, neuwropatia motora, neuromiotonia, insuficiencia
autondmica, sindrome de Lambert-Eaton, miopatia inflamatoria y necrotizante (Daimau
y Posner, 1897).

Ladegamemdéncerebdosaparawopﬁsim(DCP)secamcteﬁzapadrépido
desarrolic de una disfuncién pancerebelosa grave. Se manifiesta clinicamente con
ataxia troncal y apendicular, incoordinacidn de la marcha, disartria y disfagia, que se
acompana usualmente de vértigo y nistagmo. El inicio es subagudo, progresa de
manera rapida en semanas a meses hasta causar invalidez severa y de hacer
incomprensible e lenguaje (Mason y col., 1997). Se presenta con mayor frecuencia en
mujeres y se asocia en un tercio de los casos a cancer de células pequefias de pulmén,
cancer de mama, ovario y enfermedad de Hodgkin {Cunningham y col., 1986).

Estudios de DCP iustran ctaramente el beneficio de la combinacién clinica y fos
resultados de laboratorio. Una relacion entre degeneracion cerebelosa paraneoplasica y
cancer ginecolégico oculto, mama u ovario fue el primero en definirse en 1938 y fue
publicado en Brain en 1951 {Cunningham y col., 1986). A mediados de 1980, Posner
defini¢ a los pacientes con DCP que podrian ser clasificados de acuerdo a la presencia
o0 ausencia de anticuerpos que reaccionan con antigencs presentes en ambos tumores,
los cuales atacan a las céiulas de Purkinje del cerebelo.

El anticuerpo antineuronal asociado a DCP y cancer ginecolégico es el anti-Yo, el cual

se describié por primera vez en 1983 {Drlicek y col., 1997). Las proteinas Yo son



péptidos que se expresan normalmente en el citoplasma de las cékilas de Purkinie, de
62 y 34 kD (Dropcho, 2005). Estos péptidos se unen al gen c-myc, lo cual sugiere una
funcion reguladora del mismo. En la corteza cerebral de los pacientes con anti-Yo hay
pérdﬂahpmhntedecéﬂasdePunkkie,leﬁdwsenespadospe:ﬁasuﬂaresy
adelgazamiento de la capa molecutar y granular (Rosenblum y col., 1992).

Algunas condiciones clinicas que caracterizan a los SNP inciuyen: encefalitis limbica
evidenciada por ansiedad, depresion, alteracion en la memoria, agitacién, confusion,
hipersomnia, alucinaciones y crisis convulsivas parciales o generaiizadas; enfermedad
de Hodgkin o fimoma opsoclonus paraneopldsico —caracterizado por movimientos
oculares conjugados, involuntarios y multidireccionales asociados a mioclonias—, ataxia
cerebelosa estatica con vértigos y disartria; neuroblastoma infantit y cdncer bronguial o
mamario {Dropcho, 2005).

El sindrome miasténico de Lambert-Eaton se describié como un alteracion de la
unién neuromuscular asociada a cancer bronquial en 1953 por Anderson, pero no fue
hasta 1957 cuando Lambert-Eaton lo establecid como un sindrome, clinica y
electrofisiolbgicamente diferente a  miastenia gravis (Lambert E, 1957). Esta
enfermedad se caracteriza por un cuadro de debilidad progresiva con afeccion
predominante de la musculatura proximal, los reflejos estan disminuidos o ausentes y
es comln la presencia de disfuncién autonémica, boca seca, hipotension postural,
impotencia, debilidad de los misculos de la respiracién y, en estadios avanzados,
involucro cranecbulbar con datos de ptosis, diplopia y disfagia (Mason y col., 1997). E
60% de los pacientes con el sindrome de Lambert-Eaton presentan cancer de células
pequefias del pulmdn y a veces cancer renal y infomas (Chalk y col., 1990). Para este
sindrome se ha demostrado de manera mas clara una causa autoinmunitaria, no sélo

porque puede haber alteraciones tirokleas, anemia pemiciosa, vitifigo, psoriasis y



diabetes tipo 1, sino porque la relacién anticuerpos anti-VGCC y CCPP es muy
especifica (Dropcho 1995, Moll 1995, Rudnicki 2000). Los anticuerpos anti-canales de
calcio, impiden la entrada del mismo en respuesta a los potenciales de accion, lo cual
disminuye la liberacién de acetilcolina en la unién neuromuscular y provoca alteracion
en la conduccion det estimulo nervioso, que por electrodiagndstico se manifiesta como
un incremento en la amplitud del potencial de accin, lo que ayuda a establecer el
diagnsotico diferencial con miastenia gravis. En estos pacientes, el tratamiento
antineoplasico es efectivo, asi como el uso de piridostigmina y plasmaferesis (Lambert,
1957).

Otros sindromes paraneopldsicos son: el del hombre rigido, la miclopatia
necrotizante paraneoplasica, la neuronopatia sensitiva paraneoplasica, las vasculitis de
nervio y misculo con polineuropatia de nervic y musculo, neuropatias periféricas
subagudas y cronicas paraneoplasicas, ias dermatomiositis y las polimiositis {Rudnicki
y Dalmau, 2000}.

El sindrome del hombre rigido, descrito por Brown y Folli, se caracteriza por
una rigidez fluctuante de la musculatura axial con espasmos superpuestos que afectan
honoohferbt.pimmyenocasiumbmmsywdb.mnsedasetmdawnpm
trastomos emocionales y estimulos audiivos o somestésicos, los estudios
electrofisiolégicos demuestran actividad continua de unidades motoras de los musculos
rigidos que mejora después del tratamiento con diazepam, la rigidez desaparece
durante ef suefio yconamtesiabcz!oganaaLéstesIndromeseasociaaéncafde
nwrna.pdmmyenfamedaddefbdgdn.tambbn&ataasodadoafmémemsm
pamneoplﬂsicosoanodabebsmeﬁmsypoﬁendoainopaﬁaycmﬁwjenda

anticuerpos ant-GAD (Folii y col.,1993).



La mielopatia necrotizante paraneoplésica es un trastome raro agudo o subagudo que
afecta primero a la médula torécica y luego asciende o desciende progresivamente por
a méduta hasta afectar al tronco encefalico, los pacientes presentan dolor lumbar o
iradiado hacia las piemas, disfuncién de esfinteres, déficit sensitivo de un segmento y
paraplejia espastica o fidcida que evoluciona a tetraplejia hasta llegar a la insuficiencia
respiratoria y la muerte. El liquido cefalorraquidec de estos pacientes presenta
hiperproteinorraguia y pleocitosis leve. Se asocia a varios carcinomas o linfomas (Levin
y col., 1998}.

Laneumpaﬂasmsiﬂvaparmeoplésicasecamcﬁeﬁzapormapérdidasenstﬁva
progresiva que afecta extremidades, tronco y cara y pérdida auditiva neurosensorial. En
los sujetos con esta alteracién hay disestesias dolorosas comunes, con sintomas
asimétricos, afectandose al final todas las formas de sensibilidad. Ademas, hay ataxia y
movimientos pseudoatetdsicos, hay signos de neuropatia axonal y desmielinizante por
electrofisiologia. Este sindrome se asocia a cancer de células pequefias de pulmén en
ol 70% de los casos, los anticuerpos detectados son anti-Hu, raramente anticuerpos
anti-anfifisina y anti-CV2/CRMPS {Antoine y Honnorat, 2000).

La vasculitis de nervio y misculo se produce en hombres de edad avanzada. Se
caracteriza por polineuropatia sensitivo motora dolorosa simetrica o asimétrica
subaguda o presente como una mononeuropatia midtiple, demostrandose
degeneracibn axona! con afeccion nerviosa sensitvo motora; hay infittrados
inflamatorios intramurales y perivasculares de céiulas T en la biopsia de musculo. Este
sindrome se asocia a cancer de células pequefias de pulmon y linfomas, asi como la
presencia de anticuerpos anti-Hu. El trataméento es con esteroides 0 iINMUNCSUPIEsSOres

(Oh, 1997).



Las neuropatias periféricas subagudas y cronicas paraneopldsicas se asocian a cancer
de pulmén y mama y en eflas suelen encontrarse anticuerpos antineuronales anti-Hu,
anti-CV2/CRMPS5 (Antoine y col., 1999),
%asmuropatiassonbsasodadasadiscmsiasdecéﬂﬂasp&asméﬂwsylmfmde
células B, mieloma multiple, mieloma osteoesclerdtico o macroglobulinemia de
Waldenstron (Bemai y col., 2003).

La miopatia necrotizante subaguda se caracteriza por el inicio agudo de
debilidad muscular proximal dolorosa de rapida generalizacion y afectaccidn de los
musculos respiratorios y faringeos, con elevacién de enzimas creatina cinasa sefica,
con hallazgos miopaticos por electrofisiologia, se asocia a varios tumores sdlidos como
carcinoma de pulmén, vejiga, mama y tubo digestivo (Bataller y Dalmau, 2004).

Hay dermatomiositis y polimiositis gue se asocian con neoplasias malignas de
mama, pukmén, ovario y gastrico y con menor frecuencia tumores de pancreas, timo, de
células germinales, melanoma, nasofaringeo y linfoma Clinicamente se caracterizan por
inicio subagudo de debilidad muscular proximai afectando miscules flexores del cuelio,
faringeos y respiratorios. Histopatoldgicamente, hay infiltracién de linfocitos CD4 en las
dermatomiositis y de céhdas CD8 en polimiositis, necrosis muscular. En e 50% de los
pacientes hay anticuerpos dirigidos contra histidi-tRNA sintetasa (anti-Jo-1) (Amato y
Barohn, 1997). También hay sintomas visuales paraneoplasicos, que pueden afectar la
retina, (vea y nervios Opticos. Los sintomas de retinopatia paraneoplsica son
fotosensibilidad, pérdida de vision progresiva y de la percepcidn de colores, escotomas
cenhalesoenanioycegmnochma.breﬁmpaﬂaasociadaame&anunaafectaa
pacientes con melanoma cutaneo metastisico, siendo la ceguera noctuma la principal
manifestacién clinica. También hay fotopsias brillantes, parpadeantes o pulsatiles, que

progresan a pérdida visual total. La neuritis 6ptica paraneopldsica es rara y cursa con



pérdida visual indolora progresiva y papiledema. Se desarrolla de forma aislada y se

asocia a encefalomielitis paraneopldsica. Esta alteracion se asocia a la presencia de

anticuerpos anti-retinianos tales como la proteina 1 tipo tubby, el receptor nuciear

especifico de fos fotomeceptores, anticuerpos que reaccionan con las células bipolares

de ia retina y anticuerpos anti-CV2/CRMPS. (Jacobson, 1996} (Tabla 1).

Tabla 1. CARACTERISTICAS GENERALES DELOS SINDROMES NEUROLOGICOS
PARANEOPLASICOS

Sind Anticuerpo | Antigeno Principal Funcidn ded Caracteristicas
cancer antigeno Chlinicas
paraneopiésico asociado neuronal
mi% Caaonr e lhales Proiniees igedes ol ARM, Conbasitn, depromtm, aghecia,
En Ak b HUG, Hal, HolL, | ey e i, | paricipem 2 ln dlessecinciin y | armodsia, agtaciin, demencis, cieie
neuropatia sensitiva. e HaR suparencia .
cke0n mewrcrmineg desarin | hipchersiie poskecsl ¥
siniomey de alecsdn del sl
rarvioec addnome. Polneuoaste
sivo moioey .
miicie
Dmmemn Girapcolibgicrs, rmame. COREZ coniiens kewucins- Sppes Adn v troncal, aperdiculer, darils,
Al Yo CORM, CORB2-1, mokls, 0 qua EUgies Une g vertical
cerebetar. POA, APCAT) COREZ-2 TuPcin en i mguiacion de i
' pealén
fCiapema de okiules de
Puarking )
Qbm mr Cinetolgcrs, e, Proluinas igedes sl ARM. das e
i ' At R iove-1. N2 chnoar du ciiwiss. | Particicien en s reguiscion del | mikada, minclonias de cabezn, Wonce ¥
opsocionia/miociono poqades du pulmin, | wplicing el ARN : stxsia, hi .
il i s
Stﬂ" man e Funcdm en la andocicsn de les | Figide bechansts In is swscuistus
SX. . Ant-anlileira ! weshcuing srbohcs axil y slpaaeoy
encefalomieiiis (¥esiuing undplcan)
stah'l—LaTM Chrscer du cliules e de calon pasa Tberscidn Dwhiidas rmusctier qum sesmenin o ol
At CIC® cove pocamban de pirda | de vesicuine de scalicoling en | syecicin, misigies, diplope, datagie,
In mewminal sindplice o,
Caonains. Separdiorios dn
wolajs e Galcie [ ;
> Y n - y y
Disfuncitn cerebral y s a1 haZ hin3 Varios Aﬁm’w—a K torcal, speediculed, Gartie.
W‘ . Cancar clduiss Foiotrweesduccn de e sedal ol - da
de Andl-eutina yorse poandey do pulmim_ lommnoas Sm comte Y basiones. In i, preliche e pCRpCES 0
m {PRM, prowirn da e relies. Colors., eSCOlOmS, CMMBEN NeClaRE
U]
E-rcefﬂ-hs' imbica. Testiouo Cosliusibo, dacesetm, spmcim,
I A Ta b2 [Meixcioes y cloplesmes sersuieia, sgiaci'e_ e, Ci
disfuncion cerebral eurcmsie} Pertiskes complejes, ceciopein, dipicpie,
disartie, hipslemsiia poskecal ¥
sinkomte de slecchin del sstees
e Sl
N&m’mﬂa Tiscma y chiues Heschecs mpnales Ombilicied swssculer y sinicrie
” ARG Pequeles du pubmin P,
“,ebpdja Liniowmas, cihine. Pl du ln uncion molors ¥ sesaiiive
4 Irmepaciicos pocusfins de pulmia, - >
necrolizante corcisomes remmins, ¥ sinccitn de
W — prosim ¥ posaginjis Micuke 7 deior sufeside.
Frarn

*CDVC Canales de caicio dependientes de voitaje {Chévez 2000; Damell 1996; y Bataller, 2002).
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A. Sindromes neurol6gicos paraneoplasicos en México

En México no se llevan a cabc las técnicas de diagnéstico de SNP, que se
emplean en forma rutinaria en el extranjero y no existen estudios de la incidencia de
SNP, pero hay numercsos casos de pacientes con alteraciones neurolégicas de
eticlogia indeterminada que podrian comesponder a SNP. La revisién del periodo
comprendido det 2000 al 2003, del registro de intemamiento en el Instituto Nacional
de Neurologia revela que el diagnéstico de pacientes con sindromes neuroiigicos

de causa desconocida, y probable origen paraneopldsico es rutinario (Tabla 2).

Tabla 2. Casos de pacientes con diagnéstico de sindromes neurolégicos de causa
desconocida y probable origen paraneopldsico de 2000-2003 en el Instituto Nacional de

Neurclogla y Neurocirugia
Ragi o Fecha Edad Diagndstico
77503 03-2000 72 Meuropatia + censbelo
151580 16/2000 50 Neuropatia axonal motora
152566 0172001 1 N
15726 0572001 78 Sindroms cersbeloso
153061 0172001 50 Polinsurnpatis desmisiinizanie
154631 0472001 M Unfoma va ELA
155287 w2001 73 MG
155338 0872001 42 Neuropatia sxonal
156365 1272001 51 Polineurcpatia
156562 82001 A5 Heurcpatis+ Pb osieosarcoma
157168 1212001 17 Neurcpatia molora
157 266 052001 54 Neuropatis
157844 122001 67 Miopatis
158132 0172002 69 Opsacionus-THoCionus
158481 01/2002 67 | Neuropatia
158710 2002 57 Stalf-man
159263 10r2002 55 Wocionias + carsbeio
159414 04/2002 k.1 Opsocionue-mioconus
160402 062002 &7 Neuropatis + Pb Ca recio
160710 062002 59 Neurcpatis
161754 162002 42 Dermatosiosifis
162473 1172002 &5 Mislopetis
162612 1222002 72 Degeneracion cerebelosa
163167 0172003 &7 Degenaracitn cerebelosa
163641 0X2003 &5 Enfermedad no identiicada
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il. HIPOTESIS

A. Alterna

Las alteraciones neuroldgicas en pacientes en los que no se encuentra una etiotogla
infecciosa, vascular, traumatica, metabélica o hereditaria, pueden relacionarse con

la presencia de autoanticuempes anti-neuronales.

B. Nula
Las alteraciones neuroldgicas en pacientes en los gue no se encuentira una etiologla
infecciosa, vascular, traumatica, metabdlica o hereditaria no se relaciona con la

presencia de autoanticuerpos anti-neuronales.
il. OBJETIVOS

A. Buscar la presencia de anticuerpos antineuronales en el suero de pacientes con
alteraciones neurolégicas que no puedan ser explicadas por una causa infecciosa,
vascular, fraumdética, metabdlica, por deficiencia nuiricional o hereditaria,
provenientes de los Institutos Nacionales de Neurologia, Cancerologia y de
Enfermedades Respiratorias, que se presenten a Consulta en un pericdo

comprendido de marzo a diciembre 2007.
B. Correlacionar la presencia de los auto-anticuerpos anti-neuronales con los

sintomas clinicos de los pacientes con sospecha de sindrome neuroldgico

paraneoplasico.
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IV. JUSTIFICACION

Se sabe que algunos pacientes con alteraciones neuroldgicas que no pueden ser
explicadas por una causa infecciosa, vascular o traumética cursan con auto-
anticuerpos dirigidos confra las neurcnas y que éstos se asocian a la presencia de
un tumor localizado fuera del sistema nervicso, el cual tiene antigenos similares a
componentes neuronales y cuya presendcia, en numercsas ocasiones puede orientar
al clinico a la bisqueda de un tumor especifico. Estas alteraciones se han
designado dentro de un grupo de patologias denominado sindrome neuroldgico
paranecplasico {SNP). No obstante, en México no existen estudios de la incidendia
de los SNP vy la técnica de determinacion de los auto-anticuerpos a los que asocian
no se realiza rutinariamente. En este frabajo, queremos iniciar el estudio de la
incidencia de los SNP en México, estandarizar el método de determinacién de auto-
anticuerpos anti-neuronales y evaluar si los pacientes con alteraciones neurolégicas
que no se sustentan en causas conocidas, se asocian a la presencia de tales

anticuerpos.

V. MATERIAL Y METODOS

A. Poblacién de estudio. Se incluyeron de manera consecutiva a todos los
pacientes que fueron ingresados o vistos en la consulta externa de los Institutos
Nacionales de Neurologla y Neurocirugia, Cancerologia y de Enfermedades
Respiratorias, quienes presentaban manifestaciones compatibles con SNP y en
quienes se les descarto ofras entidades de origen metabdlico, cerebrovascular,
infeccioso, o nutricional. Se analizé la funcionalidad de los pacientes por medio
de la Escala de Kamofsky (Anexo 1).

1. Criterios de Inclusion (Tabla 3).
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Tabla 3. Criterios de inclusién

Estxiio alectrofisioldgico con EMG, YCH y en los casos necesarios
potencizies evocados.

Esixiios ds imagen cersbral ¥ toraco-abdomanasl

Perfii inmunoldgico completo

En s casos en ks qus se hayan demostrado la presancla des
neopiasias (sin mportar su localizacin] se inCluirdn ol resultado
histopatokdgico cbienico por blopsia o exoresis de la necplasia.

mmamammpm
osiudios de imagen, endoschpicos ¥ marcadorss
naoplisicos

2. Criterios de exclusién (Tabla 4)

Tabla 4. Criterios de exclusién

Los qua no desaaban parkcipar en ol eshidio

B. Diseiio del estudio: Descriptivo, observacional, transversal.

C. Toma de sangre

Se tomaron 5 ml de sangre venosa en tubos sin anticoagulante. El suero se colocd
en tubos de Eppendorf y se congelé a -20°C, hasta su uso para la determinacién de
auto-anticuerpos anti-neuronales.
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D. Obtencién de cerebelos de ratas para determinacién de auto-anticuerpos
anti-neuronailes {Anexo 3).

1. Perfusién de animales.

2.- Procesamiento de tejido para congelacion.

Se procesa el cerebelo de la rata en congelacién con técnica especifica

3.- Obtencitn de cortes de cerebelo de rata.

E. Determinacién de autocanticuerpos antl-neuronales

Se realizd el método de inmunohistoquimica segun el Consenso Intemacional de
Neurolnmunotogia 1994 para la deteccién de autoanticuerpos antineuronales. (Moll y
col., 1995). Se utilizaron cortes de cerebelos de ratas fijados con PFA al 2% y se
incubaron con el suero de los pacientes. El suero probado sobre cerebelo fue,
preincubado sobre higado y rifién de rata para eliminar la tincién de neuronas por
autoanticuerpos drganc-inespecificos. La revelacién de la presencia de anticuerpos
antineuronales se hizo mediante la utilizacién de anticuerpos secundarios anti-
humano, acoplados a peroxidasa, que serd revelado con un substrato colorido
especifico. Los controles del ensayo serdn sueros paositives confimados de
pacientes con anticuerpos anti-neuronales anti-Hu, anti-Ri, anti-Yo, anti-GAD, anti-Tr
y anti-CV2 (controles positivos) y dos sueros de pacientes sin anticuerpos anti-
neuronales {controles negativos), provenientes del control de Referencia para
diagnodstico de SNP del INSERM U495 de Paris (Anexo 4).

E. Andllsis de resultados
Se analizaron los datos demograficos de los pacientes, se determind la incidencia de
casos positivos a autoanticuerpos anti-neuronales en la muestra y se correlaciont su

presencia con los sindromes presentados por cada pacients.
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Vi. RESULTADOS

A. Caracteristicas de la muestra

Se reclutaron 27 pacientes con sospecha de sindrome neuroligicos
paraneopldsicos, de los cuales 15 (55.5%) fueron hombres y 12 (44.4%) fueron
mujeres, con una edad promedio de 52 afcs. Todos los pacientes tuvieron una
funcionalidad de 50 puntos de acuerdo a la escala de Kamofsky. Quince de 27
pacientes (56 %) tenlan un tumor (Tabla §), y en ellos (el tempo promedio
transcurrido desde e! inicio de los sintomas neurolégicos y el diagndstico ded tumor
fue de dos afios.
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Los pacientes incluidos en el estudio tuvieron:
1) debiidafl y parestesias en extremidades superiores e inferiores y tronco,
disminucién de los reflejos de estiramientc muscular e incapacidad para la
deambulacion, siendo todas éstas diagnésticas de un cuadro de neuropatia; en el
40% de los pacientes el curso de la neuropatia fue subagudo (de 4 a 8 semanas) y
en el 60% de ellas fue progresivo cronico. El 44.4% de los paclentes tuvo
hipoestesia propioceptiva. La afecciébn neuropdtica fue predominantemente
asimétrica en &l 65% de los pacientes, simétrica en el 25% y mononeuropatica en el
10%. No hubo sintomas disautondmicos.
2) disartria, ataxia, alteracién en la coordinacién (dismetrla, disdiadococinesia),
nistagmus y vértigo, sintomas caracteristicos de degeneracion cerebelosa (29 %);
3) alteraciones en el sensoric y alteraciones mentales (ansiedad, depresion,
agitacitn, alucinaciones, confusion y amnesias), caracteristicas de encefalitis limbica
(11.1%).
4) oscilopslas, inestabilidad ocular con movimiento oculares sacadicos y mioclonias
muttifocales, sintomas caracteristicas de opsoclonus micclonus (3.7%);
5) rigidez muscular de la musculatura paraespinal y abdominal conducentes a
posturas anommales que se desencadenaban por movimientos voluntarios,
emociones o estimulos auditvos o somestésicos, sintomas caracteristicos del
Sindrome del Hombre Rigido (3.7 %).
6) alteraciones mentales, acompafiadas de crisis convulsivas, cuadriparesia y
alteraciones del tronco cerebral {diplopia, disfagia, trastormos de la mirada
conjugada), caracteristicas de encefalomielitis (3.7%).
7) paraparesia con datos de afeccion piramidal y nivel sensitivo de alteracion a nivel

medular, simtomas caracteristicas de mielopatia necrotizante (3.7%).
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Algunos de los pacientes incluidos tenian cancer (Tabla 5).

B. Resultado de la determinacién de auto-anticuerpos anti-neuronales

La desterminacién de autcanticuerpos antineurcnales por el método de
inmunchistoquimica evidencié 15 pacientes positivos a diversos anticuerpos (55 %)
y 12 pacientes negativos (44 %).

Seis de los 12 pacientes con polineuropatia fueron positivos para auto-
anticuerpos anti-Hu {Fig. 1).hallazgo que se cofrelaciona con lo descrito en la
literatura médica, en donde se reporta que la especificidad de la deteccion de anti-

Hu en newronopatia paraneoplasica es del 99.8% con una sensibilidad del 82%

{Molineuro, Graus y Guemero 1998).

Fig. 1. Perfl inmwwhistoquimico rtevelade por aufoanticuerpos  antiHu, presentes en
pacientes con polinewropatia paraneoplsica. Este marcaje se caractesiza por tincibn de toda la
neurona predominantemente por su ndcleo, tano de neuronas de Purkinje como céludas de ka
capa molecular. A, 10X; B, 100X

Es importante mencionar, que al igual que en lo reporiado en la literatura
médica, (Chatk y col., 1992), los pacientes en este estudio quienes cursaban con
sintomas de neuronhopatia probablemente paraneoplasica presentaban un patrdn
polineuropatico mixto axonal y desmielinizante en un 50% de los casos, seguido de
polineuropatia axonal (41.6%) y un solo caso de polineuropatia sensitiva pura
(8.4%).
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Cinco de los pacientes, con cuadro de neuropatia de etiologia incierta,
tuvieron un cancer asociado, perc sélo dos de ellos presentaron positividad
para anti-Hu y anti-Ri, éste Gtimo autoanticuerpo, es detectado comunmente
en mujeres postmenopausicas y quienes presentan signos de afeccion det tatlo
cerebral, mesencéfalo, cerebelar, medulares y descrito con mayor frecuencia
en pacientes con Sindrome opsocionus-mioclonus, siendo los carcinomas de
pulmén o ginecoldgicos frecuentemente asociados con dicho  autoanticuerpo;
sin embargo en este estudio, ia presencia del anti-Ri (Fig. 2} se explica debido
a que el marcaje inmunohistoquimico es muy similar al anti-Hu (tifte tanto
nucieo como el citoplasma de las neurcnas) con la excepcion de que el anti-Ri
no tife a nivel del sistema nervioso periférico, ellc no descarta de que el
paciente pueda tener mas autcanticuerpos antineuronales no detectados en
este ensayoc gue estén en directa con el tumor laringeo y sea el causante de la
neuropatia. Para confirmar que efectivamente se este generando una repuesta
autoinmunitaria se debe de cormoborar que hay autoanticuerpos en contra del
tumor por medio de la realizacién de basqueda de dichos anticuerpos

directamente en & tumor.

Fig. 2. Perf@ inmunohistoquimico revelado por autcanticuerpes anti-Ri, presentes
frecuentemente en paciertes con opsoc:hm&modoms, sin embargo en este estudic fue
enconirado en un paciente con polinewropatia. Este marcaje se caracteriza por tincién granular
de citoplasma con apariencia de un micleo vaclo, de las células de Purkinje y las neuronas de
la capa molecular. A, 10X; B, 100X
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Cuatro‘de los ocho pacientes con degeneracion cerebelosa tuvieron

anticuerpos antinewronales positivos. Tres de ellos (75 %), fueron anti-Yo (Fig.

3) ¥y uno de ellos fue antHu.

Fig-3. Perfil inmunohistoquimico revetado por auloanticuerpos anti-Yo, presentes en
pacientes con degeneracion cerebelosa. Este marcaje se caracteriza por tincion granudar
de citoplasma con apariencia de un nicleo vaclo, de las células de Purkinje y las
neuronas de ia capa molecular. A, 10X;B, 100X

Los sintomas mdas frecuentemente encontrados en estos pacientes
fueron la ataxia y disartria 62.5%, seguido de dismetria y disdiadococinesia en
el 25% y el 12.5% tenia predominio de nistagmo central. El promedio del
tiempo de inicio de los sintomas de DCP hasta que se determiné el anticuerpo

antineuronal fue entre los 13 meses y 23 meses.

De los tres pacientes con positividad para autoanticuerpos anti-Yo dos tenian
adenoccarcinoma de ovaric y uno gastrico, y & positivo para anti-Hu asociado a
cancer de células pequefias de pulmén, muy similar a lo descrito en la
literatura, asi como también la asociacién de pofineuropatia a DCP como un

sindrome de superposicidn paraneoplasica.
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Hubo cuatro pacientes con sintomas cerebelosos con negatividad para
autoanticuerpos, esto se puede presentar hasta en un 50%, cuando se
asocian a cancer de células peguefias de pulmon. (Molinuelo y col., 1998).

Dos de los tres pacientes con encefalitis limbica (66%) tuvieron
autoanticuerpos anti-Hu, autoanticuerpo antineuronal que hasta en ef 75% se
presenta con frecuencia en pacientes con CPCP, por lo que éstos pacientes
con positividad para anti-Hu y cuadro clinico compatible con encefalitis limbica
deben ser rastreados con broncoscopia para detectar de forma temprana el
tumor.

En e} anélisis también observamos la presencia de neuropatia mixta
subaguda en un paciente con cuadro caracteristico de EL y con
autcanticuerpo anti-Hu, ésta asociacion ha sido descrita por la afectacion de
los ganglios dorsales ef [lamado “sindrome anti-Hu™ {Dalmau cot., 1992).

Un paciente con cancer embrionario testicular y cuadro caracteristico de
enefalitis imbica no se determinc autoanticuerpo antineurcnal (Fig. 4).

Sélo un paciente presentd opsocionus miocionus y fue positivo al auto-

anticuerpo antiYo.

A S _;. B

. ‘ o

Fig. 4. Perfil inmunohistoquimico negativo para autoanticuerpos antinewonales. En
pacierte con cuadro dlinico de encefalitis imbica. En este marcaje no se observa tincidn
en el citoplasma de las cékias de las capas de cerebelo ni en las neuronas de Purkinje. A,
63X; B, 100X



Hubo una paciente con cuadro clinico sugerente de sindrome del
Hombre Rigido, el cual fue positivo al autoanticuerpo anti-GAD (Fig. 5) quien
tenia sintornatologia de predominio en miembros inferiores con un promedio de
tiempo de evolucidn de 2 artos desde el inicio de los sintomas; y a quien no se
le asocio enfermedad neoplasica, pero en aquelios pacientes que se sospecha
secundaric a paraneoplasico se reporta con gran frecuencia la presencia de
autoanticuerpos anti-fisifisina. En los pacientes que no tienen asociacion del
SHR con cancer, e autoantigeno mas importante es al anii-GAD,
desarrollando hasta en un 70% de Yos casos diabetes Mellitas tipo | y otras
enfermedades autoinmunes; éstas se relacionan con tres antigenos como son

GAD, anfifisina y gefrina. (Daftakas, 1999).

Fig. 5. Perfi inmunchistoquimice revelado por autoanticuerpos anti-GAD, presentes en un
padente con Sindlome Del Hombre Rigido. Este marcaje se caracteriza por
tincibn  de terminales nerviosas alrededor de los cuerpos de kas neuronas de Purkinie en el
cerebelo de rata. A, 10X; B, 100X

La paciente con cuadro clinico subagudo de disariria, vértigo,
oscilopsias, diplopia trastomo de la mirada conjugada, paraparesia, y sinfomas
disautondémicos sugerente de encefalomieliis se deteclo negativa para

autoanticuerpos antineuronales, a pesar de ser portadora de un
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adenocarcinoma de pulmén. Este dato debemos de tomario en cuenta ya que
con menor frecuencia son encontrades ofros autcanticuerpos amheurmaieé
como son ant-CV2, antififisina, anti-Ma y anti-PCA2, aungue en asociacion <on
anti-Hu (Voltz y col., 1999).

Iguakmente, otro paciente con diagnéstico de adenocarcinoma de mama,
cuyos sintomas predominaba paraparesia de miembros inferiores, sugerente
de mielopatia necrotizante y otra paciente con opsocionus mioclonus quien
también se obtuvo autoanticuerpo anti-Yo, autoanticuerpo no frecuente en esta

V1. Discusién

Este reporte constituye la primera evidencia en la literatura medica en
México de la presencia de los autoanticuerpos anti-neuronales en los pacientes
mexicanos quienes presentan clinicamente un cuadro de SN sin etiologia
definida.

Diferentes técnicas de inmunohistoguimica han sido ulflizadas para la
determinacién de autoanticuerpos anti-neuronales en ‘os SNP, sin embargo,
intenacionalmente se ha demostrado que la mejor es la técnica de
inmunohistoguimica peroxidasa avidina-biotina la cual fue utilizada en nuestra
metodologia, debido a su alta confiabilidad en la deteccidn de los
autoanticuerpos inciuyendo los menos comunes como Anti-GAD.

La mitad de los pacientes con sindromes neurolégicos sin causa definida
presentaron positividad para algin autoanticuerpo.

La polineuropatia paraneoplasica representé la mayoria de SNP
encontrando ant-Hu como marcador antineuronal caracteristico, y asociado a
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carcinoma de mama en un paciente y en ofro a carcinoma laringeo con
positividad para anti-Ri, dato importante ya que no hay caso reportado con esta
asociacién en la iteratura médica.

La superposicion de distintos SNP es frecuente. En este estudio ol 37%
de los pacientes con cuadro de DC tuvo un patrén de polineuropatia.
Se cofmrobora que el cdncer mas asociado a la presencia de anticuerpos anti-
Hu es el carcinoma de cé&lulas pequeiias de pumén.

En el grupo de pacientes con encefalitis limbica paraneoplisica dos de
ellos dieron positividad para anti-Hu, a diferencia del hecho conocido en la

literatura de su asociacién a anti-Ma y anti-Ta {Dalmau y col., 1990).

Vill. CONCLUSIONES

A pesar de la baja incidencia reportada en la literatura de los SNP, en este
estudio demostramos que en e lapso de un afio se pudieron enconfrar
pacientes con sindromes neurolégicos de efiologia no definida que
correspondieron a SNP que se comelacionaron con l2 presencia de
autoanticuerpos antineuronales simiares a los que se han visto en la teratura.
Sera de gran interés analizar si los anticuerpos anti-Yo del paciente con cancer
laﬁngeoreconooenanﬁgenosdelhmor,haﬂazgoquemhasidoanrepa‘tado
en la literatura.

Los SPN aparecen bien caracterizados en su presentacién clinica, sin
embargo tienen una gran complsjidad diagnéstica, esta complejidad deriva de
la heterogeneidad clinico-inmunologica, dando asl distintos patrones de
autoanticuerpos a un mismo sindrome o al contrario, por lo que es dificil definir

catsgéricamente e diagnostico a pesar de la deteccion de los autoanticuerpos



antineuronales, es por elio que representan un gran reto diagnostico para el
neurélogo dinico.

El problema diagnéstico se incrementa cuando no disponemos de apoyo
serolbgico, Como en nuestro pais, complicando asi la atencion oportuna de los
pacientes con un cancer oculto y potenciaimente tratable.

Este estudic servirda para confinuar el estudio de los SNP en México,
relacionados con su epidemiologia y fisiopatologla.

Los sindromes neurciégicos paraneopiasicos deben tenerse en consideracién
ya que en la mayoria de los casos preceden a las manifestaciones clinicas de
la neoplasia que los produce y pueden permitir su diagnéstico en una fase

precoz.
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Anexo 1

ESCALA DE KARNOFSKY

Actividades Puntuacion Equivatente fisico
Normal, sin quejas, faltan 100
indicios de enfermedad
Llevar a cabo una actividad
normal con signos o sintomas {90 Capaz de trabajo y actividad
leves normales, sin necesidad de
esfuerzo. Algunos signos o 80
sintomas morbosos
Capaz de cuidarse, incapaz
de actividad nosmal o frabajo |70

activo

Requiere atencién ocasional, No apto para el frabajo. Capaz
pero es capaz de satisfacer la |60 de vivir en la casa, satisfacer la
mayoria de sus necesidades mayoria de sus necesidades.

, . Necesita una ayuda de
MNecesita ayuda importante y . d
asistencia médica f nte 50 importancia variable
Incapaz, necesita ayuda y 40
asistencia gspeciales
Totalmente incapaz, necesita Incapaz de satisfacer sus
hospitalizacion y tratamiento {30 necesidades, necesita
de soporte activo asistencia equivalente a la de
Gravemente enfermo. 20 un hospital. La enfermedad
Tratamiento activo necesario puede agravarse rapidamente

Moribundo, imeversible
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Anexo 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

wz'mmmmmmmmmmsm
neuTologicos de etiologia indeterminada”.

Investigadores responsables: Dra. Monica Saray Rodriguez Rodriguez y Dra. Ma.
Lucinda Aguirre-Cruz. Subdireccion de Investigacidn. Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia. México Distrito Federad.

introduccion

Lo invitamos a tomar parte en un estudio de investigacién, dinigide a la bisgueda de
anticuerpos ant-neurcnales en pacientes en los que no se puede explicar 1a
presencia de alteraciones Nerviosas por causas infecclosas o traumaticas, o por @
presencia de tumores en el sistema nervioso. Los resuitados de este estudio
faciitaran e establecimienio del diagndstico en padientes conh salteraciones
neurclibgicas que no pueden ser atribuidas a causas infecciosas, traumaticas o a ia
presencia de tumores cerebrales.

Hacemos de su conocimiento que:

1. Tomar parte de este estudio es totaimente voluntario.
2.u$tedpuededecidirnototnarparte.oabmdmareiestl.rdioenm.ua}qmermnerm.
3.Enanlquaadebsmsos.tsiedmperderénmgmodehsbeneﬁdoscomo
paciente de esta institucion.

4. Este estudio podria damos conocimiento vahoso para ayudar a otros pacientes en
el futwro.

Procedimiento y duracién del mismo

Sa trata de la toma de una muestra de su sangre para determinar si hay en ella
anticuerpos dirigidos en contra de neurcnas o de células cerebrales que pudieran
estar causando sus sintomas neuroldgicos. Este estudio no intervendra en su
tratamiento y no le causara dafio alguno. La toma de la muestra se realizara en
menos de 5 minutos.

Rlesgos y molestias
Latomadesau'\grep’ovomunligaodolor,quepasarépidmue,wandosereﬁ'ala
jeringa con la que ésta se extrae.

Confidencialidad: su nombre y los nombres mencionados durante |a entrevista con
usted no seran presentados con los resultados de este estudio.

Acuerdo del participants: He leido y se me ha expiicado la informacion escrita en los
pérrafosaﬂeﬁor&syesioydeaaﬂ'dompaﬁdpareneieﬁwb.
Mi firma al calce indica que acepto participar en este estudio.




Anexo 3
PERFUSION DE LA RATA

{Rata de 250g, con la que obtuve les cerebelos,
el tejido hepdtico y renal de 30 ratas)

a) Material

1.

2.

Bomba peristéltica a flujo bajo
Jeringa de 3ml

. Gasas
. Akcohol al 70%
. Ketamina (1000mg/10ml) y Xilacina (20mg/mi)

. Solucion de lavado: PBS 1x (1000ml)

Sol. Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 1x para 1 litro.

Sohdo Cantidad
Cloruro de Sodio 6.5
Fosfaio de Potasio Monobasico 28
Fosfato de Potasio Dibdsico 04

Solucién de fijado: PFA al 2% (1000ml)

Sol. Paraformaldehido (PFA) al 2%

1. Calentar 300ml de agua bidestilada a no mas de 60° C.

2. Pesar 20g de PFA (Se encuentra en refrigeracion).

3. Vertir los 20g de PFA en el agua bajo agitacion.

4. Adicionar unas gotas de NaOH 10N/IN hasta la completa

disclucion det PFA.
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8.

5. Pesarreacﬁvospara1ldePBS1x,disdveﬂosyaforara700m!

6. Adicionar el PES al PFA bajo agitacion

7. Medir pH en potenciometro el cual no debe rebasar el valor de
9

8. Filtrarlo y ponerio en hielo hasta que se use y durante su
utiiizacion.

Adicionar a la solucién de lavado 1ml de Heparina por cada 500ml.

b} Pariametros de bomba peristiltica PERIMATIC GP

Parémetro Valor

Volumen 0.5ml
Count 999
Deiay 0.5seg
Modo Automatic
Profie Show/Slow/Slow
Tube Smm

Direcdion Run clockwise
Round N

c) Anestesia intraperitoneal

1.

Cargar jeringa con Ketamina 1.5 ml (1000mg/10mi} y Xilacina 0.2ml

(20mg/ml)

2. Tomar la rata por el dorso, con una sola mano, en un solo movimiento.

3.

Con la rata corectamente inmovilizada (evitando cualquier movimiento
durante el procedimiento) inclinarla caudalmente y trazar una tinea
imaginaria que cruce su abdomen fransversalmente justo sobre sus
rodillas. {Fig. 1A linea roja).

ta aguja debera ser insertada sobre esta linea, en el lado derecho del

animal y lo mas cercano posible a la linea que divide longitudinalmente



el abdomen (Fig. 1A linea azil). De esta manera disminuimos el riesgo
de inyectar en ciego o vejiga urinaria.

5. Laag-.xjadebea!wuarmaprohndidaddeapmﬁmadamtemedio
centimetro y debe insertarse con una indinacién de unos 30° con
respecto a la superficie del abdomen.

6. Aspirar para asegurarse de que no se ha alcanzado ningiin vaso
sanguineo, ciego o vejiga urinana.

7. Si ningn fluido es aspirado, proceder a la inyeccion de la muestra.

8. Retirar la aguja y presionar ligeramente la zona de inyeccion.

d) Procedimiento

Con !a rata ya anestesiada, colocaria en posicion declibito supino sobre una

placalrejifia adecuada para la recogida de los liquidos de lavado y fijacion.

1. Lavar la superficie de la rata con etanol 70°.

2. Realizar un corte en la piel a la altura del final del estemén, separar la
pielycatariascosﬁlasenpamlebabspuknon&spa:aemel
corazon.(Fig. 1B)

3. Insertar la aguja, bien de la jeringuilia o bien de la manguera (en caso de
uiﬁzarelaparatodepafusién)queconﬁenebsohxﬁ&delavado,end
ventriculo izquierdo y profundizar en direcci6n a la aofta. (Fig. 1C)

4. La aguja puede fijarse con pinza Kelly durante la perfusion.

5. Realizar una incisidn en ta auricula derecha para permitir el escape de la
circulacion de retomo de los liquidos de tavado. (Fig. 1C)

6. Proceder al lavado con la solucién safina o PBS 1x (1000mi)

7. Proceder a la perfusién de la solucidn de fiiado (PFA 2% 1000ml).
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8. Una\igomsawm-acciénmmlaresmdk:aﬁvadelaconedalﬁacim
del animal.

9. Al finalizar, refirar la aguja y proceder a la extraccion de los 6rganos
deseados.

10. Obtencion de los 6rganos deseados.
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PERFUSION DE RATA

Fig 1. Perfusitn de tejidos. A, anastesna |ntrapet'tml sagunendo lineas de ofientacién
espacial; B, Insicidn de piel de torax anterior para descubrir pamila costal;, C, Una vez
rehi'achhpaTiacostalamerhfsepmwdeacohcarhag.ﬂaendveﬂﬂaﬂotzquierdoy
a hacer una insicién en la auricula derecha que sirva de escape a la sangre y soluciones
de perfusién; D, iniciar perfusién considerando los pardmetros de ja bomba peristéltica; E,
rata en perfusibn con solucidn reguladora de fosfatos, cabe hacer notar el cambio de
coloraciSn en los tejidos, con los puimones congestionados y de color blanco, al igual que
la pérdida de coloracién del tejido hepdtico; F, Cerebelos obtenidos luego de la perfusidn
con PFA, e impregnados con sacarosa at 20%. G. Se monta el cerebelo de la rata ¥y
reafizan cortes de 10 micras en el criostato.
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Anexo 4
ESTANDARIZACION DEL METODO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA LA
DETERMSNACION DE AUTO-ANTICUERPOS ANTI-NEURONALES

Sacar i nimero de laminillas necesarias del congelador a - 20°C:
6 laminiflas de testigos positivos
2 laminillas de testigos negativos

1 lamindlla por paciente

Colocar las laminillas en las camaras de incubacion (las cuales deben tener
papel filtro mojado en el fondo) con e! tefido hacia ariba hasta que se sequen.
identificar las lamindllas con el lapiz diamante de acuerdo a nimeros sucesivos
de una tabla de identificacion {tabla 3 ).

Dibujar un circulo alrededor del cerebelo con lapiz DAKO, teniendo cuidado de
no apretar el kpiz sobre la laminilla.

Reunir las laminillas de espalkdas en un porta-faminillas y sumergirias en una
cuba de vidrio que contenga PBS durante 5 minutos

1.- Inmersién en agua oxigenada.

Sumergir las laminilas durante 10 minutos en otra cuba de agua oxigenada al
1% (9 mL de agua oxigenada al 30%/250 ml de agua destilada).

Dos lavados de 5 min c/u con PBS pH 7.0 sin agitacién (escurrir bien las
laminillas antes de pasarias de cuba a cuba).

2.- Incubacién con amortiguador de bloqueo

Prever contar con regutador de bloqueo (RB) (PBS + 10 % de suero de cabra



suficiente para todas las laminillas, contar con 200 il por cada una de ellas).
Escurrir cada par de laminillas y secar con un pafuelo desechable ia porcion
exterior del circulo sin tocar los cortes, ni la marca con e lapiz DAKO. Colocar
las laminiflas de nuevo en la camara de incubacion. {(debe de haber el menor
liquido posible alrededor de los cortes). Colocar el RB inmediatamente después
de colocar las laminias en la camara, sin dejar que se seque el tejido . Incubar
las laminillas con el RB durante 20 minutos a temperatura ambiente. Empezar
a contar el iempo cuando se haya terminado de adicionar el RB a todas las

lamindllas.

3.- Incubacién de anticuerpo primarnio.

Preparar diluciones finales 1:500 de los sueros como sigue: 1). una diucion
intermedia {1:50) en PBS pH 7.0 {4 pl de suero + 196 p! de PBS); 2). una
dilucién intermedia (1:10) en amortiguador de dilucidn (AD) (10 % de suero de
cabra, 1 % de tritn al 10 %, PBS) (20 ¢l de la primera ditucion + 180 i del

AD).

Eliminar el RB utilizando la bomba de vacio con un cono Empic en el extremo.

Aspirar una columna entera (entre 6 y 8 laminfllas de una sola vez), y después

colocar los sueros con la micropipeta de 200 yl.

Poner agua destilada en e! fondo de las camaras para inmunohistoquimica.

incubar 3 horas a 37°C deniro del homo.
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Esalrilaslamiﬂlassobmpapelabsormmeydespuéssm@iasdedorso,
de dos en dos, en la cubas de vidrio que contienen PBS. Realizar dos lavados
de 5 minutos cada uno sin agitacion. ' '

4 - Incubacién con suerc de pacientes que contienen los anticuerpos primarios

Escurrir las laminilas sobre pape! absorbente, secarlas alrededor del circulo del
lapiz DAKO y volverlas a colocar en las cédmaras de incubacion para
inmunchistoquimica.

Preparar una dilucion 1:100 del anticuerpo secundario en AD (1 yl de
anticuerpo secundario + 199 yl de AD), colocar 200 yl del anticuerpo diluido en
cada corte e incubar 30 minutos a temperatura ambiente (prever 200 W por
corte).

5.- Incubacitn con anticuerpo secundario

Preparar en este momento el KIT ABC, el cual debe reposar 30 minutos en el
refrigerador, en oscuridad antes de utilizarse. Prever 200 il por corte (1 gota de
reactivo A + 1 gota de reactivo B para cada 5 mi de PBS), agitar en virtex para
agitar los dos reactivos. Envolver el tubo en papel aluminio y guardario en &

refrigerador.

Escurrir las laminillas sobre papel absorbente. Lavarlas dos veces en PBS

durante 5 minutos en las cubas de vidrio sin agitacién.

Escumirlas laminillas, secarlas, colocarlas de nuevo en las camaras de

incubacion.
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6.- incubacidn con sistema de amplicador que se une al anticuerpo secundario
y contiene Avidita-Biotina y peroxidasa.
Colocar la solucién ABC (200 pi por corte) tenienco cuidado de que no se

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

Escumir las faminilas sobre papel absorbente, lavar las laminilas dos veces
con PBS durante cinco minutos en las cubas de vidrio sin agitacion.

7.- Colocar el vector, la sustancia de peroxido + colorante (VIP)
Preparacion del VIP: 3 gotas de cada solucién por cada 5 ml de PBS, prever

2001 por corte, agitar después de Ia adicién de cada reactivo.

Escurrir las laminillas, secarlas, y volverlas a colocar en las camaras de

Colocar el VIP en las laminillas testigo (200 yt por cada corte), medir el tiempo

necesario para que estos se coloren. Escurir las laminillas y colocarlas en una

cuba con agua.

Revelar & resto de los cortes, de 3 en 3, del mismo modo como se hizo con los

testigos.

Sumergir los cortes en el PBS.
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Poner las laminilas en la campana de extraccion y realizar los siguientes
bafics: dos en alcohoi al 80%, dos en alcohot al 85%, dos en alcohol absoluto,
ummabohd—ﬁh*ytanharcmmbaﬁosdeﬁkﬂ,mlﬁaﬂolaslaninibs

entre cada bafto.

Sacar las laminillas una a una y ponerles una gota de resina para montar
hunedatanMeelmmreobjeb&Deiarbssecarenlammpanadeexhacciény
revisar en el microscopio lamindla por laminilla el patron inmunohistoguimica
correspondiente a cada pacients.
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