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1. Resumen

Introduccidn

La epilepsia es una afeccién del sistema nervioso central caracterizada por hiperexcitabilidad
neuronal, debida en parte a la desregulacion de los cotransportadores catiéon-cloruro, que regulan la
entrada y salida del cloro al espacio intracelular. EI KCC2 es un cotransportador que regula la
extrusién de cloruro, es una proteina de membrana exclusivo de las neuronas.

En la etapa inmadura y en estados patoldgicos, existe una menor expresion de este cotransportador
en las neuronas, por lo que una alta concentracién intracelular de cloruro provoca la
despolarizacion de la membrana generando que el neurotransmisor Acido Gamma aminobutirico
(GABA) actué de manera excitadora. Cuando la neurona madura, aumenta la expresion de KCC2 y
disminuye la concentracidn intracelular de cloruro, lo que genera la hiperpolarizacion de la
membrana, que resulta en la accidn inhibitoria de GABA.

Objetivo

Cuantificar por métodos estereoldgicos la expresién del cotransportador KCC2 en la sustancia
blanca del foco epiléptico, resecado en la cirugia de epilepsia de pacientes pediatricos refractarios a
medicamentos.

Objetivos particulares

e (Caracterizacion clinica de los pacientes sometidos a cirugia de epilepsia.
e (Caracterizacion patoldgica de los individuos sometidos a autopsia.

e Estandarizar la técnica de inmunodeteccion contra KCC2 en sustancia blanca del foco
epiléptico y de autopsias en edad pedidtrica para su cuantificacion por medio de
estereologia.

e Cuantificar el nimero de células con inmunorreactividad al cotransportador KCC2 en
sustancia blanca del foco epiléptico y autopsias en edad pediatrica.

Material y métodos

En este estudio se obtuvieron los datos clinicos y morfométricos de pacientes pediatricos con
epilepsia refractaria a medicamentos sometidos a reseccién del foco epiléptico,

Se cuantificd el numero de células inmunorreactivas a KCC2 en base a tres niveles de tincién celular
(débil, moderado e intenso) por medio de estereologia con el programa Stereo investigator; las
muestras se dividieron en dos grupos de acuerdo a su volumen, grupo A (volumen menor a 30 mm?3)
y grupo B (volumen similar a 100mm?3). Las muestras resecadas de pacientes fueron pareadas con
tejido de autopsia.



Resultados

El principal hallazgo fue la disminucién significativa del nimero de células inmunorreactivas a KCC2
en la sustancia blanca del foco epiléptico de pacientes con epilepsia de dificil control comparados
con las cuantificadas en el tejido de autopsia.

El grupo A mostrd una disminucion significativa con p < 0.05 en las tinciones celulares débil e
intenso; en las células con tincion moderada de diferencia significativa tuvo una p <0.01 mientras
gue las células totales tuvieron una diferencia muy significativa con una p< 0.001.

En el grupo B unicamente se encontraron diferencias significativas con p<0.01 en la tincién
moderada y en las células totales.

Se encontré predominio de la epilepsia sintomatica, donde el I6bulo frontal es el mas frecuente en
las resecciones. El 30% de los pacientes quedo libre de crisis después de la cirugia el 10% no mostré
mejoria y el 60% restante mejoro el control de las crisis. Los principales medicamentos
antiepilépticos utilizados pre-quirdrgicamente fueron difenilhidantoina (DFH) y levetiracetam, los
mas utilizados post-quirdrgicamente fueron el levetiracetam y el topiramato.

Conclusiones

La disminucion de la expresion del cotransportador KCC2, principal extractor de cloruro, podria
contribuir al efecto excitador del neurotransmisor GABA, lo que explicaria en parte el aumento de
excitabilidad reportado en el del foco epiléptico resecado en la cirugia de epilepsia.

Actualmente no existe ningun estudio morfométrico de células IR-KCC2 en la sustancia blanca del
foco epiléptico de pacientes pediatricos con epilepsia de dificil control, por lo que este estudio
representa un avance para futuras investigaciones.



2. Introduccion

El sistema nervioso en mamiferos estd compuesto por el sistema nervioso periférico (SNP) y por el
sistema nervioso central (SNC), capta los estimulos eléctricos y los canaliza a una gran zona
altamente organizada de recepcién y correlacidn (SNC) que los interpreta y luego, a su vez, elabora

las respuestas adecuadas (SNP), (Lesson y cols., 1990).

El sistema nervioso es una estructura bilateral y esencialmente simétrica con siete partes
fundamentales: médula espinal, bulbo raquideo, protuberancia, cerebelo, mesencéfalo, diencéfalo y
los hemisferios cerebrales. En el humano, los hemisferios cerebrales consisten en una capa externa
muy plegada, la corteza cerebral y estructuras situadas en la profundidad como los ganglios basales,

el hipocampo, hipotdlamo, tdlamo y los nucleos amigdalinos (Kandel y cols., 2001).

2.1 Anatomia de la corteza cerebral

El cerebro esta dividido en dos hemisferios, el hemisferio derecho y el hemisferio izquierdo, estos se
dividen a su vez en lébulos que nombrados de manera coronal de plano anterior a posterior son:
frontal, parietal, temporal y occipital, en vista sagital, debajo del I6bulo temporal y frontal se ubica
la insula; de manera dorsal a ventral se divide en supratentorial e infratentorial, donde el tentorio se
considera la divisidn entre el cerebelo y el I6bulo occipital. El I6bulo frontal que abarca la corteza
motora primaria, la corteza pre-motora y la corteza suplementaria motora se encarga del
movimiento musculo-esquelético, mientras que el area de asociacidn pre-frontal coordina la
informacion de otras dreas de asociacién, controla el comportamiento y habilidades de
razonamiento. El Iébulo parietal abarca la corteza primaria somatica sensorial y el area de
asociacién sensorial, es el encargado de recabar la informacién sensorial de la piel, el sistema
musculo-esquelético, gustativo y visceral. Por su parte, el I6bulo temporal procesa los estimulos

auditivos con el area de asociaciéon auditiva y la corteza aditiva; el I6bulo temporal en conjunto con



el hipocampo se encargan del aprendizaje, emociones y memoria. La insula, conformada por la
corteza gustativa y la corteza olfativa se encarga de procesar el gusto y el olfato. Finalmente, el
I6bulo occipital registra y procesa los estimulos visuales con la corteza visual y el drea de asociacion

visual (Valadez, 2006; Waxman, 2011) (Figs. 1y 2).

Lébulo
Parietal

Lébulo
Frontal

Lébulo
Occipital

Lébulo
Temporal

Figura 1. Division del hemisferio cerebral por Iébulos vista sagital del hemisferio derecho (Imagen modificada del
Departamento de Fisiologia, Escuela de Medicina, Universidad de Costa Rica, 2007, Autor del Contenido y Actividades:
Dr. Luis Fernando Pacheco B.).
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Figura 2. Funciones generales de la corteza cerebral (imagen modificada de Pearson Education, 2007).
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2.2 Citoarquitectura del cerebro.

El cerebro es el drgano encargado de procesar las sefiales recibidas del medio externo e interno,
esta compuesto principalmente de un conjunto de células neurales: neuronas y glia suspendidas en
una matriz lipidica. Una neurona tipo esta compuesta por: cuerpo neuronal, dendritas y axon el cual
puede estar aislado del medio por vainas de mielina formadas por las células de Schwann en el SNP
y en el SNC por oligodendrocitos; a los espacios entre las vainas de mielina se les conoce como
nodos de Ranvier y estas pequefias regiones no aisladas son las que permiten la transmisién del

potencial de accion (Fig. 3).

Deriritas Nodo de Ranvier
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Figura 3. Partes de la neurona tipo del SNP; el cuerpo neuronal contiene al nucleo y organelos, da origen a
las dendritas y al axdn, el cual esta recubierto por vainas de mielina; estas son formadas por las células de
Schwan que se encuentran distribuidas a lo largo del axén, el espacio entre las vainas de mielina es
conocido como nodo de Ranvier y este espacio es clave para la conduccién de los impulsos nerviosos
generados por el potencial de accién (Imagen obtenida de Pearson Education, 2007).

A su vez, las neuronas son clasificadas segiin su morfologia y funcion en:
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Figura 4. Tipos neuronales, las células unipolares y bipolares
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(imagen de: ¢Qué hay en tu cabeza?).
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En el SN existen otros tipos celulares como las células gliales que se encuentran mayor cantidad
ademads de otros tipos celulares de células, a diferencia de las neuronas estas no generan sefiales
eléctricas, a continuacién, se resumen el tipo de células en el tejido nervioso por su origen y se da la
funcion de cada una (Valadez, 2002):

De origen ectodérmico:

e  Neuroglia

e Macroglia central
Astrocitos: sostén, barrera hematoencefilica.
Oligodendrocitos: sostén, vaina de mielina en el SNC.
Ependimocitos: revisten cavidades del encéfalo.

e Macroglia periférica
Células de Schwann: vaina de mielina en el SNP.
Células capsulares (de los ganglios de la raiz dorsal): encapsulan neuronas
separandolas del tejido conectivo que las rodea.

De origen mesenquimatoso:

. Microglia: macréfagos mediadores de respuestas inmunes.

. Células endoteliales de los capilares cerebrales: forma parte de la barrera
hematoencefilica.

. Células piales: sostén y nutricién.

° Pericitos vasculares: células contractiles que se encuentran alrededor del endotelio

vascular, en el cerebro ayudan a mantener la barrera hematoencefalica asi como
funciones homeostaticas del cerebro.

En la corteza cerebral las células neuronales estdn organizadas por capas que permiten la
conduccién de los impulsos y neurotransmisores, en el cerebro sano la corteza generalmente estd
compuesta de seis capas celulares, que incluyen dos capas granulares y dos capas de células
piramidales formando la sustancia gris (Fatterpekar y cols., 2002). Debajo de estas capas se
encuentra la sustancia blanca integrada principalmente por axones mielinizados y algunas neuronas

piramidales (Figs.5y 6).
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Figura 5. Corte coronal de cerebro humano, mostrando la sustancia gris y la sustancia 6

blanca. (Imagen de Tortora y cols., 2013).
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Figura 6. Capas de la sustancia gris y sustancia blanca de la corteza motora cerebral (Imagen de
Pinel, 2007).

2.3 Fisiologia de la neurona

2.3.1 Membrana
La membrana celular es una estructura que proporciona individualidad a la célula, en la actualidad
se considera que la membrana es un mosaico fluido (Singer y Nicolson, 1972) compuesto por:

e Lipidos - Dispuestos en una bicapa con un espesor de 4-5 nandmetros, que se encuentran
en estado semifluido, formando la matriz estructural de la membrana, constituida
principalmente por fosfolipidos, colesterol y glucolipidos .

e Proteinas — Unidas a las caras internas y externas o bien atravesando la bicapa lipidica; se
clasifican segun su asociaciéon con la bicapa lipidica en:

*  Periféricas o extrinsecas (unidas de forma débil a la bicapa lipidica).
* Integrales o intrinsecas (embebidas total o parcialmente en la bicapa lipidica).
* Transmembranales (que atraviesan la bicapa lipidica).
e Glucidos — Unidas a proteinas o lipidos de la monocapa externa de la membrana

(Tresguerres y cols., 1992).



La membrana celular es una barrera entre el medio interno y externo de la célula, si la neurona se
encuentra en reposo, mantiene un estado eléctrico caracteristico que depende de las cantidades de
iones que se encuentran en ambos lados de la membrana celular, dicho equilibrio consiste en una
diferencia de cargas positivas y negativas; en el interior de la membrana las cargas dominantes son
las negativas por los iones cloruro y potasio, mientras el exterior mantiene cargas positivas por las
altas concentraciones de sodio. Se denomina potencial de membrana a la diferencia de potencial

entre las superficies interna y externa de la membrana.

2.3.2 Potencial de accion

El potencial de accidn consiste en un cambio rapido y breve en la polaridad del potencial de
membrana (Kandel y cols., 2000). Si una neurona es estimulada con suficiente intensidad para
alcanzar el nivel critico de descarga o umbral, sobreviene el decremento de su potencial de
membrana; el potencial de reposo de -70 milivoltios (mv) pasa a +50 mv, provocando una afluencia
rapida de sodio y cloruro hacia el citoplasma, invirtiendo la polaridad, lo que genera un potencial de

accién (Valadez, 2002).

2.3.3 Transmisién del potencial

La funcién del potencial de accidn es conducir impulsos a grandes distancias, por medio de los
axones en milésimas de segundo; esté fendmeno es posible ya que la despolarizacién ocurre por
segmentos, generando una reaccién en cadena de tal manera que el segmento que se despolariza
deja atras un segmento despolarizado, por esta razén la conduccion es unidireccional en los axones.

A la propagacién del potencial de accidn se le conoce como impulso nervioso.

En el momento que un impulso nervioso alcanza la terminal axdnica la entrada de sodio y calcio

propicia la fusién de las membranas de las vesiculas sindpticas con el axolema terminal, abriéndolas



al espacio postsinaptico, este proceso libera al neurotransmisor que se liga con un receptor en la

membrana postsinaptica (Kandel y cols., 2000; Valadez, 2002).

La activacion de la membrana post sindptica depende de la cantidad de neurotransmisor, la
despolarizacion de la membrana puede ser graduada en forma de potenciales locales o bien generar

un potencial de accién en la siguiente neurona (Valadez, 2002).

2.3.4 Sinapsis
Las regiones terminales de una célula nerviosa (dendritas o axones) contactan con somas o con
terminales de otras, los sitios de las membranas que se ponen en relacidon se especializan,

constituyendo las regiones sinapticas.

Por las partes de la neurona que se ponen en contacto pueden ser sinapsis:

e Axo-dendriticas e Axo-axdnicas e Dendro-somatica

e Axo-somaticas e Dendro-dendriticas
La denominacidon de estos tipos indica por lo general la direcciéon del impulso, sin embargo, es
frecuente que el contacto de una variedad especifica presente reciprocidad a la direccién del impulso.
Existen dos tipos de sinapsis segin el mecanismo de transmisién, la quimica y la eléctrica.
Funcionalmente las sinapsis pueden ser subdivididas en excitatorias (cuando la neurona postsinaptica
genera un nuevo estimulo) e inhibitorias (cuando no se genera un nuevo estimulo y ademas la

neurona queda refractaria a nuevos estimulos).

Cuando existe alguna malformacién, dafio o desequilibrio en el sistema nervioso central se presentan

distintas enfermedades como la epilepsia.



2.4 Epilepsia

La epilepsia es un desorden del sistema nervioso central, que se define como:

® “Afeccidn crdnica de etiologia diversa, caracterizada por la repeticiéon de crisis paroxisticas,
debidas a una descarga excesiva de las neuronas corticales, asociadas a diversas

manifestaciones clinicas y paraclinicas” (Gastaut, 1973).

En 2005 la epilepsia fue definida conceptualmente como un desorden cerebral caracterizado por la
predisposicién a generar crisis epilépticas. Esta definicidon es aplicada usualmente cuando el paciente

tiene dos eventos espontaneos en un periodo menor a 24 hrs. (Fisher y cols., 2014).

Clinicamente la epilepsia es una enfermedad del cerebro definida por cualquiera de las siguientes

condiciones (Fisher y cols., 2014):

a. Al menos dos crisis sin provocacidn en un lapso menor a 24 horas.
b. Una crisis no provocada y la probabilidad de mas crisis con un riesgo de recurrencia de al
menos 60% después de dos crisis no provocadas, que ocurra en los siguientes 10 afios.

c. Diagnosis de un sindrome epiléptico.

Segun estimaciones, se diagnostican anualmente unos 2.4 millones de epilepsia. En los paises de altos
ingresos, los casos registrados cada afio entre la poblacidn general oscilan entre 30 y 50 casos por
cada 100,000 personas mientras que en los paises de ingresos bajos y medianos esa cifra puede ser

hasta dos veces mas alta (WHO, 2015).

Cincuenta millones de personas de todo el mundo padecen epilepsia, la proporcién estimada de la
poblacién general con epilepsia activa oscila entre 4 y 10 por cada 1,000 personas, aumentando en

los paises de ingresos bajos y medianos, de 7 a 14 pacientes por cada 1,000 personas (WHO, 2015). Se
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estima que en México del 0.8 al 1.5% de la poblacién padecen esta enfermedad (Ruiz-Garcia y cols.,

2002; ILAE., 2015).

2.4.1 Clasificacion

La primera clasificacién de las manifestaciones clinicas que conforman la epilepsia se publicé en 1960
y se actualizo oficialmente en 1981 y 1989 por la Comisién de Clasificaciéon y Terminologia de la Liga
Internacional contra la epilepsia (por sus siglas en inglés: ILAE, “International League Against

Epilepsy”), (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Clasificacion Internacional de epilepsia. Tomado de ILAE, 1981

Crisis Parciales

a) Crisis parciales simples
Con sighos motores
Con sintomas somatosensoriales o sensitivos especiales
Con sintomas o signos autonémicos
Con sintomas psiquicos

b) Crisis parciales complejas
Con inicio parcial simple seguido de pérdida de la conciencia
Con pérdida de la conciencia desde el inicio

c) Crisis parciales secundariamente generalizadas
Crisis parciales simples secundariamente generalizadas
Crisis parciales simples secundariamente complejas
Crisis parciales simples secundariamente complejas y secundariamente generalizadas

Crisis Generalizadas

a) Crisis de ausencia
Ausencias tipicas
Ausencias atipicas

b) Crisis mioclonicas

c) Crisis clonicas

d) Crisis ténico-cldnicas

e) Crisis aténicas

Crisis epilépticas no clasificadas
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Cuadro 2. Clasificacion Internacional de los sindromes epilépticos. Tomado de ILAE, 1989

1. Epilepsias Localizadas (focales)
1.1 Idiopaticas
Epilepsia benigna de la infancia con puntas centrotemporales
Epilepsia de la Infancia con paroxismos occipitales
1.2 Sintomaticas
Epilepsia parcial continua progresiva de la infancia (Sindrome de Kojewnikow)
Sindromes caracterizados por crisis con modos especificos de precipitacion
Epilepsias del I6bulo temporal, frontal, parietal y occipital
1.3 Criptogénicas
2. Epilepsias o Sindromes Generalizados
2.1 Idiopaticos
Convulsiones Neonatales Benignas Familiares
Convulsiones Neonatales Benignas
Epilepsia Miocldnica Benigna de la Infancia
Ausencia Infantil y Juvenil
Epilepsia con Crisis de Gran Mal al Despertar
Epilepsias con crisis precipitadas por modos de activacion especificos
2.2 Criptogénicos
Sindrome de West o Espasmos Infantiles
Sindrome de Lennox — Gastaut
Epilepsia con crisis miocldnicas-astaticas
Epilepsia con ausencias miocldnicas
2.3 Sintomaticos
Encefalopatia Mioclénica Temprana
Encefalopatia Infantil Temprana con Brote Supresion
3. Epilepsias o Sindromes sin determinar si son generalizadas o focales
3.1 Con crisis generalizadas o focales
Crisis neonatales
Epilepsia Miocldnica Severa de la Infancia (Sindrome de Dravet)
Epilepsia con Punta-Onda Lenta durante el suefio
Afasia Epiléptica adquirida (Sindrome de Landau-Kleffner)
3.2 Sin claras crisis focales o generalizadas

4. Sindromes Especiales: Addendum. Ataques inesperados, fortuitos, ciclicos y producidos por factores
sensoriales. Crisis prolongadas, “status epilepticus” (estado epiléptico), etc.
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Actualmente la ILAE ha propuesto una nueva manera de clasificacién del sindrome epiléptico, en el
cual se propone una “simplificacion” para su identificacién, estd consiste en la clasificacion

dependiendo el tipo de crisis (parcial o generalizada) (Berg y cols., 2010); (Fig.7).

2.4.2 Epilepsia Refractaria o de dificil control

La persistencia de crisis epilépticas no provocadas, diagnosticadas con certeza, que interfieren con la
vida diaria, suficientes para generar invalidez socio-laboral-escolar y producir insatisfaccion personal,
tras llevar un tratamiento con al menos dos farmacos antiepilépticos de primera linea, a las dosis
maximas toleradas, con un cumplimiento impecable durante un periodo de dos afios, que puede ser
acortado en situaciones de especial gravedad, es conocida como epilepsia refractaria a
medicamentos, farmacorresistente o también llamada de dificil control (Sdnchez y cols., 2002,
Orientacion diagnostica, 2013). En estos casos, la reseccidén quirurgica ofrece la ultima oportunidad
terapéutica, siempre y cuando se identifique un foco discreto o zona epileptégena causante de las
crisis (Villalobos y cols., 1995; Ryvlin y Rheims, 2008).

La zona epileptégena o foco epiléptico, es el sitio de la corteza cerebral donde inician las crisis,
incluye tejido adyacente, que incluso sin ser originador de las crisis, es potencialmente epileptéogeno
(Cepeday cols., 2006).

En la zona epileptégena se genera actividad paroxistica que provoca la pérdida de la sincronia
neuronal, en estado normal la generacién simultdanea de respuestas sinapticas en un grupo de
neuronas, produce localmente un flujo de iones entre el espacio extracelular y el interior del grupo de
células. Este flujo idnico produce un potencial de campo y de accién que es posible registrar en el
espacio extracelular (Trevifio y cols., 2007). El 70% de los pacientes epilépticos controlan sus crisis
con farmacos antiepilépticos, para el restante 30% con epilepsia de dificil control, se aplican métodos
no farmacoldgicos como la cirugia de epilepsia, dieta cetogénica, estimulacién profunda y
estimulacién vagal entre otros (Sanchez-Alvarez y cols., 2002; Banerjee y cols., 2009).
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Simples

Parciales Complejas
Crisis

Secundariamente

Generalizadas -
generalizadas

Tipicas
Ténico-clénicas
Tonicas —— (en cualquier

combinacion) Atipicas

Miocldnicas

Con
caracteristicas
especiales

Ausencias

Con mioclonias

Crisis palpebrales
generalizadas

Mioclono

atdnicas
Miocldnicas
Mioclono tdénicas

Cldénicas

Focales

Atonicas Desconocidas

Espasmos
epilépticos

Figura 7. Clasificacion de las crisis modificada de Berg T. y cols. (Berg y cols.,2010). La crisis que no
se pueda incluir claramente en una de las categorias anteriores deberia considerarse no
clasificada hasta que nueva informacién permita su diagndstico preciso.
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2.4.3 Cirugia de epilepsia

La cirugia de epilepsia consiste en la delimitacion de la zona epileptégena del paciente, por medio de
un mapeo cerebral obtenido por corticografia transoperatoria, una vez delimitada la zona evitando
gue esta sea elocuente (que se encuentre en una regién con funciones especificas no reemplazables,
por ejemplo: la zona motora), se procede a la reseccién cortical. La reseccion generalmente consiste
en una corticectomia, aunque dependiendo de la extension, se pueden realizar corticectomias

funcionales, lobectomias o resecciones mas amplias (Villalobos y cols., 1995).

2.4.4 Patologias relacionadas con la epilepsia refractaria
Los sustratos patolégicos identificados con mayor frecuencia en el foco epiléptico en pacientes

pedidatricos son:

e Malformaciones del desarrollo cortical del 12 al 38% (Mateos-Beato, 1999), donde la displasia
cortical es la mas frecuente como causa subyacente de las crisis parciales refractarias con el
5.5% de los pacientes pediatricos (Cepeda y cols., 2006).

e Esclerosis temporal mesial o esclerosis hipocampal con 15-40% de pacientes (Villalobos y
cols., 1995).

e Tumores cerebrales benignos, alojados generalmente en los |6bulos frontal y temporal como
gliomas, gangliogliomas, glioma subependimario de células gigantes, ependimomas,
cavernomas y astrocitomas (Louis y cols., 2007), donde el 15 al 30% es mas frecuente en
infantes (Villalobos y cols., 1995).

Evidencia encontrada en tejido humano epileptégeno, indica que el tejido displasico mantiene
propiedades de la etapa de inmadurez neuronal, mostrando mecanismos de inicio de crisis similares a

lo observado durante el desarrollo del cerebro inmaduro (Aronica y cols., 2007). En los sustratos
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resecados se pueden encontrar neuronas dismorficas, las cuales presentan una excitabilidad
aumentada y descargas espontdneas parecidas a crisis (Kerfooty cols., 1999).

2.4.5 Regulacion del acido gama aminobutirico (GABA) y epilepsia

La comunicacién neuronal estd regulada por la homeostasis entre las sefiales excitadoras o
inhibidoras que reciben las neuronas. Al haber una alteracién del equilibrio entre estas sefiales, ya
sea por un aumento en la excitabilidad o una disminucién en la inhibicion, la actividad neuronal se
descontrola y se puede presentar actividad hipersincréonica y paroxistica, la cual posteriormente
puede desencadenar crisis epilépticas.

Una de las razones por las cuales las redes neuronales pueden incrementar su excitabilidad en
estados patoldgicos como la epilepsia, es por un cambio en el efecto del neurotransmisor GABA de
hiperpolarizante (inhibidor) a despolarizante (excitador) (Cellot y Cherubini, 2013).

2.4.6 GABA

Uno de los principales neurotransmisores involucrados en la homeostasis celular es el aminoacido
acido gamma-aminobutirico, el cual inhibe la capacidad de respuesta de las neuronas para generar
potenciales de accién, ademds de sincronizar las redes neuronales (Cossart y cols., 2005), asi, el
bloqueo de la neurotransmision GABAérgica provoca actividad paroxistica en tejidos sanos, mientras
que sustancias potenciadoras del sistema GABAérgico evitan las crisis.

Existen evidencias en las cuales el GABA cambia su accién de inhibidor a excitador (Cossart y cols.,
2005), lo cual esta determinado por la concentracidn intracelular de cloruro que a su vez estd
regulada por la expresion de los cotransportadores de cloruro catidon-Cl: NKCC1 y KCC2 (Aronica y
cols., 2007). Por lo que se ha postulado que una de las causas de la epilepsia se debe a un desbalance
de la expresion de los cotransportadores de cloruro que alteran la concentracidn intracelular de
cloruro, el cual ocasiona que la célula GABAérgica cambie su comportamiento de inhibidor a

excitador.
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2.5 Cotransportadores de cloruro NKCC1 y KCC2

Los cotransportadores NKCC1 y KCC2 son proteinas de membrana, isoformas de NKCC y KCC
respectivamente, las cuales son parte de la familia trasportadora de solutos 12 “Solut Carrier Family
12”7 (SLC12) y la familia cation-Cl-cotransportador (CCC) (Medina y cols.,2014).

La familia CCC consta de tres grupos; NKCC 6 Na—K-2Cl,, KCC 6 K—Cl, y NCC 6 Na—Cl,. Los
cotransportadores NKCC y KCC son los reguladores de la homeostasis idnica en el sistema nervioso
central (Payne y cols., 2003; Medina y cols., 2014).

2.5.1 NKCC

En el sistema nervioso central, NKCC es un cotransportador electro-neutral; se clasifica en dos
isoformas NKCC1 y NKCC2. La proteina de membrana NKCC1 o SLCI2A2 regula el volumen y la
polaridad celular, por medio de la introduccion de iones a la célula; se expresa en células gliales,
neuronas, células endoteliales vasculares, células musculares, Plexos coroideos, y en la membrana
basolateral de células secretoras epiteliales (Akiyama y cols., 2007; Payne y cols., 2003; Puskarjov y
cols., 2014).

NKCC1 es activado por la fosforilacién del dominio regulatorio ubicado en la terminal N de la
molécula (Flemmer y cols. 2002). Las neuronas inmaduras se despolarizan en respuesta a la activacion
del receptor GABAA en consecuencia a la acumulacion activa de Cl; por su intrusion al citoplasma via
NKCC1 (Hibner y cols. 2001; Hiibner, 2014).

2.5.2 KCC

Se han identificado cuatro isoformas de KCC, de estas cuatro KCC2 o SLCI2A5 es la Unica que se
expresa exclusivamente en neuronas maduras (Williams y cols., 1999; Kahle y cols., 2010). Su funcidn
es extraer el cloro del citoplasma al espacio extracelular, esto induce despolarizaciéon de la

membrana. Actualmente se ha probado que es una proteina estructural importante para la formacién
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y funcidn de las espinas dendriticas en neuronas corticales. (Puskarjov y cols., 2014).

Ambos cotransportadores (NKC1 y KCC2) son activados e inhibidos por medio de una red de
fosforilacion, cuando se detecta una concentracién hipotdnica o hipertdnica de cloruro se inicia la
fosforilacion y la activacion de osmosensores especificos cinasas serina-treonina, WNKs (“With no
Lysine = K”, por sus siglas en inglés) y cinasas transductoras como la Ste20-tipo y OSR1 (Kahle y cols.,
2008; Khale y cols., 2010).

En el cerebro inmaduro y en estados patoldgicos como la epilepsia, las neuronas presentan altas
concentraciones intracelulares de cloruro debido a que existe una mayor expresion del
cotransportador NKCC1. En consecuencia a esta alta concentracién intracelular de CI’, los canales
receptores GABA, se abren, ocasionando que el cloruro salga de las neuronas, resultando en la
despolarizacién de la membrana (ya que el cloruro posee carga negativa), generando un efecto
excitador de la neurona, en la etapa inmadura o en estado patoldgico existe una alta expresion del
cotransportador NKCC1 y una baja expresién de KCC2 lo que propicia que los niveles intracelulares de
cloruro sean elevados, por lo que la activacién del receptor GABA, estimula la extrusion de los iones
de cloruro al espacio extracelular, lo cual genera la despolarizacion de la membrana y en

consecuencia el efecto excitador (Chammay cols., 2012),(Fig.8).

2.6 Estudios de los cotransportadores en el tejido epiléptico

Se han llevado a cabo algunos estudios del cotransportador KCC2 desde que la proteina fue
caracterizada por Williams y colaboradores en 1999. Aronica y colaboradores en 2007 realizaron un
estudio semi-cuantitativo del cotransportador KCC2 en la sustancia gris de la corteza cerebral del
tejido epiléptico donde se encontré un aumento de las neuronas inmunorreactivas a KCC2 (IR-KCC2)
con diferentes patologias. Ese mismo afio (2007), Munakata y cols. mencionaron que de manera
cualitativa se aprecian pocas células IR-KCC2 en la sustancia blanca de tejido control. Sin embargo, en
el estudio de Robinson y cols. (2010), se menciona que en la sustancia blanca dafiada de infantes
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pretérmino existe disminucion de la expresidn del cotransportador. Es importante mencionar que en
los dos primeros estudios no existe separacion de los resultados de los resultados provenientes de
pacientes pediatricos y de los provenientes de adultos, ademas no se llevan a cabo comparaciones
homologas de la corteza cerebral. Estos estudios se han llevado a cabo Unicamente en algunos cortes
del foco epiléptico, sin tomar en cuenta que el foco epiléptico no es una estructura unidimensional
sino una estructura tridimensional. Hasta el momento, no existen reportes cuantitativos
estereoldgicos de la expresidn del cotransportador KCC2 en la sustancia blanca del foco epiléptico de
pacientes pediatricos exclusivamente. Estos resultados podrian ayudar a entender el fenédmeno in situ

y buscar nuevos blancos terapéuticos para las crisis de la epilepsia de dificil control.

Etapa inmadura;

Estado patoldgico Madurez

Despolarizacion Hiperpolarizacién
Accion excitadora Accién inhibidora de
de GABA GABA
i NKee1 Célula gabaérgica
L Receptor de GABA,

J KCC2

Figura 8. En la etapa madura, las neuronas expresan mayor cantidad del cotransportador KCC2, el cual al
extraer iones de ClI" mantiene la concentracion intracelular de iones Cl baja a comparacion del espacio
extracelular, en este caso la apertura de los canales de GABAx introducen iones CI, hiperpolarizando la
membrana neuronal, ocasionando un efecto inhibidor. En la etapa inmadura o en estado patoldgico
(epiléptico) existe una alta expresion del cotransportador NKCC1 y una baja expresién de KCC2 lo que
propicia que los niveles intracelulares de CI" sean elevados, por lo que la activacion del receptor GABAa
estimula la extrusién de los iones CI° al espacio extracelular, generando la despolarizacion de la
membrana y como consecuencia un efecto excitador. La flecha azul indica el proceso normal de
maduracion, mientras la flecha roja indica el proceso de estado patoldgico (Imagen modificada de Ben
Ari, 2002).
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3. Justificacion

Existen estudios realizados en la sustancia gris de la corteza cerebral que han confirmado que la
desregulacion en la expresion del cotransportador KCC2, es uno de los factores que desencadena las
crisis en la epilepsia de dificil control o refractaria, sin embargo, estudios cuantitativos mas detallados
sobre los cotransportadores son necesarios para revelar los mecanismos de regulacion. Actualmente
no existe un reporte cuantitativo estereoldgico sobre la expresién del cotransportador KCC2 en la
sustancia blanca. Este trabajo puede formar parte de los estudios que se tomen como referencia para
otros andlisis, que posteriormente permitan encontrar nuevos blancos terapéuticos y farmacos, que
permitan controlar las crisis, brindando una mejor calidad de vida a los pacientes con epilepsia de
dificil control.

4. Hipétesis

El nimero de células que expresan KCC2 serd menor en la sustancia blanca del foco epiléptico
resecado en la cirugia de epilepsia en comparacion con el tejido proveniente de autopsias de
individuos sin afecciones del sistema nervioso central.

5. Objetivo general

Cuantificar por métodos estereoldgicos la expresion del cotransportador KCC2 en la sustancia blanca
del foco epiléptico, resecado en la cirugia de epilepsia de pacientes pediatricos refractarios a
medicamentos.

6. Objetivos particulares

e (Caracterizacion clinica de los pacientes sometidos a cirugia de epilepsia.

e (Caracterizacion patoldgica de los individuos sometidos a autopsia.

e Estandarizar la técnica de inmunodeteccion contra KCC2 en sustancia blanca del foco
epiléptico y de autopsias en edad pedidtrica para su cuantificacion por medio de estereologia.

e Cuantificar el numero de células con inmunorreactividad al cotransportador KCC2 en

sustancia blanca del foco epiléptico y autopsias en edad pediatrica.
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7. Material y métodos

Este trabajo corresponde a un estudio de tipo prospectivo, transversal, observacional, descriptivo con

numero de registro en el Instituto Nacional de Pediatria 48/2008.

Debido a que las muestras de tejido cerebral humano se obtuvieron en pequefas cantidades y con
poca frecuencia, ademas de que ésta linea de investigacion era nueva en el Laboratorio, inicialmente
se realizé la estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica en tejido cerebral de ratas y

posteriormente se trabajo en el tejido procedente del foco epiléptico y autopsias.

7.1 Anticuerpos

En este trabajo de tesis tanto para los tejidos de rata como de humano se utilizé el anticuerpo
primario KCC2 policlonal desarrollado en conejo (Millipore, USA) y como anticuerpo secundario se

utilizo el IgG biotilinado anticonejo desarrollado en cabra (Vector, USA).

7.2 Estandarizacidn de los reactivos para inmunohistoquimica en tejido de rata

La técnica inmunohistoquimica se estandarizé en tejido cerebral de rata macho adulto de la cepa
Sprague-Dawley. Los animales se perfundieron via intracardiaca con solucién salina al 0.9% vy
posterior fijacion con paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M (PFA-PB), (Fig.9).
Posteriormente se extrajo el encéfalo que se crioprotegidé en solucién de sacarosa al 30% y se congelo
en 2-metil butano mantenido en hielo seco (CO,). Se obtuvieron cortes cerebrales coronales seriados
de 50 micras de grosor, mediante el uso de un criostato (Leica Cryocut 1800), y se almacenaron

individualmente en solucién anticongelante a 4°C.

Se utilizé el anticuerpo primario KCC2 1:2000 y el anticuerpo secundario anticonejo 1:500, con un
tiempo de revelado en diaminobencidina de 2 minutos. Se realizaron controles negativos mediante la

omision del anticuerpo primario o secundario.
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Figura 9. Proceso de perfusién con bloqueo de arterias y venas inferiores. (Imagen
modificada de http://webs.uvigo.es/mmegias/6-tecnicas/2-metodos-fijacion.php).

7.3 Procesamiento del tejido proveniente de humanos
7.3.1 Obtencién de las muestras

Las muestras de tejido de la corteza cerebral que se tomaron como control, se obtuvieron de las
disecciones de autopsias en el Departamento de Anatomia Patoldgica del Instituto Nacional de
Pediatria (INP), y del anfiteatro del Instituto de Ciencias Forenses (INCIFO), de 2009 a 2014, con
asesoramiento de los médicos patdlogos. Las muestras corresponden a individuos en edad pediatrica

sin afecciones del sistema nervioso central con un tiempo post-mortem menor a 10 horas.

Las muestras de la zona epileptdégena se obtuvieron en las cirugias de epilepsia de pacientes
pediatricos del Instituto Nacional de Pediatria (INP), y del Hospital "Humanitas Medical Group"
(HMG), que se llevaron a cabo en el periodo comprendido de 2009 a 2014. Las cirugias de epilepsia
fueron realizadas por los neurocirujanos de las respectivas instituciones, en este tipo de cirugia se
llevd a cabo la exéresis del area epileptégena 6 foco epiléptico, como medida terapéutica para

controlar las crisis de pacientes con epilepsia de dificil control. Todos los pacientes fueron sometidos
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a un monitoreo electrofisiolégico intraoperatorio, con la ayuda de una malla de electrodos para
delimitar la zona con actividad eléctrica cortical paroxistica. Posteriormente el neurocirujano removié

completamente la zona epileptégena empleando el procedimiento quirldrgico iddneo para cada caso.

7.4 Criterios de inclusion y exclusién
7.4.1 Criterios de inclusion de los individuos sometidos a autopsia

1. Individuos de ambos géneros.

2. Edad entre 1 mes y 18 afios.

3. Individuos que no presentaron alteraciones neurolédgicas o tratamientos con afeccién al
sistema nervioso central.

7.4.2 Criterios de exclusion de los individuos sometidos a autopsia

1. Individuos que presentaron crisis convulsivas o epilépticas sin diagndstico definitivo.
2. Individuos con enfermedades metabdlicas o sindromes.
3. Individuos con alteracion en el sistema nervioso central.

7.4.3 Criterios de inclusion de los pacientes pediatricos con cirugia de epilepsia
1. Pacientes con tratamiento quirurgico por epilepsia de dificil control del INP.
2. Pacientes de ambos géneros.

3. Edad entre 1 mesy 18 anos.

4. Pacientes con epilepsia parcial o generalizada de dificil control.

5. Pacientes que fueron tratados farmacolégicamente con al menos dos farmacos de primera
indicacion, por un lapso de 6 meses, con seguimiento de niveles séricos de los
antiepilépticos y sin mejoria clinica o empeoramiento de la epilepsia.

6. Pacientes cuya epilepsia les impidio realizar actividades cotidianas propias de su edad y

que presentaron deterioro de su calidad de vida.

7.4.4 Criterios de exclusidon de los pacientes pediatricos con cirugia de epilepsia
1. Pacientes con enfermedades heredo-degenerativas, metabdlicas, concomitantes y/o

progresivas.
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7.5 Datos clinicos

Se revisaron los expedientes de autopsias y expedientes clinicos de los pacientes con cirugia de
epilepsia para obtener los siguientes datos: género, edad, diagndstico patoldgico, etiologia de la
epilepsia, duracién de la epilepsia, tipo de crisis, localizacién, lateralidad, cirugia, interpretacion de
resonancia magnética, interpretacion de electroencefalograma, farmacos antiepilépticos. Se

realizaron bases de datos y se organizaron en cuadros y graficas.

7.6 Procesamiento de los tejidos

7.6.1 Estandarizacidn de la concentracion para inmunohistoquimica en tejido cerebral
humano.

Una vez probados los reactivos en el tejido cerebral de rata se realiz6 la estandarizacién de la
inmunodeteccién contra KCC2 en cortes de corteza cerebral de autopsia, donde se probaron las
concentraciones de AB primario contra KCC2 1:2000, 1:200 y 1:50.

7.6.2 Fijacién

Las muestras de autopsias obtenidos de las autopsias por los patdélogos y técnicos se fijaron en una
solucion de formol (Merck) al 10%, durante diez dias. Posteriormente se procedié al corte coronal del
encéfalo en rebanadas de aproximadamente 1cm de grosor. De cada individuo se recolectaron de
forma bilateral muestras de 1 cm® de volumen minimo de la corteza frontal, parietal, temporal,
occipital e hipocampo. La post-fijacién se realizd con PFA al 4% a 4°C. Las muestras de tejido resecado
en la cirugia de epilepsia y del INCIFO se fijaron por inmersidon en PFA-PB al 4% a 4°C durante diez

dias.

Posteriormente las muestras se crio-protegieron en buffer de fosfatos 0.1 M - sacarosa al 30% hasta

que el tejido quedd completamente sumergido en el contenedor.
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Después los tejidos se congelaron rapidamente sumergiéndolos en 2-metil butano (Sigma-Aldrich,
USA), enfriado con hielo seco (CO;), por 2 minutos (dependiendo del tamafio de la muestra),

almacendndolos en un ultracongelador (Thermo Scientific), a -70°C.

Se obtuvieron cortes coronales y seriados de 50 micras con la ayuda del criostato Leica (CRYOCUT
1800), a -19°C y se depositaron en una solucion anticongelante para almacenarlos individualmente a

4°C, en placas de cultivo de 24 pozos.

7.6.3 Seleccion de cortes para procesar
La seleccién de los cortes se llevd a cabo de manera aleatoria y sistematica, del conjunto de cortes
seriados, el primer corte se tomé al azar entre los primeros ocho y posteriormente cada octavo corte

hasta el final (Gémez-Liray cols., 2011).

7.6.4 Inmunohistoquimica biotilinada

Los cortes se procesaron mediante la técnica de inmunohistoquimica biotilinada para KCC2, que se
llevd a cabo por libre flotacidn, en paralelo, agitacién constante y a temperatura ambiente, excepto la
incubacién con el anticuerpo primario y el desenmascaramiento con buffer de citratos (Fig.10). Se

realizaron blancos de las muestras suprimiendo el anticuerpo primario o el secundario.

Finalmente, los cortes se montaron en portaobjetos cubiertos con gelatina y se cubrieron con
Entellan neu* (Merck, Alemania), y cubreobjetos. A cada preparacion se le asigndé una clave para que

el observador no conociera su procedencia.

25



i —

! e3 Lavados
Tejido cortado | de 15
a 50 micras min. en
PB 0.1M
*3 Lavados
Bloqueo con de 15
H,0, al 1% min. en
PB 0.1M
¢3 Lavados
) dels
Desenmascaramiento min. en
en Buffer con citratos ' PBO1IM
a65°C, 1 hr | ’
T N
Incubacién en AB 1° | *2 Lavados
Kcc2, 1:200,4°c,3  de15
dias * min. en
PB 0.1M

Incubacién en AB 2° *3 Lavados
anticonejo 1:500, 2hrs = de15
ok min. en
PB 0.1M
( B *3 Lavados

Incubacion en de 15
kit de AB, 2 hrs | min. en

PB 0.1M
Y
Revelado con 'fsggc?snla
DAB, 2 min. con H,0

Figura 10. Diagrama de la técnica inmunohistoquimica biotilinada contra KCC2 en tejido humano. *El anticuerpo
(AB) primario se diluyo en PB 0.1 M, suero de caballo 10% y Tween 20 al 0.1%. **El anticuerpo secundario se
diluyo en PB 0.1 M y suero caballo al 5%.

7.7 Conteo de células

El conteo de células inmunorreactivas a KCC2 se llevd a cabo en la sustancia blanca de manera

sistemdtica y aleatoria, en un sistema de imagenes, (microscopio BX-51; Olympus, Japdn), y se
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analizaron las imagenes con el software estereoldgico (MBF Bioscience, USA). Para obtener el

numero total de células inmunorreactivas a KCC2 se utilizé el fraccionador éptico.

Se formaron dos grupos de analisis en base al volumen de la sustancia blanca; el grupo A consistié de
muestras con un volumen promedio menor de 30 mm3, mientras que el volumen promedio del grupo
B fue de 100 mm?3. El conteo fue realizado con un objetivo de 60X. Se establecieron tres niveles de
tincion celular: débil, moderado e intenso. De todas las muestras se obtuvo el diagndstico

histopatoldgico.

7.7.1 Criterios de inclusion de las muestras procesadas

1. Tejidos identificados y preservados adecuadamente en PFA-PB.

2. Tejidos con volumen minimo de 1cm3.

3. Tejidos cortados de manera seriada, sin rasgaduras ni melladuras.

4. Tejidos que se procesaron en paralelo con el mismo lote de anticuerpos y técnica,
respetando tiempos y temperatura.

5. Tejidos montados en cubreobjetos gelatinizados al final del proceso de
inmunohistoquimica, que no presenten dobladuras ni arrugas en su superficie y cubiertos

uniformemente con resina sintética y cubreobjetos.

7.8 Analisis estadistico

Los datos clinicos obtenidos se procesaron con estadistica descriptiva, graficando los porcentajes. Los
datos obtenidos del nimero de células inmunorreactivas a KCC2 se graficaron en base al promedio y
desviacidon estandar y posteriormente se procesaron con el programa estadistico SPSS V20
("Statistical Package for Social Studies", Version 20). Primero se aplicé la prueba de homocedasticidad
de varianzas de Levene, si el valor obtenido era significativo se aplicd la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney, de lo contrario se aplicd la prueba estadistica t de Student tomando una p< 0.05 para

considerar significativo el resultado.
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8. Resultados

8.1 Manejo clinico del paciente con epilepsia

Todos los pacientes con epilepsia de dificil control que fueron sometidos a cirugia de epilepsia en el
INP tuvieron el siguiente manejo clinico. Inicialmente los pacientes ingresaron y fueron valorados por
un médico pediatra y un neurélogo, posteriormente en caso de sospecha fueron canalizados al
departamento de neurologia donde se revaloraron y se refirieron a la clinica de epilepsia. Aqui fueron
diagnosticados y se les proporciono tratamiento farmacolégico dependiendo de la sintomatologia de
la epilepsia. El paciente se mantuvo en evaluacidn constante; si respondia adecuadamente al
tratamiento se realizaba un seguimiento, control de la enfermedad y evaluacién periddica. Sin
embargo, si no respondia al tratamiento y se diagnosticaba epilepsia de dificil control, los posibles
candidatos se discutieron en una sesidon multidisciplinaria, donde se determind si era candidato a
cirugia o no. En caso de ser candidato, fue evaluado por Anestesiologia y Neurocirugia para
determinar el tipo de procedimiento y fecha de la cirugia. Después de la cirugia se realizaron
consultas de control y seguimiento. Si el paciente no era candidato se mantuvo vigilado y se

ofrecieron cuidados paliativos (Fig. 11).

8.2 Datos clinicos de los pacientes con cirugia de epilepsia

Se reclutaron 10 pacientes, de los cuales 6 cumplieron los criterios de inclusidn para el estudio
morfoldgico. En el cuadro 3, se describen los datos generales de los 10 pacientes sometidos a cirugia
de epilepsia en el INP y en el HMG en el periodo de 2009 a 2014. El 40% de los pacientes fueron del
género masculino y 60% del género femenino. La edad promedio fue de 8.5 afos, con un rango de 4
meses a 16 afos con 6 meses. El rango de la duracion de la epilepsia fue de 2 meses a 12 afios con 6
meses, con un promedio de 4 afios con 6 meses. La epilepsia parcial predominé en los diagnédsticos

clinicos (60%), el diagndstico patoldgico predominante fueron los cambios hipdxicos (40%), seguido
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de displasia cortical (20%), ganglioglioma (20%), e inflamacién (10%). La etiologia de la epilepsia fue

de origen sintomatico en el 90% de los casos, mientras que el 10% fue de origen criptogénico.
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Figura 11. Manejo clinico de los pacientes con epilepsia en el Instituto Nacional de Pediatria.
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8.3 Crisis epilépticas

En el cuadro 4 y figura 12 se muestra la edad de inicio, el tipo y la frecuencia de las crisis epilépticas
prequirdrgicas y posquirurgicas de los pacientes. El rango de edad del inicio de las crisis fue de 4
meses a 10 afios con una media de 3.6 afios. En los registros preoperatorios predominaron las crisis
parciales con un 40%, las crisis tdnicas con el 30%, tdnicas generalizadas con el 10%, mioclonias 10% y

crisis no especificadas 10%.

Como puede observarse, las crisis postquirdrgicas que predominan son las parciales (30%) y la
ausencia de crisis (30%), seguidas de las crisis tonicas (20%), crisis generalizadas (10%) y en el 10%

restante no se ha reportado la evolucidn del paciente.

En el cuadro 4 también se puede observar que después de la cirugia, en cuanto al control de crisis
hubo una mejoria en el 100% de los pacientes, el 30% de ellos dejaron de manifestar crisis, mientras

el 60% restantes disminuyeron la cantidad de eventos al dia, del 10% no se encontré el reporte.

8.4 Examenes de Resonancia Magnética

En el cuadro 5, se resumen los datos de las interpretaciones de las resonancias magnéticas pre y
postquirdrgicas de los pacientes con intervencion quirdrgica. Los estudios prequirurgicos describen
los hallazgos mas importantes; no se encontraron datos de tres de los diez pacientes, 20% presenta
displasia localizada, 10% probable displasia, 10% encefalomalasia, 10% tumoracién, 10% desviacién
septal, 10% atrofia cerebral, cerebelar y quiste aracnoideo. Por otro lado, los datos postquirurgicos

reflejan cambios anatédmicos debido a la intervencién quirdrgica.
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Figura 12. Porcentajes del tipo de crisis prequirlrgicas y postquirurgicas de los pacientes.
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Cuadro 3. Datos generales y diagndstico de los pacientes.

Paciente Genero Edad* Duracion Diagnéstico clinico / Tipo de epilepsia Etiologia de la Diagnéstico Patoldgico
(afos. dela epilepsia
meses) epilepsia
(afios.
meses)
1 M 11.2 3.2 Epilepsia parcial farmacorresistente. Parcial Corteza con retraccidn neuronal hipdxica y gliosis
criptogénica reactiva.
2 F 11 1 Epilepsia parcial compleja, sintomatica a Sintomatica Inflamacién y fibrosis meningea, cambios
displasia cortical. neuronales inespecificos con gliosis acentuada,
inflamacién por linfocitos T en parénquima cerebral
3 F 1.9 1.5 Epilepsia parcial compleja Sintomatica Ganglioglioma en lébulo temporal izquierdo
secundariamente generalizada.
4 F 6.10 4.10 Epilepsia parcial compleja Sintomatica Enfermedad cerebrovascular. Alteraciones hipdxicas
secundariamente generalizada de dificil isquémicas
control, refractaria a medicamentos.
5 M 16.6 12.6 Epilepsia parcial compleja de dificil Sintomatica Cambios reactivos e hipoxia
control.
6 F 6.6 6 Tumoracion temporal derecha Sintomatica Ganglioglioma
(ganglioglioma) y epilepsia sintomatica.
7 M 11.4 7.4 Sdx. Lenox Gastaut con epilepsia. Sintomatica Encefalopatia hipdxica con diesmilinizacién

segmentaria, gliosis y encefalitis cronica leve e
inespecifica.
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8 F 0.4 0.2 Epilepsia Parcial Sintomatica a displasia  Sintomdtica
cortical.

9 F 7 5.6 Epilepsia de dificil control secundariaa  Sintomdtica
enfermedad vascular cerebral,
Sindrome de neurona motora superior y
sindrome piramidal.

10 M 13 No Epilepsia de dificil control secundariaa  Sintomdtica
consignado displasia cortical.

Displasia y cambios hipdxicos neuronales.

Displasia neuronal cortical tipo Il.

Displasia cortical.

* Edad al momento de la cirugia; Sdx: sindrome.
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Cuadro 4. Descripcion y frecuencia de las crisis en los pacientes.

o Edad de Tipo de crisis Cantidad de crisis por dia
aciente . . .
inicio de Prequirurgicas Postquirurgicas Prequirurgicas Postquirtrgicas
las crisis

1 9 afos  Crisis convulsivas parciales complejas  Crisis Parciales complejas, nocturna 5 3

secundariamente generalizada. hipertdnicas con movimiento de extension
generalizado al inicio de suefio.

2 10afios  Mioclonias con supraversion de la Crisis parciales clénicas de miembro toracico Hasta 6 por Control del
mirada aumento del tono de las 4 y pélvico izquierdo, durante la noche hora 50% de las
extremidades y movimientos clénicos  incontables durante la consulta 3 breves con crisis
de duracidon mayor de 5 minutos. pérdida de la interaccion.

3 4 meses Crisis de ausencia que evolucionan a Sin crisis. 4a5 0
crisis parciales simples secundarias
con movimientos ténico clénico.

4 2 afios Crisis parciales secundarias Crisis convulsivo ténico generalizadas 4a6 Mejor control
generalizadas. de las crisis

5 4 anos Crisis ténico-cldnicas generalizadas Crisis cada 4 dias en las noches, 6a8 Cada 4 dias
con 10 segundos de duracién. caracterizadas por movimientos clénicos en

mano derecha y aumento de manera
generalizada.
6 6 meses  Crisis tonicas, caracterizadas por Sin crisis. Sin dato 0

fijacion de la mirada, cianosis
peribucal e hipertonia de miembros
superiores.
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10

4 anos

2 meses

3 afos

Sin
consignar

Crisis parciales complejas de pocos
segundos de duracion.

Crisis tonicas asimétricas y
supraversién de la mirada con duracién
de tres minutos posteriormente
bilaterales aisladas.

Hipertonia, supraversion de la mirada,
movimientos ténicos clonicos
generalizados.

Sin consignar.

Crisis nocturnas con sonidos guturales
salivaciéon y desviacion de la mirada -> crisis
parcial motora con movimientos tdnico
clénicos en hemicuerpo derecho con
generalizacién secundaria.

Crisis tonicas asimétricas bilaterales.

Sin crisis.

Sin consignar

15 matutinas

Hasta 8 por
hora

1a3
exacerbacion
hasta 30

Sin consignar

1 nocturna

2a3

Sin consignar
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8.5 Exdamenes de electroencefalografia (EEG)

El cuadro 6, resume los principales resultados de los EEG prequirdrgicos y postquirurgicos en los
pacientes. El 20% de los pacientes no tiene registro de los reportes en el expediente, el 80% de los
pacientes presento actividad paroxistica; al 30% del total se les reportd lentificacién focal y 10%
lentificacidon generalizada, mientras que el 20% de los pacientes presentan actividad de base lenta
para su edad; el 10% de los pacientes no presentan grafoelementos propios del suefio y el 10%

presentan movimientos sin correlacién con los eventos paroxisticos.

En los exdmenes postquirdrgicos, no se encontro el reporte del EEG de un paciente (10%), el 80%
siguid presentando actividad paroxistica, se reportdé 20% con lentificacién focal y 10% con
lentificacidon generalizada, 40% con actividad de base lenta para la edad de los pacientes, 30%
presentaron pobre estructuracién de grafoelementos propios del sueifo y el 10% presentd

movimientos sin correlacion con la actividad paroxistica.
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Cuadro 5. Exdmenes de resonancia magnética de los pacientes sometidos a cirugia.

No. de

paciente 1 2 3 4 3 6
Desviacion septal. No Discreta atrofia Displasia cortical Tumoracién intra axial No reportado
reportado cerebral y cerebelosa, focal Fl. Aspecto localizada hacia el
quiste aracnoideo quisticode la uncus TI, con
] temporal izquierdo. cisterna magna en caracteristicas de
-:—’n ambos lados de la espectroscopia
‘é linea media a compatibles con
'g_ considerar mega neoplasia de bajo
&’ cisterna magna. grado de malignidad.
Cambios gx. por No No reportado Cambios gx. por Cambios gx. sin Cambios gx. por
craneotomia reportado craneotomia evidencia de craneotomia FTD
frontoparietal izquierda, parietal derecha tumoracion residual o asociada a
asociado a asociada a zonas de recidivante. Gliosis peri encefalomalacia
«» | encefalomalasia cértico- encefalomalacia trigonal, de tipo cortico subcortical T
§ subcortical frontal cortico-subcorticales inespecifico. ipsilateral, sin
\950 ipsilateral con en region frontal evidencia de actividad
§ hematoma en el lecho y izquierda. Atrofia tumoral en el
Z | datos de necrosis cerebelosa cortico- momento presente.
§ laminar cortical. subcortical de

etiologia por
determinar. Aspecto
quistico de la
cisterna magna.
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2 7 : ; 10
Hemiatrofia cerebral y de tallo Probable zona de displasia cortical Encefalomalasia fronto- Sin dato.
cerebral, con displasia cortical focal frontal derecha; atrofia temporal izquierda.

8 |izquierda, con areas de agiria- cerebral cortico subcortical

'gn paquigiria y polimicrogiria progresiva.

‘2 | Engrosamiento mucoso esfenoidal.

=

<

a.
Cambios gx. por craneotomia FPTI, Procencefalia en drea de reseccion Cambios gx. del craneo, Sin dato.
asociada a encefalomalasia cértico- quirargica frontal derecha. hematoma subgaleal Izquierdo,

g subcortical en el polo F ipsilateral. Se Hematoma subdural, izquierdo.

;_’o observa edema o gliosis circundante, Cambios gx. en el hemisferio

§ hay callosotomia en la parcial a nivel cerebral izquierdo.

'§_ del genus, con edema difuso que da la

+ | impresion de interrupcion de fibras en

& | la tractografia.

P: Paciente, gx.: Quirurgicos, F: Frontal, Fl: Frontal izquierdo, FTD: Frontotemporal derecho, T: Temporal, Tl: Temporal izquierdo, FPTI

izquierdo.

: Frontoparietotemporal
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Cuadro 6. Examenes electroencefalograficos de los pacientes

No. de
paciente 1 2 3 4 5
Alteracion paroxistica por la  Lentificacion FD, CD, PD;  Lentificacion generalizada de Severa alteracion Lentificacion y actividad
presencia de ondas agudas Actividad paroxistica de predominio en region Fly TI  paroxistica por la paroxistica aislada de puntas
de alta frecuencia, puntas de ondas agudas en regién F  Actividad paroxistica de presencia en forma en region Cly FI. Mapeo de
| bajo voltaje principalmente  sin presencia de puntas y ondas agudas en continua de ondas agudas amplitud muestra inicioy
§ enlaregion Fy C. movimientos anormales;  regidn Fl y Tl. Escasa y ondas lentas de alto mayor electronegatividad de
g Lentificacion focal y movimiento con actividad integracion de voltaje en la region FM, la punta en region Cl.
§ generalizada con correlato paroxistica de ondas grafoelementos de suefio. CM, PM y regién Fl, Cl, PI.
o clinico-electrdnico, actividad agudas en region FD, la
& de base lenta para la edad mayoria de los
del paciente. movimientos sin correlato
de actividad paroxistica.
Actividad de base lenta para  Lentificacién en laregion  Lentificacién generalizada Actividad paroxistica de Lentificacion focal en la
la edad del paciente, pobre  CD, punto paroxistico por por la presencia de brotes de puntas y ondas agudas, region F bilateral por la
integracion de la presencia de un ondas lentas y de algunas complejo punta onda presencia de ondas lentas
(7] . .. . . ;. .7 o .
® grafoelementos propios del  proceso imitativo en la ondas agudas. Aislada atipicoen region Oy T, la delta de predominio
‘&1 suefio, actividad paroxistica  region FCD. actividad paroxistica en la mayoria de movimientos hemisferio cerebral izquierdo.
‘2| generalizada con mayor region central. Actividad de  no correlaciona con la Sin la presencia de
'g voltaje en las regiones F de base lenta para la edad del actividad paroxistica. fendmenos irritativos
"g‘ predominio izquierdo. paciente. Escasa corticales.
a estructuracion de

grafoelementos propios del
suefio.
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p'::i;:‘:e 6 7 8 9 10
No reportado Actividad paroxistica por Actividad de base lenta para  Frecuente actividad Sin consignar
la presencia de un la edad del paciente con epileptiforme en regién
" proceso irritativo predominio en la regién FD,  CPI que difunde a TOI, en
_g continuo, de predominio  CD, TD; adecuada integracion forma independiente y
™ en la regién Fly Cl, con de grafoelementos propios no frecuente, se
g generalizacién. del sueio; actividad registran puntas y ondas
% epileptiforme en suefio en la  agudas en region FTly
& region TD; actividad escasas polipuntas,
epileptiforme ictal en la ondas agudas y puntas
regién FD, CD, TD. en regiones FC.
Actividad paroxistica de Actividad epileptiforme Actividad de base lenta para  Sin actividad Sin consignar
puntas dentro de actividad  generalizada con mayor la edad del paciente con epileptiforme, actividad
rapida, con amplitud en la regién TI. predominio D; no hay de base lenta para la
electrodecremento en integracion de edad del paciente pobre
§ regiéon TD. En sueio grafoelementos propios del  estructuracion de
‘8 | presenta actividad suefio en D; hay frecuente grafoelementos propios
‘2 | paroxistica de puntas actividad epileptiforme TPly  del suefio en |;
g_ generalizadas en brote delta Ol; Aislada actividad asincroénica por actividad
‘g‘ de un segundo de duracidn. epileptiforme en la region TPI mas lenta en el
a y OD como focos hemisferio cerebral
independientes. izquierdo con
predominio en la regidn
FCI.

F: Frontal, FD: Frontal derecho, Fl: Frontal izquierdo, FC: Frontocentral, FCD, Fronto central derecho, FM: frontal medio, C: regién central, CD: central
derecha, Cl: central izquierda, T: temporal, Tl: Temporal Izquierdo, TD: Temporal derecho, TPI: Temporo parietal izquierdo, TOIl: Temporo occipital izquierdo,
Pl: Parietal izquierdo, PM: Parietal medio, D: hemisferio cerebral derecho, I: hemisferio cerebral izquierdo.
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8.6 Farmacos antiepilépticos

En el cuadro 7 se reportan los farmacos antiepilépticos que se administraron desde el primer
tratamiento hasta 3 afios postquirdrgicos. El 70% de los pacientes fueron tratados con
polifarmacia, excepto el 20% que tiene diagndstico de ganglioglioma que se tratdé con monoterapia

y del 10% restante no se encontro reportado el dato.

En el primer tratamiento de los pacientes el farmaco mds usado fue el AVP (40%), seguido de OXC
(30%), DFH (20%) y BDZ, CBZ y CLB con el 10% cada uno. Los farmacos antiepilépticos mas usados
prequirargicamente (1 mes previo a la cirugia) fueron: LVT y DFH en el 50% de los pacientes, los
farmacos antiepilépticos TPM y CLB fueron administrados al 40% de los pacientes, le siguieron los
farmacos AVP, LMT en el 20% de los pacientes, y finalmente el MDZ, PRM, CLN, ETX y FN, con un

10% cada uno.

En cuanto a los farmacos antiepilépticos, un mes después de la cirugia, se encontré que los
farmacos mds usados fueron: CLB administrados al 60% de los pacientes, TPM, LVT y DFH en el
40%, ETX en el 20% y finalmente FN, OXC, HRK, ETX, cada uno en el 10% de los pacientes. Al afio
postquirdrgico el farmaco mas utilizado es LVT (60%), seguido de AVP (30%) y TPM (30%), el 20%
de los pacientes se mantuvieron en monoterapia. A tres afios postquirdrgicos no obtuvieron los
datos del 30% de los pacientes, 10% siguié en monoterapia, 10% quedo libre de farmacos

antiepilépticos, y el farmaco mas utilizado fue el LVT (30%).

Cabe mencionar que 20% de los pacientes fueron tratados con DFH ¢ FN junto con otros farmacos

durante el periodo postquirurgico, el 10% quedo libre de crisis a los 3 afios postquirargicos.

En el periodo postquirdrgico inmediato se redujeron el numero de farmacos antiepilépticos

administrados en el 40% de los pacientes, el otro 40% mantuvieron el mismo nimero de farmacos
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antiepilépticos y un paciente (10%) aumentd el nimero de farmacos, no se obtuvo el dato de 1

paciente (10%).

A un afio postquirdrgico el 30% de los pacientes disminuyeron la cantidad de farmacos
consumidos, el 50% mantuvo la misma cantidad de farmacos consumidos modificando la dosis, el
10% aumento un farmaco a su tratamiento y del 10% no se consigné el dato. El farmaco mas

utilizado es el LVT seguido del TPM.

Tres afios postquirurgicos el 10% queda libre de farmacos, 30% no se puede evaluar, 10% aumenta
un farmaco a su tratamiento, 10% disminuye un farmaco, el 30% mantiene el mismo nimero, pero
cambian de farmacos y dosis en el tratamiento mientras el 10% no se pudo consignar posterior a

los 3 afios un paciente suspende el uso de farmacos.

La duracién del tratamiento prequirirgico tuvo un rango de 10 meses a 8 afios con 4 meses, con
un promedio de 3 afios con 9 meses. No se obtuvo el registro de la duracién del tratamiento de 5

pacientes.

En el ultimo registro de farmacos 20% aumentan un farmaco al tratamiento, 20% permanece libre

de medicamentos, 10% se mantiene sin consignar.
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Cuadro 7. Farmacos antiepilépticos administrado a los pacientes.

Paciente Primer Prequirdrgico 1 Post quirurgicos Post quirargico 1 Post quirdrgicol  Post quirdrgico Post Duracién del
tratamiento mes inmediato mes afio 3 afios quirurgicos tratamiento
altimo* (afio.mes)*
1 DFH 1. CLB(1.7) 1. CLB(2.5) 1. CLB(2.3) 1. AVP(23.9) 1. AVP(18) 1. OXC(10) 3.2
BDZ 2. LVT(85.3) 2. LVT(83) 2. LVT(75.5) 2. LVT (60) 2. OXC(14) 2. AVP(13.7)
AVP 3. TPM(9.8) 3. TPM (125) 3. TPM(11.3) 3. CLN(0.2) 3. CLN(0.3) 3. RPN
4, MDZ7.5ml 1mg/dia
2 DFH (5) 1. LVT(76) 1. LVT(2gr/dia) 1. LVT(lgr/dia) 1. LVT(116) 1. LVT(80) 1. LVT(63) 0.10
2. TPM(7.6) 2. TPM (260) 2. TPM(25mg/dia) 2. TPM (12.5) 2. TPM(6) 2. AVP(17)
3. CLB(0,86) 3. CLB(22.5) 3. CLB(10mg/dia) 3. AVP20mg/kg 3. HRK(8) 3. HRK(4)
4. AVP(47) 4. CLN(0.6)
5. DFH (20)
3 OXC(180) 1. OXC(180) 1. DFH(7) 1. OXC(15) 1. OXC 1. OXC Suspendié OXC 1.6
4 AVP 1. DFH (10) 1. DFH (6) 1. DFH (14) 1. OXC(34) no se puede 1. CBZ(0.66) Sindato
2. TPM(10) 2. TPM(10) 2. TPM(12) 2. TPM (7.4) evaluar. 2. OXC(29)
3. VGB (146) 3. CLB(1.5) 3. CLB(2.4) 3. CLB(1) 3. LMT(6.6)
4. PRM (30) 4. PRM (30) 4. LVT(80) 4. LMT(12) 4. TPM (5.3)
5. VGB (146)
5 CBZ 1. LVT2-0-3 1.DFH130mgIV 1. LVT (40) 1. LVT(21) 1. LVT2(1lgr)- 1. LVT2(lgr) Sindato
2. DFH1-3/4-1 c¢/8horas 2. FN(7.5) 2. FN(4.3) 500 mg - 1 -500 mg -
3. CLN1/2-1/2 3. CLN(0.02) gr. 1gr.
-1/2 2. DFH1-3/4 2. DFH1-
-1 3/4-1,
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6 1. AVP 1. AVP 1. FN(15) 1. DFH4ml-0-4ml 1. DFH4mlcada 1. Librede 1. Libre de 6.0

12 hrs crisis y sin crisis y sin
FAE's FAE's
7 1. OXC 1. CLB(1.3) 1. CLB(1.3) 1. CLB1-1-1 1. CLB(0.6) 1. CLN 1. CLN(0.1) 8.4
2. TPM (6.8) 2. TPM 150 2. TPM175mg/dia 2. TPM (8.3) 3mg/dia 2. TPM(5)
3. LMT(13.2) mg/dia 3. ETX3-3-3 3. LVT(80) 2. AVP750 3. LVT (50)
4. ETX(30) 3. DFH(9) 4. LMT(9.3) mg/dia 4. LMT(7.5)
5. DFH(9) 4. LMT(13.2) 3. Lvr2
5. HRK(20) gr/dia
4, LMT
300mg/dia
8 1. OXC(30) 1. LVT(75) 1. LVT(61) 1. LVT(61) 1. LVT(60) No evaluable 1. LVT(61) Sin
2. FNB(8) 2. CLB(15) 2. CLB(15) 2. CLB(7.5) 2. CLB(15) consignar
3. LMT(6) 3. AVP7.5ml 3. AVP7.5ml 3. AVP (55) 3. AVP(38)
4. ETX(20)
P9 1. LvT 1. LVT (80) 1. LVT(80) 1. LVT(66) 1. LVT (55.5) No evaluable 1. LVT(55.5) Sin
2. AvVP 2. HRK (8) 2. HRK(8) 2. HRK(7.5) consignar
3. CLB 3.CLB (1) 3. CLB(1) 3. CLB(0.7)
4. DFH (7)
10 Sin consignar Sin consignar Sin consignar Sin consignar Sin consignar Sin consignar Sin consignar Sin

consignar

Las dosis estan en mg/kg/dia excepto las especificadas, N/A: no aplica.*Duracion del tratamiento antes de la cirugia, +: Ultimo registro en expediente 2015,
FAE’s; Farmacos antiepilépticos, AVP: Acido valproico, LVT: Levetiracetam, CLB: Clobazam, LMT: Lamotrigina, CBZ: Carbamazepina, OXC: Oxcarbazepina, TPM:
Topiramato, VGT: Vigabatrina, BDZ: Benzodiazepina, DFH: Difenilhidantoina, FN: Fenitoina, HRK: Lacosamida, ETX: Etosuximida, CLN: Clonazepan, PRM:
Primidona, RPN: Risperidona, MDZ: Midazolam.
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8.7 Cirugia

En el cuadro 8, se resumen los datos relacionados a la cirugia que se realizé en cada paciente. La

zona epileptégena del 70% de los pacientes se localizé en el hemisferio cerebral izquierdo y el 30%

en el hemisferio cerebral derecho. El foco epiléptico del 60% de los pacientes se localizd en el

[6bulo frontal y el 40% de l6bulo temporal. En cuanto al tipo de cirugia practicada, al 40% de los

pacientes se les practicé corticectomia, al 30% craneotomia con la reseccién de la lesion,

amigdalocampectomia, hemisferectomia y lobectomia cada una a un 10%.

Cuadro 8. Datos generales de la cirugia de epilepsia

Paciente Localizacion Lateralidad
(Lébulo)  (Hemisferio)

Cirugia

1 Frontal |
2 Fronto- D
central
3 Temporal |
4 Temporal |
5 Frontal- |
medial
6 Temporal D
7 Frontal |
8 Frontal D
9 Temporal |
10 Frontal |

Corticectomia frontal izquierda prerolandica.

Corticectomia.

Amigdalocampectomia izquierda.
Hemisferectomia funcional izquierda mas callosotomia anterior.

Cirugia de epilepsia guiada por estereotaxia, transicion subpial
multiple rolandica, prerolandica mas corticectomia frontal-
medial supracingular.

Craneotomia pterional derecha y reseccion de la lesion
temporal.

Craneotomia frontotemporal izquierda, mas lobectomia frontal
parcial (F1y F2) y callosotomia.

Corticectomia frontal derecha con electrocorticografia vy
neuronavegacién (cirugia de epilepsia) reseccion de tercio
medio de F1, F2y F3.

Craneotomia Fronto temporal izquierda mds corticectomia
rolandica izquierda y lobectomia temporal supra-izquierda mas
electrocorticografia transoperatoria.

Lobectomia frontal.

I: 1zquierdo, D: Derecho
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8.8 Muestras procesadas para el estudio morfolégico

Del total de las muestras del foco epiléptico resecado en la cirugia de epilepsia Unicamente seis
fueron procesadas para el estudio morfométrico: cinco de pacientes pediatricos del INP y uno del
HMG, el resto de las muestras no se incluyeron en el estudio debido a que estas no cumplieron
con el volumen minimo requerido para el estudio estereoldgico. En la figura 13 se presenta un
ejemplo de cdmo se obtuvo la muestra en la cirugia de epilepsia. En cuanto a las muestras de
autopsia, tres fueron proporcionadas por el Instituto de ciencias Forenses y dos por el Instituto

Nacional de Pediatria.

Figura 13. Cirugia de epilepsia, Corticectomia
temporal (INP). A, Exposicion del encéfalo. B,
Colocacién de la malla de electrodos para realizar la
corticografia transoperatoria y delimitar el foco
epileptégeno. C, zona delimitada. D, espacio vacio
en la corteza cerebral después de la reseccién de la
zona epileptogena. E, exeresis de la corteza cerebral
fuera del crédneo (Cirugia realizada por Dr. Alfonso
Marhx Bracho, Jefe del servicio de Neurocirugia
pediatrica en el INP).
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8.9 Datos clinicos de los pacientes con estudio morfolégico

Los pacientes 1, 3, 7, 8, 9 y 10 fueron incluidos en el estudio morfoldgico. Todos los pacientes

fueron diagnosticados con epilepsia de dificil control o resistente a farmacos.

Tres pacientes fueron del sexo femenino y tres del sexo masculino. La edad promedio fue de 7

afios 5 meses, con un rango de 4 meses a 13 afios.

La duracion de la epilepsia fue de 3 afios 5 meses en promedio, con un rango de 2 meses a 7 afios
con 4 meses. Predominaron las crisis parciales en el 66.6% de los pacientes, el 33.3% de los
pacientes quedo libre de crisis después de la cirugia y 50 % de los pacientes mejord, disminuyendo

sus crisis en un 90%.

El foco epiléptico predomind en el I6bulo frontal con el 66.6%, seguido del I6bulo temporal con el

44.4% de los pacientes.

B Ganglioglioma

M Displasia

I Retraxién neuronal hipdéxica*

M Encefalopatia hipoxica*

Figura 14. Etiologia de los 6 casos incluidos en el estudio morfoldgico.
* Indica procesos isquémicos.
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En cuanto a lateralidad el 66.4% fue de predominio izquierdo, mientras el 44.4% derecho. El
diagnostico patoldgico indicd que la patologia predominante fue la displasia cortical (50%),

seguida de procesos isquémicos (33.2%) y un tumor (16.6%), (Fig. 14).

Los exdmenes electroencefalograficos (EEG) fueron anormales para todos los pacientes, el 100%
de los pacientes presenta actividad paroxistica 6 epileptiforme antes y después de la cirugia; en los
estudios preoperatorios se reporté actividad de base lenta para el 60% de los pacientes mientras

gue en el postoperatorio el 80% de los pacientes tiene reporte de actividad de base lenta.

Los estudios de resonancia magnética (RMN) se correlacionaron con los electroencefalogramas

para la planeacién de la cirugia.

8.10 Datos de las autopsias de individuos en edad pediatrica

En el cuadro 9, se resumen los datos clinicos de las 5 muestras de autopsia que se analizaron. La

edad promedio fue de 11 afios 10 meses con rango de edad de 1 afio con 4 meses a 18 afios.

El 80% de las autopsias son de género masculino y el 20% femenino. El 40% de los individuos en
edad pediatrica fallecio por infeccion respiratoria, el otro 60% fallecié debido al impacto de arma

de fuego.

El 60%de las muestras de tejido provienen del |6bulo frontal y el 40% restante del I6bulo temporal.

En cuanto a la lateralidad, el 40% es del hemisferio derecho y 30% del izquierdo.
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Cuadro 9. Resumen de datos clinicos de las muestras de autopsia.

Edad
Autopsia  Género (afos. Patologia Localizacion  Lateralidad
meses)
1 M 1.4 Neumonia Temporal D
2 M 18 Impacto de arma de Temporal I
fuego en regidn toracica

3 M 17 Impacto de arma de Frontal D
fuego

4 M 17 Impacto de arma de Frontal I
fuego

5 F 6 Neumonia necrosante Frontal I

M: masculino, F: femenino, D: derecho, I: izquierdo.

8.11 Estudio morfométrico
8.11.1 Estandarizacion de los reactivos en tejido cerebral de rata

En el cuadro 10 se observa que la estandarizacion de los reactivos para la inmunodeteccion a KCC2
se logré a una concentracién del anticuerpo primario de 1:2000 y del anticuerpo secundario a

1:500, mientras que el tiempo de exposicion al DAB fue de 2 minutos.

Cuadro 10. Concentraciones de estandarizacion de los reactivos en tejido cerebral de rata.

Concentracion de

. Concentracion de . Tiempo de exposicion a
Anticuerpo anticuerpo primario anticuerpo DAB [16ul/ml]
pop secundario
KCC2 - rabbit 1:2000 1:500 2 minutos
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8.11.2 Estandarizacion de la inmunodeteccidon contra KCC2 en tejido humano

Una vez probada la eficacia de los anticuerpos y corroborado que hubiera marca en el tejido
cerebral de rata, se decidio realizar una prueba de concentraciones del anticuerpo primario KCC2,
en tejido de autopsia para obtener neuronas con una tincién nitida. En el cuadro 11 se resumen
las concentraciones probadas, y en el cuadro 12 se indican las concentraciones de anticuerpo
idéneas que se utilizaron en el andlisis, se decidié que se utilizaria la concentracidn 1:200 debido a
gue la marca fue practicamente igual a la de la concentracién 1:50, cabe mencionar que el tiempo
de exposicion a DAB fue menor en el tejido cerebral humano, por lo que todos los tejidos

procesados tuvieron una exposicién de un minuto con treinta segundos (Fig.15).

Cuadro 11. Pruebas de estandarizacion en tejido de autopsia

Anticuerpo Concentracion de Concentracion de
anticuerpo primario anticuerpo secundario

KCC2 - rabbit 1:50 1:500

KCC2 - rabbit 1:200* 1:500

KCC2 - rabbit 1:2000 1:500

*Concentracion iddnea, se observa buena marca en las neuronas.

Cuadro 12. Concentracion final de anticuerpos y DAB para el proceso por Inmunohistoquimica de
tejido humano.

Anticuerpo Concentracionde  Concentracion de Tiempo de exposicion a
anticuerpo anticuerpo DAB [16ul/ml]
primario secundario
KCC2 - rabbit 1:200 1:500 1.5 minutos
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Figura 15. Imagenes de la sustancia blanca de autopsias procesadas con la
técnica de inmunodeteccidn para KCC2 a tres concentraciones: A, 1:50; B, 1:200
y C, 1:2000. 60X, Barra= 100 micras.

8.11.3 Cuantificacion de células inmunorreactivas a KCC2 en tejido control y paciente.

La estereologia es un método en el cual se estima el nimero de células en un volumen, por medio
del conteo sistemdtico y aleatorio en cortes seriados de una estructura definida (West, 2012). El
primer paso para la cuantificacion de las células IR-KCC2 es delimitar la zona de interés, en la
figura 16 se ejemplifica la delimitacion de la zona de estudio (sustancia blanca) en contorno verde,
y la materia gris en contorno azul; posterior a la delimitacion de la regién de interés, se coloca una
malla sobre el corte, se calcula la apertura de la malla dependiendo el nimero de disectores que
se requieran para la cuantificacion de las células, en este caso la apertura de la cuadricula fue de
500 um de alto x 500 pum, de ancho que contenia los sitios de conteo. Dentro de la cuadricula se
encuentran ubicados los disectores. Un disector es un marco de conteo formado por dos
secciones, la seccidn verde que indica que se puede realizar el conteo, incluso si la linea toca o
pasa sobre la célula, al contrario de la seccidn roja, la cual indica que no se deben de contar las
células que toque, esto con el propdsito de evitar conteos dobles (Fig. 17). La altura del disector es
la profundidad del corte que se cuenta. La zona de guarda es el espacio que se descarta en la parte
superior e inferior del corte, con esto se eliminan las irregularidades causadas por la navaja al

momento del corte.
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Los pardmetros utilizados para el conteo de células con el método estereoldgico del disector
Optico fueron los siguientes.

e Marco de conteo: 110 x 60 um

e Altura del disector: 12 um

e Zona de guarda superior e inferior: 1.5 um
En cada caso de autopsias y pacientes, el conteo de células se evalud en 8-10 secciones. Con la
ayuda del programa Stereoinvestigator en cada corte de autopsia o foco epiléptico de paciente
(Fig. 20). En cada disector se marcaron las células inmunorreactivas a KCC2 de los tres tipos de
intensidad: débil, moderado e intenso (Fig.18). Esta dinamica se realizd en todos los cortes,
finalmente el programa estadistico del disector dptico integré cada uno de estos datos con
diversas formulas matematicas para indicar el nUmero total de células para cada uno de los

marcadores.

Figura 16. Vista panoramica de las secciones de tejido de un caso de autopsia. En A se
muestra la imagen panordmica de un corte tomada con el microscopio 6ptico a 4X. En B
se muestra el mismo corte en el cudl se ha delimitado la substancia blanca (en verde) de
la substancia gris (en azul), las areas se dibujan con el programa stereoinvestigator (MBF
Bioscience. En C se muestran las 6 secciones utilizadas para el conteo de células.
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Figura 17. A Malla sobre una seccién de tejido, la linea verde delimita la sustancia blanca
mientras la linea azul delimita la sustancia gris. B Ampliacion de una cuadricula, el disector se
encuentra sobre el limite entre la substancia gris y la substancia blanca, con el marcador “X” en
color narania se indica el conteo de una célula.

Figura 18. Acercamiento a células inmunoreactivas a KCC2, el panel A muestra una célula teiida
intensamente, el panel B muestra una célula moderadamente tefiida, el panel C muestra varias células
marcadas con flecha débilmente tefiida. Barra = 100 micras.
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Figura 19. En A vista panoramica de una seccion del tejido de autopsia. En B
acercamiento a 60X, las flechas indican células intensamente tefidas. En C la
cabeza de flecha indica una célula moderadamente tefiida. En D la flecha indica
célula débilmente tefida. Barra= 100 micras.
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Figura 20. Vista panoramica de una de las secciones del tejido resecado del foco epiléptico. En A seccion
vista en el microscopio Optico a 4X. B, delimitacion de la substancia blanca (en verde) de la substancia gris
(en azul) dibujado con el programa stereoinvestigator (MBF Bioscience). Los simbolos indican el gradiente
de tincion contado W: débil, M: moderado, I: intenso. C, imagen mostrando las 7 secciones donde las
células inmunoreactivas a KCC2 fueron contadas.

Figura 21. Vista panoramica de un corte de tejido resecado del foco epiléptico, (B) Acercamiento a 60X,
donde I: tincidn intensa, M: tincion moderada y W: tinciéon débil. (C) las flechas indican células
moderadamente tefiidas. (D) célula intensamente tefiida indicada con la X. Barra = 100 micras.
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Los blancos de la inmunodeteccidon no mostraron células IR-KCC2 cuando se eliminé el anticuerpo

primario o secundario (Fig. 22).

Figura 22. A Vista panoramica de blanco de autopsia; B Acercamiento a 60X de sustancia blanca, no se
observan células IR-KCC2. C Vista panoramica de blanco de paciente, D Acercamiento a 60X de
sustancia blanca, no se observan células IR-KCC2. Barra=100 micras.

8.11.4 Numero de células inmunorreactivas a KCC2 en el grupo con volumen menor a 30
3
mm

El cuadro 13 y figura 23, muestran el promedio y desviacion estandar del nimero de células IR-
KCC2 en sus tres niveles de tincion celular: débiles, moderadas e intensas de la sustancia blanca de
autopsias y del foco epiléptico en el grupo A con un volumen de 30 mm3. Como puede observarse
el nimero de células IR-KCC2 del foco epiléptico fue significativamente menor en comparacion
con el de autopsias en los tres casos: con tincién celular débil (-50.8%), tincion celular moderada (-
63.4%) y con tincién celular intensa (-83.4%). Cuando se analiz6 el nimero total de células
inmunorreactivas (sumatoria de los tres niveles de tincién), también se observé una reduccion
significativa respecto de las células totales encontradas en la sustancia blanca de autopsias (-

61.9%).
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Cuadro 13. Promedio, desviacidn estandar (D. S.) y valores de las pruebas estadisticas para el no. de

células de autopsias y pacientes del grupo A (volumen menor a 30 mm3).

Tipo de Autopsias Pacientes Valorde Valor _. .

L Levene B Significancia
tincion Promedio Promedio Tou. dep

de No. de D.S. de No. de D.S.
células células
Débil 115,345.96 14,480.90 56.676,10 16.932,01 0.779 t=3.678 0.035 *
Moderado 197,021.58 16,008.27 72.095,61 5.912,65 0.18 t=8.361 0.004 **

Intenso 46,524.30 9,863.69 7.682,39 77,41 0.172 t=4.314 0.023 *
Totales 358,891.84 11,292.91 136.454,09 22.767,25 0.211 t=14.061 0.001 *KK

D.S.: Desviacion estandar, T: valor de t de Student, U: valor de U de Mann-Whitney.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figura 23. Promedio y desviacion estandar de células inmunorreactivas a KCC2 en sustancia
blanca del grupo A en todos los niveles de tincion celular. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001).
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8.11.5 Numero de células inmunorreactivas a KCC2 en el grupo con volumen de 100

mm?.

El cuadro 14 y figura 24, muestran el promedio y desviacion estandar del nimero de células IR-
KCC2 débiles, moderadas e intensas, asi como el total de las tres en la sustancia blanca de
autopsias y del foco epiléptico en el grupo B con un volumen de 100 mm3. En este grupo solo se
encontraron diferencias significativas en la tincion moderada y en las células totales; el nimero de
células IR-KCC2 con tincién celular moderada en el foco epiléptico fue 57.1% menor respecto del
numero de las células encontradas en las muestras de autopsias mientras que el numero total de

células fue 49.5% menor en los pacientes en comparacién con las de autopsias.

Cuadro 14. Promedio, desviacion estandar (D. S.) y valores de las pruebas estadisticas para el no. de células
de autopsias y pacientes del grupo B (volumen 100 mm?3).

Autopsias Pacientes
Tincion Promedio de Promedio Levene VaI(c;rUde T \ija;lc;r Significancia
No. de D.S. de No. de D.S. '
células células
Débil 151,327.05 56,856.86 94,812.03 13,261.38 0.021 U=0.000 0.34 -
Moderado 274,529.88 43,752.67 117,673.97 34,543.55 0.695 t= 5.335 0.003 * %

Intenso 151,515.11 92,394.86 78,790.41 22,338.91 0.061 t=1.562 0.179 -

Totales 577,372.05 89,977.65  291,276.41  40,241.22 0.169 t=5.773 0.002 * %

D.S.: Desviacion estandar, T: valor de t de Student, U: valor de U de Mann-Whitney.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figura 24. Promedio y desviacion estandar de células inmunorreactivas a KCC2 en sustancia
blanca del grupo B (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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10. Discusion

En el presente estudio se investigd la expresién de la proteina de membrana KCC2 encargada de la
extrusién de cloruro de la neurona, en la sustancia blanca del foco epiléptico resecado de

pacientes con epilepsia refractaria a medicamentos.

El principal hallazgo fue la disminucién significativa del nimero de células inmunorreactivas a
KCC2 en la sustancia blanca del foco epiléptico de pacientes con epilepsia de dificil control

comparados con las cuantificadas en el tejido de autopsia (control).

Actualmente no existen estudios comparativos, cuantitativos o estereoldgicos que cuantifiquen el
numero de células IR-KCC2 en la sustancia blanca del foco epiléptico de pacientes pediatricos, por
lo que este seria el primer trabajo que abordo este tema, sentando un precedente para futuros

estudios.

Los estudios previos de la expresién del cotransportador KCC2 en el tejido proveniente de
autopsias considerado como tejido control reportan poca o nula inmunorreactividad en la
sustancia blanca. Munakata y colaboradores (2007), estudiaron la sustancia blanca cerebral de
autopsias de humano reportando la existencia de pocas células subcorticales IR- KCC2. Aronica y
colaboradores (2007) indicaron una nula inmunorreactividad de KCC2 en la sustancia blanca de
autopsia. En nuestro estudio se observd una gran cantidad de células IR-KCC2 con diferente tipo
de tincion en toda la sustancia blanca control. Esta diferencia tan grande puede ser debida a que
los autores antes mencionados analizaron Unicamente de 1-3 campos en 1-3 cortes con un grosor
de 3-8 micras, en tanto que en el presente trabajo la cuantificacién de las células IR-KCC2 se llevd a
cabo con el método del fraccionador éptico, un método de andlisis estereolégico que toma en
cuenta el volumen total de una estructura (campos tridimensionales), y no solamente de uno a

tres campos bidimensionales de ella, disminuyendo asi errores en el conteo de células.
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Si bien existen trabajos previos donde se estudié la expresién del cotransportador KCC2 en el foco
epiléptico, éstos se enfocaron en el analisis Unicamente de la corteza cerebral o sustancia gris.
Estos estudios son cualitativos, y las discrepancias entre ellos pueden ser debido a las diferentes
técnicas utilizadas por los investigadores, por ejemplo: diferente grosor de los cortes, tipo de
analisis, inclusidn de pacientes adultos y pedidtricos, nulo pareamiento entre las muestras
controles y las de cirugia en cuanto a la regiéon anatdmica cerebral y anadlisis morfométrico basado

Unicamente en 1 a 3 cortes de toda la zona epileptogénica, entre otros.

Al comparar nuestro resultado con estudios en tejido no epiléptico observamos resultados
semejantes. Robinson y colaboradores en el 2010 reportaron disminucion de células IR-KCC2 en

sustancia blanca de pacientes pediatricos pretérmino con leucoencefalopatia.

En este trabajo se llevd a cabo el conteo de las células IR-KCC2 discriminandolas en tres grupos,
determinados por una escala de intensidad de tincion: débil, moderada e intensa; determinando
en base a estudios semicuantitativos enfocados a la sustancia gris, los cuales reportan que la
intensidad de la tincidn depende de la madurez de la célula y de la patologia del tejido estudiado
(Aronica y cols., 2007); en la displasia cortical se ha reportado que las neuronas pequefias que se
encuentran junto a neuronas gigantes tienen una menor expresidon del cotransportador KCC2,
mientras que las neuronas gigantes tienen una expresién similar a la de neuronas en tejido sano
(Shimizu-Okabe y cols., 2011), donde una neurona inmadura es aquella con tincidn intrasomatica,
y una célula madura la que tenga tincién de membrana (Aronica y cols., 2007), la inmunotincion

contra KCC2 también se observa en el neuropilo (Li y cols., 2007).

En el grupo A 30mm?3 existe una diferencia significativa en todos los grupos indicando la reduccién
de la expresidn de las células maduras e inmaduras en todos los grupos. En el grupo B 100 mm?3,

solo existe diferencia en el grupo moderado que por su tincién se tomaria como célula inmadura,
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lo cual indica que la diferencia en las células totales es debido a la disminucidn de la expresién de

las células inmaduras.

En base a los resultados obtenidos en ambos grupos las neuronas mds abundantes y con
diferencias significativas (p <0.01) fueron las que presentaron inmunorreactividad moderada, que
en base a las clasificaciones propuestas por Aronica y cols., (2007) estas neuronas con tincion
intrasomadtica se encuentran inmaduras, corroborando asi que el tejido resecado de los pacientes
epilépticos actia como una central de tejido inmaduro, lo cual provoca una cadena de sefiales
paroxisticas induciendo al sistema a generar crisis epilépticas. Se puede observar que existen
diferencias significativas entre los pacientes y las autopsias en los 3 tipos de tincién y las células
totales del grupo ‘A’, a diferencia del grupo ‘B’ que solo tiene diferencia significativa en la tincion
moderada y el numero total de células, en el conteo total la diferencia entre autopsias y pacientes
es significativamente diferente (p<0.01) corroborando la desregulacidn del cotransportador en el

tejido epiléptico (Mateos-Beato, 1999; Aronica y cols., 2007; Conti y cols., 2011).

Los resultados indican una disminucién de la expresidn del cotransportador KCC2, por lo que, se
puede inferir que las neuronas actuan al igual que en la etapa inmadura, al existir una menor
expresion del cotransportador que extrae el cloruro, la concentracién intracelular del ion
aumenta, generando la despolarizacién de la membrana propiciando la accién excitadora de
GABA, generando una region hiperexcitable (Ben Ari, 2002; Aronica y cols., 2007). Esta region
genera actividad paroxistica de un area cerebral determinada (foco epileptégeno). De esto la
importancia del estudio del tejido afectado y la evolucién del paciente; si bien los modelos de
epilepsia permiten dilucidar las bases de los mecanismos y probar la efectividad de los
medicamentos, estos se encuentran controlados y por ende limitados en cuanto a la influencia de

factores externos, a los que los pacientes se encuentran sometidos, como la constante regulacion
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y cambio de medicamentos tanto para el control de las crisis epilépticas, como para enfermedades
concomitantes y comorbilidades, debido a la etapa de desarrollo en la que se encuentran, el
estado nutricional, las actividades fisicas de los pacientes, entre otros; la union de todos los
factores anteriores pueden permitir el mejoramiento de los tratamientos adecuado a cada
individuo con la finalidad de favorecer el control de las crisis epilépticas derivadas de su

padecimiento.

Recientemente se ha propuesto al cotransportador KCC2 como blanco terapéutico para posibles
farmacos antiepilépticos, que lo activen sin alterar sus otras funciones (Puskarjov y cols., 2014). En
especifico se ha considerado como blanco farmacoldgico para la concentracidn neuronal de cloro,
y consecuentemente de la respuesta GABAérgica. Sin embargo se debe tomar en cuenta que el
cotransportador KCC2 no solo participa en el transporte idnico para mantener la homeostasis del
cloro, también es una proteina estructural, por lo que tiene una funciéon importante en la
formacion, maduracion y funcién de las espinas dendriticas (Li y cols., 2007; Llano y cols., 2015).
Las espinas dendriticas son la parte postsindptica de las sinapsis por lo que la alteracién en su
numero, estructura o funcidon probablemente repercutirda en la comunicacién neuronal. Una
posible elevacion de los niveles de la proteina KCC2, por ejemplo, con terapia génica, podria no ser
una estrategia Util, en tanto que aumentar la actividad en la funcidn de transporte de KCC2 es mas
relevante desde el punto de vista terapéutico (Puskarjov y cols., 2014), para esto se requieren mas
estudios de los reguladores del cotransportador, como la neuroligina-2, el cual es una molécula de

adhesion encontrada en las sinapsis GABAérgicas (Sun y cols., 2013).

Actualmente se sabe que la disminucidn de la expresion del cotransportador por el antagonista
VU0240551 también puede reducir la acciéon inhibidora, facilitando las crisis epilépticas (Deisz y

cols., 2014), agonistas como el A3AR (Ford y cols., 2015) y el CLP257 (Gagnon y cols., 2013) se han
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estudiado como posibles inhibidores de dolor neuropatico, ambos son altamente afines a KCC2,
sin embargo, siguen afectando a todo el sistema nervioso.

Segun las estadisticas, 40% de los pacientes epilépticos padecen epilepsia de dificil control, de los
cuales el 10% son candidatos a estudios prequirdrgicos (Kanner y Campos, 2004). Los reportes de
instituciones internacionales indican que en promedio se realizan 47 cirugias resectivas al afo
(Cukiert y cols., 2016), sin embargo, en este estudio se reclutaron 11 pacientes con cirugia de
epilepsia en el Instituto Nacional de Pediatria en un periodo de 4 afios, de los cuales, solo 9
pacientes cumplieron con los criterios de inclusién, posteriormente se realizd el estudio

morfométrico Unicamente a 6 ya que el volumen final del tejido no fue suficiente.

Es importante mencionar que son pocos pacientes pediatricos sometidos a cirugia de epilepsia
comparado con otras instituciones nacionales e internacionales, esto se debe a que existe una alta
demanda del servicio de neurocirugia y pocos recursos para llevar a cabo la cirugia de epilepsia;
algunas de las probables causas del bajo numero de cirugias realizadas son el alto costo de
insumos como las mallas de electrodos necesarias para realizar la corticografia transoperatoria
ademas este tipo de cirugia se desarrolla en tiempos largos por lo que solo es posible una
intervencidn al dia, entre otros. Los pacientes son referidos al instituto por otras instituciones de
salud, una tercera parte de las consultas en el INP son atendidas por el servicio de neurologia. La
presencia de crisis y epilepsia son las razones mds frecuentes de las consultas del servicio de

neurologia.

Es probable que por el tamafio de la muestra el género femenino (60%) haya predominado en el
presente trabajo; en otro estudio realizado durante el periodo de 2010 a 2012 en el Instituto
Nacional de Pediatria en pacientes con diagndstico de epilepsia parcial, el porcentaje de género

femenino (52.2%) fue muy similar al masculino (47.8%) (Sanchez y cols., 2014). Por el contrario, en
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los estudios de Ruiz-Garcia y cols., (2002) y Eriksson y Koiviko (1997) el género predominante fue

el masculino.

La edad promedio del inicio de la epilepsia de los pacientes fue de 8.5 anos mientras que en el
estudio de Ruiz-Garcia y cols., (2002), fue de 5 afios con 6 meses; la duracién promedio de la
epilepsia hasta el momento de la cirugia fue de 4 afios con 6 meses, similar a los 3 afios 5 meses

reportados en el grupo de epilepsia sintomatica (Ruiz-Garcia y cols., 2002).

La epilepsia parcial predomino en el 60% de los casos, en cuanto al diagndstico patoldgico de la
epilepsia, predominaron los cambios hipdxicos con el 40%, seguido por la displasia cortical con el
20% y ganglioglioma con el 20% y finalmente inflamaciéon con el 10%; el predominio de las
alteraciones hipéxicas concuerdan con los datos reportados en el estudio de Ruiz-Garcia y cols.,

(2002).

En cuanto a la etiologia, el 90% fue epilepsia sintomatica y el 10% criptogénica; estos datos se
asemejan a lo reportado en el estudio de Ruiz-Garcia y cols., (2002), donde la epilepsia sintomatica
predomino con el 64.5% mientras que el 18.4% de los pacientes manifesté epilepsia criptogénica y
el 17.1% epilepsia idiopatica. Con estos datos se corrobord que la epilepsia sintomatica predomina

debido a la existencia de un cambio anatémico en la estructura encefilica.

Aunque es una muestra pequefia los datos sobre la etiologia sintomatica, son similares a los

reportados por Sanchez y colaboradores (2014) en el perfil clinico y farmacoterapéutico del INP.

Como ya se sabe las epilepsias de Iébulo frontal y temporal estdn caracterizadas por crisis
parciales simples, parciales complejas, crisis secundariamente generalizadas 6 una combinacién de
las anteriores (Wyllie y cols., 2011); siguiendo este patrdn, en esta muestra predominaron las crisis

parciales pre y postquirdrgicamente.

65



Después de que cada paciente fue estudiado e intervenido quirdrgicamente por un grupo
interdisciplinario de médicos, estos mostraron una mejoria en el control de las crisis confirmando
al igual que Reinholdson y cols., (2015), Teutonico y cols., (2013) y Jayalakshmi y cols., (2011) que
un adecuado diagndstico, localizacion y reseccion de la regién afectada, permite erradicar o
disminuir las crisis, mejorando la calidad de vida del paciente. La mejoria en el control de las crisis
supone un éxito al procedimiento, ya que la mayoria de los pacientes tienen un padecimiento de
base que genera dafio per se; en este estudio no se contempld la clasificacion de Engels (Wieser y

cols., 2001), debido a que no se encontrd el dato reportado en los expedientes.

Aunque todos los pacientes tuvieron una mejora en el control de las crisis, se puede resaltar que
los pacientes con epilepsia de I6bulo temporal o relacionado a alguna lesidn, en este caso
tumoracién y displasia cortical tuvieron una mejor evolucidn clinica, de los cuatro pacientes con
cirugia de lébulo temporal, tres remitieron las crisis y uno mejoro su control al igual que lo
reportado por Jayalakshmiy cols., (2011). Los pacientes con cirugia de I6bulo frontal disminuyeron

el numero de crisis, pero ninguno qued? libre de estas.

Es importante mencionar que el 90% de estos corresponden al grupo con etiologia sintomatica por
lo que los resultados se compararan principalmente con el grupo sintomatico del estudio de Ruiz-
Garcia y cols., (2002). El 20% de los pacientes de este estudio fueron manejados con monoterapia
mientras que el 70% restantes se trataron con polifarmacia, a diferencia de lo reportado por Ruiz-
Garcia y cols., (2002) y Sanchez y cols., (2014) en los cudles la monoterapia es el tratamiento mas

implementado.

Segln el reporte de Garcia y cols., (2002) el medicamento tanto en monoterapia, como en terapia
de dos farmacos mas frecuente fue el dcido valproico, por ser mas accesible econdmicamente; sin

embargo, en esta muestra se encontré que el 50%, fue tratado con levetiracetam y
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difenilhidantoina prequirurgicamente; el levetiracetam representa uno de los farmacos
antiepilépticos mas utilizados por sus beneficios debido a su mecanismo de accién, el cual es
unirse a la vesicula sinaptica SV2A, propicia el decremento inespecifico de la neurotransmisién
cuando existe un estado de hiperactivacién neuronal, por lo mismo tiene un amplio espectro de
control de las crisis, no tiene interacciones farmacocinéticas importantes y su metabolismo no es
hepdtico (Abou-Khalil, 2016). Por su parte la DFH es un farmaco que ejerce un efecto estabilizador
sobre las membranas excitables de las células; reduce los flujos de reposo de Na* y la
despolarizacion, es el tratamiento base para convulsiones tdnico-cldnicas, parciales, simples y
complejas de lébulo temporal, indicado para el control de las crisis durante y después de la
neurocirugia, tiene interacciones farmacoldgicas, es de lenta absorcion y de metabolismo hepatico

(Vademécum, 2014).

En el periodo de 1 mes a 1 afio postquirdrgicos, el farmaco mas utilizado después del
levetiracetam fue el topiramato, el cual tiene diferentes mecanismos de accion entre los que
destacan el bloqueo tiempo-dependiente de los potenciales de accidn repetitivos inducidos por
despolarizacién sostenida de las neuronas (posiblemente por inhibicién de los canales del sodio),
el incremento del ingreso de cloro a la neurona mediado por el GABA, y el antagonismo de la
accién activadora del kainato sobre el receptor excitatorio del acido glutamico (Vademécum,
2014), es un antiepiléptico de amplio espectro efectivo contra las crisis ténico-clénicas focales y
generalizadas.

La dosis y farmacos, fueron dependientes de la evolucién del control de las crisis de cada paciente,

estos se ajustaron al peso y niveles séricos del farmaco.

Dado que el INP es una institucidon de salud de tercer nivel, y que los pacientes de esta muestra

son de dificil control y de distintos estratos econdmicos, los medicamentos que se utilizaron
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durante el tratamiento pre y post quirdrgico se ajustaron en dosis y terapia segin la evolucién

clinica y el poder adquisitivo de la familia para seguir el apego al tratamiento.

El examen de resonancia magnética es una herramienta Util para detectar el foco epiléptico
siempre y cuando exista una alteracion visible de la anatomia encefélica, como la displasia cortical
gue predomino en el 20% de los pacientes. En cuanto al estudio de electroencefalografia, este
resulta util para corroborar de manera mas especifica la regiéon; en conjunto estos estudios
preoperatorios permiten la definicion previa de la regién, para que la electrocorticografia

intraoperatoria delimite de manera especifica la region que se reseco (Kumar vy cols., 2013).

Se ha reportado que la region mas afectada en pacientes adultos es el Iébulo temporal por
esclerosis hipocampal (Volcy-Gémez, 2004). A diferencia de los adultos, la region afectada con
mayor frecuencia en los pacientes pediatricos de nuestra muestra fue el I6bulo frontal, es posible
gue esto se deba a que la esclerosis es un proceso cronico degenerativo que se expresa de manera
aguda en la etapa adulta, en cambio en los pacientes pediatricos predominaron cambios

anatdmicos como displasia y tumoraciones.

Las alteraciones en el I6bulo frontal fueron predominantes en las muestras, lo que difiere de lo
reportado por Andresen y cols., (2014) donde de cien casos descritos de epilepsia el 36% fue
frontal y el 64% temporal, posiblemente esto sea consecuencia del pequefio nimero de casos

reclutados para el estudio.

La cirugia predominante fue la corticectomia, debido a que en la corteza se encontré el foco
epileptégeno, cabe destacar que en caso de ser localizado mas de un foco epileptogeno (crisis
generalizadas) la cirugia aplicada fue la callosotomia mejorando el control de las crisis, de acuerdo

a Liangy cols., (2015).

68



11. Conclusiones

El nimero de células inmunorreactivas al cotransportador KCC2 es menor en la sustancia
blanca del foco epiléptico de pacientes con epilepsia de dificil control en comparacién con

las cuantificadas en autopsias.

La disminucion de la expresion del cotransportador KCC2 encontrada en el tejido
epileptdgeno resecado en la cirugia de epilepsia, refleja un funcionamiento celular similar

al manifestado en estado de inmadurez.

La disminucidn de la expresion del cotransportador KCC2, principal extractor de cloruro,
aumenta la concentracidn intracelular de este ion, contribuyendo asi al efecto excitador
del neurotransmisor GABA, lo que explicaria en parte el aumento de excitabilidad

reportado en el del foco epiléptico resecado en la cirugia de epilepsia.

Actualmente no existen estudios comparativos, cuantitativos 6 estereoldgicos que
cuantifiquen el nimero de células IR-KCC2 en la sustancia blanca del foco epiléptico de
pacientes pediatricos, por lo que este es el primer trabajo que abordo este tema,

sentando un precedente para futuros estudios.

Este trabajo puede ser tomado como referencia para futuras investigaciones de
biomarcadores indicadores de epilepsia refractaria, asi como para estudios mas detallados

que busquen nuevos blancos terapéuticos y farmacos.
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