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“EXPRESION DE LOS RECEPTORES CB1 Y CB2 EN TEJIDO CEREBRAL DE
PACIENTES PEDIATRICOS CON EPILEPSIA FARMACORRESISTENTE”

Dra. Araceli Reyes Cuayahuitl Dra. Flor Verénica Garcia Licerio Dra. Sandra Orozco Suarez

Introduccion: De acuerdo con la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE), la
epilepsia se puede definir como un trastorno cerebral caracterizado por una
predisposicién continuada a la generacion de crisis epilépticas, mientras que, se le
denomina crisis a la aparicion transitoria de signos y/o sintomas provocados por una
actividad neuronal anémala excesiva o simultinea en el cerebro.! La
farmacorresistencia se ha relacionado con diversos factores, entre ellos: un alto
namero de crisis en fases tempranas del desarrollo, anomalias estructurales del
sistema nervioso central, condiciones genéticas, infecciosas, inmunes y metabdlicas.?
El probable origen fisiopatologico de la epilepsia farmacorresistente aparentemente
se trata de situaciones multifactoriales, desde ambientales hasta genéticos.*

Objetivo: Determinar la expresion de los receptores CB1 y CB2 en tejido cerebral de
pacientes pediatricos con epilepsia farmacorresistente.

Material y Métodos: Se realizd un estudio de investigacion de tipo observacional,
descriptivo, retrospectivo y transversal en el Centro Médico Nacional Siglo XXI del
IMSS, en un periodo comprendido del 01-Enero-2006 al 31-Diciembre-2018.
Mediante una revision sistematica de expedientes clinicos de pacientes con el
diagnostico de epilepsia farmacorresistente, se identificaron los factores que
intervinieron en dicho diagnéstico, integrdndose variables como: edad, sexo, tipo de
epilepsia, numero de crisis, tiempo de evolucion de la epilepsia, nimero de farmacos
para su tratamiento, hallazgos histopatolégicos. Para el analisis estadistico se
realizaron frecuencias, proporciones y porcentajes.

Resultados: Se describieron los siguientes resultados histopatolégicos: displasia
cortical focal en 18 pacientes (48.6%), gliofiboroma en 1 paciente (2.7%), infiltrado
linfocitario perivascular en 5 pacientes (13.5%), microglia activada en 1 paciente
(2.7%), pérdida neuronal en 6 pacientes (16.2%), sin encontrarse lesiones en 1
paciente (2.7%), tumor neuroepitelial disembrioplasico en 5 pacientes (13.5%). En
relacién con los valores de CB se describieron las siguientes medias: CB1 vasos de
216223.55, CB1 células de 260355.36, CB2 vasos de 216257.43, CB2 células de
277293.25.

Conclusiones: Los hallazgos mas frecuentes en el estudio, fueron, en cuanto al tipo
de epilepsia, la de tipo focal motora; en relacion a histopatologia, la displasia cortical
focal. No hubo relacion de significancia estadistica entre la expresiéon de los
receptores CB1 y CB2 en tejido cerebral de pacientes pediatricos con epilepsia
farmacorresistente.
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De acuerdo con la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE), la epilepsia, se puede
definir como un trastorno cerebral, caracterizado por una predisposicion continuada a
la generacion de crisis epilépticas, mientras que, se le denomina crisis a la aparicion
transitoria de signos y/o sintomas provocados por una actividad neuronal anémala
excesiva o simultanea en el cerebro, por otra parte existen definiciones practicas que
consideran a la epilepsia como una enfermedad cerebral caracterizada por cualquiera

de las situaciones siguientes:*

e Aparicién de al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) con una separacién
>24 horas.

e Aparicibn de una crisis no provocada (o refleja) y probabilidad de que
aparezcan mas crisis durante los 10 afios siguientes similar al riesgo de
recurrencia general (al menos el 60%) después de dos crisis no provocadas.

e Diagnostico de un sindrome epiléptico.

La ILAE recomienda que ante una primera crisis epiléptica se intente determinar la
etiologia, las cuales se dividen en seis grupos: estructural, genética, infecciosa,
metabdlica, inmunitaria y desconocida, ademas, se proponen tres niveles para el

abordaje correcto de la epilepsia, el cual consiste en lo siguiente.?

e Clasificar el tipo de crisis: inicio focal (consciente o consciencia alterada; inicio
motor 0 no motor), inicio generalizado (motor 0 no motor) o inicio desconocido
(motor o no motor).

e Clasificar el tipo de epilepsia: focales, generalizadas, combinadas focales y

generalizadas y, desconocidas.



e Integracion de sindrome de epilepsia: se considera un conjunto de
caracteristicas que incorporan tipos de crisis, electroencefalograma vy

caracteristicas de diagndstico por imagenes que suelen presentarse juntas.?

La epilepsia representa una condicion clinica frecuente, en la actualidad se cuenta
con amplias opciones de tratamiento, sin embargo, un tercio de estos pacientes que
presentan epilepsia refractaria a tratamiento o farmacorresistente, que el consenso
de la ILAE define como: “el fracaso en alcanzar una libertad sostenida de crisis, tras
el ensayo terapéutico adecuado de 2 antiepilépticos elegidos y usados

apropiadamente, y bien tolerados por el paciente”.?

La farmacorresistencia se ha relacionado con diversos factores, entre ellos: un alto
namero de crisis en fases tempranas del desarrollo, anomalias estructurales del
sistema nervioso central, condiciones genéticas, infecciosas, inmunes y metabdlicas;
una fraccién de estos pacientes tampoco son susceptibles de tratamiento quirdrgico,

situacién que complica atin mas el control.®

Diversas investigaciones sugieren el probable origen fisiopatolégico de la epilepsia
farmacorresistente, que aparentemente se trata de situaciones multifactoriales, desde
ambientales hasta genéticos, sin embargo, las hipétesis con mayor aceptacion, son

las siguientes:*

e Farmacocinética: propone que una sobreexpresibn de proteinas
transportadoras y enzimas metabolizadoras de farmacos antiepilépticos,
disminuyen la biodisponibilidad de los mismos lo que dificulta la llegada a sus

dianas terapéuticas.



e Redes neuronales: sugiere que la degeneracion y remodelacion neuronal
producida por crisis recurrentes genera cambios y alteracion en las vias
reguladoras de las crisis.

e Severidad intrinseca: postula que factores neurobioldgicos intrinsecos
intervienen de forma directa en la severidad y farmacorresistencia de la
epilepsia.

e Variantes genéticas: sugiere que varianzas en los genes codificantes de
enzimas metabolizadoras, canales i6nicos y receptores diana alteran la
farmacocinética y farmacodinamia del tratamiento.

e Del blanco: refiere que anomalias en los blancos farmacoldgicos aunado a
alteraciones en los canales y receptores de membrana, causarian disminucion
de la sensibilidad a los farmacos.

e Transportadores: sugiere la presencia de sobreexpresion de transportadores
de salida de los farmacos en la barrera hematoencefalica, causando
farmacorresistencia por baja biodisponibilidad y menor interaccion con sus

dianas.

Uno de los sistemas que se ha relacionado ampliamente con el desarrollo neuronal,
la epilepsia e interesantes dianas terapéuticas, asi como mecanismos

fisiopatoldgicos, es el sistema endocannabinoide.®

Se conoce como sistema endocannabinoide o sistema cannabinoide enddgeno (en
adelante SCE) a un importante y complejo sistema neuromodulador, del cual sus
principales investigaciones se remontan a la década de 1990, dicho sistema esta
compuesto por receptores cannabinoides, sus respectivos ligandos enddgenos

(endocannabinoides) y las enzimas responsables de su sintesis y degradacion.®



En referencia a los receptores, estos se encuentran acoplados a proteinas G,
principalmente Giy GO, por lo que su activacion inhibe el adenilato ciclasa causando
un descenso de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) intracelular; en el mismo

sentido inhiben algunos canales de calcio dependientes de voltaje.®

También se sabe que estos receptores activan la ruta de proteinas quinasas activadas
por mitdgenos (MAPK), via que induce diferenciacion y proliferacion celular; con lo
anterior, se infiere la importancia de los receptores CB1 y CB2 en la fisiologia celular,

incluidas, funciones sinapticas, transcripcion génica y movilidad celular.®

Los receptores CB1 y CB2 se conforman por dominios transmembrana, un dominio
extracelular y un dominio terminal intracelular, sin embargo, ambos poseen secuencia

de aminoé&cidos distintas.®

En el afio de 1964 se logr6 aislar por primera vez al tetrahidrocannabinol como
responsable de los efectos psicoactivos del cannabis, sin embargo, fue hasta el afio
1990, que se logré aislar y replicar el primer receptor cannabinoide, al cual se le
denominé “CB1”, posteriormente se identificé un segundo receptor de este sistema,

en consecuencia, se asigndé como “CB2".6

Alteraciones en el SCE se han relacionado con diversas afecciones neurologicas,

tales como: Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerosis mdltiple, epilepsia.’

El SCE tiene una amplia distribucion en el cuerpo humano, debido a su extension y
como corresponde a su complejidad, presenta una vasta distribucién tisular, celular y
subcelular, siendo posible encontrarlo en el sistema nervioso central, sistema
nervioso periférico, microglia y elementos vasculares, de acuerdo a su localizacién, el
SCE participa y modula diversas funciones fisioldgicas, tales como: coordinacion,

control de movimientos, funciones cognitivas, memoria, estrés, dolor, apetito, estado



de &animo, desarrollo neuronal, inflamacién, liberacion hormonal, entre otras

funciones.8

Se reconoce que el SCE posee un importante rol en el desarrollo del sistema nervioso

central, plasticidad neuronal y la respuesta a lesiones endégenas y ambientales.®

El receptor CB1 ha sido ampliamente investigado en relacion a diversos procesos del
sistema nervioso central (en adelante SNC), por su amplia presencia en dicho
sistema, se expresa principalmente en terminales axdnicas y segmentos axonicos
preterminales, siempre fuera de la zona activa de sinapsis, asimismo, se considera el

receptor metabotrépico mas abundante del cerebro.®

El receptor CB1 se localiza en SNC (particularmente en los nucleos basales, cortex,
hipocampus y cerebelo) especialmente se presenta en neuronas corticales e
hipocampales positivas a colecistoquinina y en menor nivel en neuronas
glutamatérgicas, es abundante en la neuronas espinosas del estriado dorsal y ventral,
la expresion es particularmente alta en las vias directas que entran al globo palido y

hacia la sustancia nigra.®

Este receptor también se encuentra en pulmones, sistema vascular, musculos, tracto
gastrointestinal, 6rganos reproductivos, sistema inmunoldgico, higado, médula 6sea,
pancreas. Se cree que este receptor es responsable de efectos psicoldgicos sobre el
placer, la memoria, el pensamiento, la concentracién, percepciones sensoriales y

temporales, y el movimiento coordinado.®

El receptor CB2, a diferencia de CB1, se encuentra en sistema nervioso central en
una concentracion cuantitativamente inferior, por lo que en sus inicios se llegé a inferir
gue su influencia en este sistema era minima o nula, sin embargo, actualmente se

sabe de su gran importancia.'®
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La ubicacion de los receptores CB2 principalmente es en microglia y elementos
vasculares, tales como, las células del sistema inmunoldgico, a este receptor se le
atribuye en mayor medida los efectos inmunomodulares que desarrolla el SCE,
inclusive, se ha determinado una notable caracteristica de CB2, la cual es, aumentar
Su presencia en situaciones de dafos tisulares o en procesos inflamatorios, aun falta
determinar si se debe a una migracion celular positiva a CB2 o a una sobreexpresion
génica de dicho receptor. También se ha demostrado la expresion de CB2 en algunas

neuronas, de forma particular en condiciones patolégicas.!

Los ligandos de los receptores cannabinoides son derivados de acidos grasos
poliinsaturados; siendo los mas importantes la anandamida y el 2 araquidonil glicerol,
ambas contienen acido araquiddnico, sin embargo, in vivo presentan vias de sintesis
y degradacion distintas, ademas, dichos procesos son mediados por enzimas

diferentes.1?

La anandamida o araquidonoiletanolamida (en adelante AEA) es un
endocannabinoide que se encuentra en bajas concentraciones, ya que, a diferencia
de otros neurotransmisores, esta molécula no se almacena en vesiculas
presinpticas, sino que, es producida y liberada bajo estimulos especificos. La
concentracion de AEA se ha relacionado con la densidad de receptores

cannabinoides en cada zona, aungue no es una regla.*

La AEA, posee la capacidad de unirse a los recetores CB1 y CB2, presentando mayor
afinidad por los primeros, sin embargo, se ha documentado que es capaz de unirse a
otros receptores no cannabinoides. En cuanto a la sintesis se han dilucidado mdultiples
vias, en general, se acepta que se produce por la hidrdlisis del precursor fosfolipidico

N-araquidonilfosfatidiletanolamida, accion mediada por una fosfolipasa. En cuanto a
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la degradacion, la realiza la enzima FAAH (enzyme fatty acid amino hydrolase) que la
divide en diferentes componentes; se ha reportado que la inhibicion de la FAAH

aumenta los niveles de AEA.13

Otra via de degradacion es a través de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), es importante
especificar que las diferencias estructurales entre el &cido araquidonico y AEA, son
suficientes para desarrollar inhibidores de COX-2 capaces de influir sobre la AEA, sin

afectar la sintesis de prostaglandinas.*®

El 2 araquidonil glicerol (en adelante 2-AG) es un endocannabinoide que se une a los
receptores CB1 y CB2, y se encuentra en mayor concentracion que el AEA, se
propone que su sintesis es a partir de la transformacion del diacilglicerol en 2-AG a

través de una diacilglicerol lipasa.!?

Se encontré que el 2-AG es un importante intermediario en la sintesis lipidica,
también, representa una de las mayores fuentes de acido araquidonico para la
sintesis de prostaglandinas y se considera que posee algunos efectos independientes
del SCE, ya que en algunos érganos como cerebro, higado y pulmon representa la
principal fuente de acido araquidonico; la degradacion de este neurotransmisor se
lleva a cabo principalmente por tres enzimas hidroliticas: la monoacilglicerol lipasa
(MGL), la alpha/beta hidrolasa dominio 6 y 12 (ABHD6 y 12), y la COX-2, se debe de
tomar en cuenta que la 2-AG bajo ciertas condiciones puede ser hidrolizada por la

FAAH.13

La MGL presenta una amplia distribucion en el SNC principalmente en las terminales
sinapticas, es la enzima que hidroliza la mayor parte del 2-AG por lo que es de interés
la inhibicién de la MGL, puesto que los estudios revelan que su inhibicion disminuye

la degradacion de la 2-AG con la consecuente disminucién de la inflamacién mediada
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por prostaglandinas, ya que, como con anterioridad se comento, la 2-AG es una de
las principales fuentes de acido araquiddnico para la sintesis de prostaglandinas. Por
otra parte, la enzima ABHD12 ha sido encontrada en el cerebro y aunque su funcion
no ha sido exactamente determinada, sus mutaciones se han relacionado con algunas

patologias.t®

Aunado a la importancia de las vias de degradacion de la 2-AG, se ha registrado que
uno de sus metabolitos oxidativos, el éster de PGE2-glicerol, posee la capacidad de
potenciar la transmisién sinaptica, mejora la plasticidad neuronal y produce
hiperalgesia, ademas, el 2-AG se considera como un ligando crucial en la supresion

de crisis epilépticas, mediante, la disminucién de entradas excitatorias neuronales.*

Los endocannabionoides AEA y 2-AG activando sus receptores ejercen un papel
neuroprotector en el dafo cerebral por excitotoxicidad, la sintesis de
endocannabinoides se activa por un aumento en la concentracién de Ca+. Hallazgos
de esta indole ejemplifican la relevancia de la funcion neuroprotectora y
neuromoduladora, estos ligandos pueden desempefiar funciones como mensajeros
retrogrados inhibiendo presinapticamente canales de Ca+ y con ello la liberacion de

neurotransmisores.1®

Como se ha mencionado anteriormente, el SCE ha sido ampliamente estudiado, entre
otras cosas, por la capacidad que tiene de interactuar y modular funciones del SNC;
es decir, el SCE es esencial para la correcta regulacion de la actividad neuronal, dicha
importancia, se pone de manifiesto cuando durante el embarazo se administran
fitocannabionoides y estos irrumpen el correcto funcionamiento del SCE generando
alteraciones del desarrollo neuronal del producto gestacional, aumentando el riesgo

futuro a diversos padecimientos neuropsiquiatricos.®
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Se reconoce la capacidad del sistema para la proteccion neuronal en casos de lesion,
y la habilidad de los receptores CB1 y CB2 para controlar a través de sus vias de
sefializacion, la generacion y maduracion neuronal durante diversos estados de
desarrollo, estas sefiales, también se encuentran activas durante la neurogénesis
embrionaria, pero también se detecta la actividad y regulacion neuronal y cerebral
durante el periodo perinatal y adolescencia, cuando sucede la gliogénesis,
mielinizacion y refinamiento de los circuitos neuronales. Se infiere de esta forma que
este sistema influye en la homeostasis neuronal del adulto, pero también, ejerce una
importante influencia en la plasticidad celular y remodelamiento neuronal que pueden

afectar el desarrollo del cerebro inmaduro.t’

El receptor CB1 también es expresado en células precursoras neuronales, las sefales
gue genera este receptor regulan la proliferacion celular y promueven la transicién de
las células precursoras a células progenitoras intermedias, esta capacidad del CB1
se conserva en algunas areas neurogénicas de los adultos; igualmente el CB1
mantiene influencia en la neurogénesis y la oligodendrogénesis, su activacion
promueven la proteccion ante dafios tisulares neuronales y de consecuencias

negativas de las encefalopatias.!’

Uno de los mecanismos propuestos por los que el receptor CB1 contribuye a la
proteccidn y plasticidad neuronal es un modelo tripartita en la comunicacion sinaptica
entre neuronas y astrocitos en la que el receptor CB1 presente en los astrocitos y a
través de sus vias de sefalizacion y su actividad metabotropica facilita la

comunicacion intercelular.18

Se ha observado que las funciones que desarrollan estos receptores mediante sus

vias de sefalizacion pueden verse afectados por alteraciones en moléculas que
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intervienen en la sefalizacion, tal es el caso de las mutaciones de la proteina motora
kinesinal que interviene en estos procesos, y se relacionan con anormalidades de la

corteza cerebral y de la formaciéon de la materia blanca.*®

Por otra parte, el receptor CB2 no se expresa en gran parte de las células neuronales
y su funcion directa en el SNC continGia en estudio, sin embargo, se reconoce una
actividad que ejerce en este sistema de manera indirecta, pues cuenta con la
capacidad de modular la neuroinflamacién reduciendo la actividad de citocinas
proinflamatorias, liberadas por las células inmunolégicas, protegiendo asi, a las

células precursoras neuronales y su desarrollo.?°

Otro de los datos que demuestra la importancia de los receptores CB1 y CB2 en el
desarrollo y protecciéon neuronal es que se ha evidenciado que participan en la
neurogénesis secundaria a eventos adversos, induciendo la migracion celular a las
areas lesionadas. Lo anterior refleja la importancia del SCE en el desarrollo neuronal

y plasticidad. 2*

Analisis en ratones con delecién para CB1 demostraron que la falta de sefializacion
de este receptor se asocia a alteraciones en diversas zonas de la corteza cerebral en

esta especie. %

Los receptores cannabinoides se han relacionado con la actividad de las vias de
sefalizacion de mTOR; a su vez, se sabe que las alteraciones en las vias de
sefializacion de mMTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) se asocian con
un grupo de malformaciones del desarrollo cortical, dichas malformaciones
representan una causa recurrente de epilepsia refractaria a tratamiento en los

infantes.?2

15



Estudios en modelos murinos con delecion de dichos receptores indican que su
ausencia afectas estas vias de sefalizacion. La disminucion de la actividad de la
GTPasa Rhoa es otro mecanismo propuesto por el cual las alteraciones del receptor
CB1 intervienen en las malformaciones del sistema nervioso central favoreciendo la
hiperexcitabilidad de las redes neuronales aumentando la susceptibilidad de eventos

convulsivos.23

Para ejemplificar la importancia de este sistema, un estudio single-knockout y doble-
knockout para receptores CB1 y CB2 realizado en modelos murino, concluy6 que los
ratones doble-knockout desarrollaban diferentes alteraciones en el comportamiento
aunado al desarrollo de fenotipos mas severos de epilepsia comparado con los
ratones single-knockout los cuales no presentaron crisis epilépticas espontaneas, lo
gue se cree podria ser a causa de una compensacion por parte del receptor
expresado, sin embargo, los ratones con delecion del CB1 presentaron una
mortalidad similar a los doble—knockout, las causas de mortalidad fueron diferentes a

actividad convulsiva.?*

Se discutieron diversas causas de los fenotipos de mayor severidad presentados por

el grupo doble—knockout, entre las que resaltaron las siguientes:?*

e La ausencia de ambos receptores permitia una actividad neuronal aumentada
sin contar con la regulacion negativa de las vias inhibitorias de los
cannabinoides.

e Al no contarse con los receptores se veian afectados los procesos de
proliferacion, plasticidad neuronal, entre otros. Lo que ocasion6 cambios en el

desarrollo neuronal que contribuyeron a la epileptogénesis. Los cerebros de
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estos ratones tenian apariencia macroscopica normal y fueron necesarios
otros estudios para determinar los cambios.

e Lo cambios pudieron ser relacionados a aspectos genéticos heredados, puesto
gue los ratones doble-knockout provenian de una mezcla.

e La ausencia de los receptores dejaba sin su actividad inmunomoduladora, por
lo que los procesos inflamatorios causados por el estrés y otros agentes

pudieron ser mas severos, contribuyendo a la epileptogénesis.

El receptor CB2 ha sido asociado fuertemente con la neuroproteccion, ya que su
estimulacién con agonistas inversos demostré regular los dafios neuronales y los
procesos inflamatorios mediados por citosinas, incluso regulandose al alza en estatus
epilépticos inducidos. Se ha visto que la estimulacion por agonistas del receptor CB2

disminuy¢ la tasa de mortalidad y prolongd la latencia de estatus epilépticos.?®

Aun quedan lineas de estudio sobre el SCE, su relacién con la epileptogénesis y
potenciales dianas terapéuticas, por ultimo, cabe mencionar otro tipo de factores que
también podrian modificar el desarrollo neuronal y del sistema, tal es el caso de uno
de los grandes retos a nivel mundial, la desnutricién, que en modelos primates no
humanos disminuye la expresion de CB1 en un periodo especifico de la gestacion de
fetos masculinos, situacién que podria estar relacionada con efectos adversos en la

descendencia.?®
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los trastornos
neurologicos afectan a mas de mil millones de personas en el mundo y, se estiman

alrededor de 6.8 millones de muertes anuales por trastornos neurolégicos.

Diversos son los trastornos que se engloban, por mencionar: enfermedad
cerebrovascular, enfermedad de Parkinson, epilepsia, migrafia, tumores cerebrales,

traumatismo que involucren el sistema nervioso, entre muchos otros.

En el mundo, se calcula que mas de 50 millones de personas padecian epilepsia y
gue de ellas 70% responde a tratamiento. En América latina (AL) se estiman 5
millones de personas con epilepsia y alrededor de 5800 muertes por esta causa, Sin
embargo, cerca de 36% de los paises de AL no contaban con estadisticas y, sélo
nueve paises reportan contar con un plan y programas para atender a las personas

con este padecimiento, entre ellos, México.

En nuestro pais en el afio 2011 un estudio epidemiolégico sobre la carga de
trastornos neurolégicos en México, calculd una prevalencia de 3.9 casos de
epilepsia por 1000 habitantes y en 2016 se calcularon aproximadamente 2 millones

de personas con epilepsia en nuestro pais.

Una de las consecuencias mas importantes de la epilepsia son los impedimentos y
secuelas neuroldgicas que se pueden suscitar principalmente en los casos no
tratados o farmacorresistentes. Esta Ultima representa cerca de un 30% de los
casos, y alredor del 1% de la poblacion general, aunado al estigma y discriminacion

asociados a este trastorno.
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Actualmente se cuenta con avances importantes en el entendimiento de esta
patologia y sus mecanismos epileptogénicos, sin embargo, aun existen hitos por

resolver que permitan abordar con mayor eficacia los casos graves y prevenir la

evoluciéon desfavorable.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

Derivado de lo anterior se plantea la siguiente pregunta de investigacion que

pretende responder y aportar informacion en relacion con el problema:

¢, Cual es la expresion de los receptores CB1 y CB2 en tejido cerebral de

pacientes pediatricos con epilepsia farmacorresistente?
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JUSTIFICACION

La epilepsia es una enfermedad cerebral crénica, no transmisible, que afecta a
personas de todo el mundo, sexo y edad. Del total de personas afectadas, un 25%
a 30%, no logran un control adecuado con el uso de farmacos antiepilépticos. Se
estima que la epilepsia activa presenta una prevalencia de 4 a 10 por 1000

habitantes.

En México existen alrededor de 2 millones de personas con este padecimiento , los
esfuerzos de nuestro pais para enfrentar esta situacion han llevado a que existan
66 centros de atencidon especializados en este padecimiento a lo largo de las 32
entidades. Lo que pone de manifiesto la importancia de investigar esta area. A pesar
de los avances que se han logrado, aun quedan muchos campos de oportunidad en

el ambito médico-cientifico.

La importancia de continuar con los avances en este campo es diversa, la OMS
considera que la epilepsia de origen desconocido es el tipo mas frecuente y que
representaria 6 de cada 10 casos, el mayor entendimiento de las causas y sistemas
involucrados en esta situacién permitiran dilucidar con mayor claridad la génesis y
tratamiento especifico para cada personay, asi, contrarrestar los efectos negativos
y secuelas neurologicas que ocasiona este padecimiento, principalmente en los
casos croénicos y de dificil control. Lo anterior se refleja en la disminucién de goce
de la vida plena y un riesgo de mortalidad prematura hasta 3 veces mayor que el de

la poblacion general.
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El SCE, en su conjunto, es un area de estudio e investigacion prometedora para
entender diversos aspectos de esta enfermedad y buscar nuevas dianas
terapéuticas, por otra parte la presencia de los receptores CB1 y CB2 ha sido
ampliamente relacionada con el desarrollo neuronal y la epilepsia, es por ello que
vale la pena sumar esfuerzos para conocer mas sobre esta enfermedad y, trabajar

en pro del bienestar integro de los pacientes y sus familias.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar la expresion de los receptores CB1 y CB2 en tejido cerebral de

pacientes pediatricos con epilepsia farmacorresistente.

Objetivos especificos

e Describir el tipo de epilepsia y/o sindrome epiléptico de los pacientes con
epilepsia farmacorresistente con expresion de los receptores CB1 y CB2 en
tejido cerebral.

e Conocer los hallazgos histopatologicos de los pacientes con epilepsia

farmacorresistente.
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MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio de investigacion de tipo observacional, descriptivo,
retrospectivo y transversal en el Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, en un
periodo comprendido del 01-Enero-2006 al 31-Diciembre-2018. Mediante una
revision sistematica de expedientes clinicos de pacientes con el diagnéstico de
epilepsia farmacorresistente, se identificaron los factores que intervinieron en dicho
diagndstico, integrandose variables como: edad, sexo, tipo de epilepsia, nUmero de
crisis, tiempo de evolucion de la epilepsia, numero de farmacos para su tratamiento,
hallazgos histopatolégicos. Para el analisis estadistico se realizaron frecuencias,

proporciones y porcentajes.

TIPO DE INVESTIGACION: CLINICA

TIPO DE DISENO:

De acuerdo al grado de control de la variable: Observacional.
De acuerdo al objetivo que se busca: Descriptivo.
De acuerdo al momento en que se obtendran o evaluaran los datos: Retrospectivo.

De acuerdo al numero de veces que se miden las variables: Transversal.

Lugar del estudio: Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Ubicado en: Av. Cuauhtémoc 330, Doctores, Cuauhtémoc, 06720, Ciudad de

México, CDMX.
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Muestra: Todos los pacientes derechohabientes en el Hospital de Pediatria, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, con el diagnéstico de epilepsia

farmacorresistente.

Poblacion en estudio: Todos los pacientes derechohabientes en el Hospital de
Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, con el diagndstico de epilepsia
farmacorresistente, en el periodo comprendido del 01-Enero-2006 al 31-Diciembre-

2018.

Tipo de muestreo

No probabilistico.- La probabilidad de seleccion de cada unidad de la poblacion no
es conocida. La muestra es escogida por medio de un proceso arbitrario. Se utiliza

con frecuencia cuando no se conoce el marco muestral.

Por casos consecutivos.- Consiste en elegir a cada unidad que cumpla con los
criterios de seleccion dentro de un intervalo de tiempo especifico o hasta alcanzar

un numero definido de pacientes.
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DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables
Variable Definicion Definicion Escala de Indicador
conceptual operacional medicidén
Edad Tiempo transcurrido a | Esta variable se obtendra | Cuantitativa | 1.-ANOS CUMPLIDOS
partir del nacimiento de | por medio de la revision Discreta
un individuo. del expediente clinico de
los pacientes.
Sexo Conjunto de las | Esta variable se obtendra Cualitativa 1.-FEMENINO
peculiaridades que | por medio de la revision Nominal
caracterizan los | del expediente clinico de Dicotomica
individuos de una | los pacientes. 2.-MASCULINO
especie dividiéndolos en | Caracteristicas
masculinos y femeninos. | fenotipicas de la persona
objeto de estudio.
Tipo de Forma de presentacion | Esta variable se obtendra Cualitativa 1.-FOCAL
epilepsia clinica de la epilepsia. por medio de la revision Nominal 2. GENERALIZADA
del expediente clinico de Dicotomica 3. SINDROME
los pacientes. EPILEPTICO
NGmero de Frecuencia con que se | Esta variable se obtendra | Cuantitativa | 1.-DESCRIBIR NUMERO
crisis por presentan las crisis | por medio_ de la re_visién Discreta DE CRISIS
semana gpl!éptlcas en un | del exp_edlente clinico de
individuo por semana. los pacientes.
Tiempo de Tiempo que transcurre | Esta variable se obtendra | Cuantitativa | 1.-DESCRIBIR TIEMPO
evolucion de la | desde la primera crisis | por medio de la revision Discreta EN MESES
epilepsia hasta la actualidad. del expediente clinico de
los pacientes.
Se  categorizara en
meses de evolucion.
NGmero de Cantidad de farmacos Esta variable se obtendra | Cuantitativa | 1.-DESCRIBIR NUMERO
farmacos antiepilépticos usados por medio de la revisién Discreta DE FARMACOS
empleados para t_al_trata_mlento de del expedlen_te clinico de
las crisis epilépticas. los pacientes.
Hallazgo Caracteristicas que se | Esta variable se obtendra Cualitativa 1.-DESCRIBIR
histopatoldégico | pueden describir gracias | por medio de la revision Nominal HALLAZGOS
al estudio de | del expediente clinico de Politomica
histopatologia para su | los pacientes.
interpretacion
diagnéstica.
Receptor CB1 | Es un dominio | Esta variable se obtendra Cualitativa 1.- NORMAL
transmembrana por medio de la revisién Nominal 2.- ALTERADO
perteneciente a | del expediente clinico de Dicotomica

procesos del SNC.

los pacientes, cuyo tejido
cerebral se analiz6 por
técnica de
inmunocitoquimica
(anexo 3).
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Receptor CB2

Es un dominio

transmembrana
perteneciente
procesos del SNC.

a

Esta variable se obtendra
por medio de la revision
del expediente clinico de
los pacientes, cuyo tejido
cerebral se analiz6 por
técnica de
inmunocitoquimica
(anexo 3).

Cualitativa
Nominal
Dicotémica

1.- NORMAL
2.- ALTERADO
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CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

Criterios de inclusioén:

e Expedientes de Pacientes menores de 16 afios con diagndéstico de epilepsia

farmacorresistente sometidos a cirugia de epilepsia.

e Expedientes de Pacientes de sexo masculino y femenino.

Criterios de exclusion:

e Expedientes de Pacientes con expediente clinico incompleto.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé la captura de datos en una hoja de Excel de los pacientes que cumplieron
con los criterios de inclusion. Se realizo un analisis univariado aplicando las medidas
de tendencia central (media y mediana), y medidas de dispersién (desviacion
estandar) para variables numéricas, ademas de frecuencias y proporciones para las
variables cuantitativas.

Todo esto apoyado en hojas predisefiadas de Excel, en donde se capturd la
informacion para su correcto analisis estadistico; el Software que se emple6 fue el
paquete estadistico Epi-Info 7, el cual es un programa de uso libre que no requiere
licencia para su manejo, adicionalmente se empled el programa Spss version 25

para Windows.
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ASPECTOS ETICOS

En el presente proyecto de investigacion, el procedimiento estuvo de acuerdo con
las normas éticas, el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud y con la declaracion de Helsinki de 1975 enmendada en
1989 y codigos y normas Internacionales vigentes de las buenas practicas de la
investigacion clinica. Asi mismo, el investigador principal se apeg6 a las normas y
reglamentos institucionales y a los de la Ley General de Salud. Esta investigacion
se considerd como sin riesgo.

El presente estudio es el brazo del protocolo con nombre “Estudio del potencial uso
terapéutico de los cannabinoides en el control de la epilepsia resistente a farmacos”
con numero de registro 2017-785-089, autorizado por el Comité Nacional de
Investigacion en Salud, se cuenta con enmienda.

Se ha tomado el cuidado, seguridad y bienestar de los pacientes, y se respetaron
cabalmente los principios contenidos en él, la Declaracion de Helsinki, la enmienda
de Tokio, Cbédigo de Nuremberg, el informe de Belmont, y en el Cddigo de
Reglamentos Federales de Estados Unidos. Dado el tipo de investigacion se
clasificé como sin riesgo, el investigador no tuvo participacién en el procedimiento
al que fueron sometidos los pacientes, el investigador solo se limité a la recolecciéon
de la informacion generada y capturada en el expediente clinico, la investigaciéon
por si misma no representé ningun riesgo para el paciente.

Sin embargo, se respetaron en todo momento los acuerdos y las normas éticas
referentes a investigacion en seres humanos de acuerdo con lo descrito en la Ley
General de Salud, la declaracion de Helsinki de 1975 y sus enmiendas, los cédigos

y normas internacionales vigentes para las buenas practicas en la investigacion
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clinica y lo recomendado por la Coordinacién Nacional de Investigacién en Salud
del Instituto Mexicano del Seguro Social.

La informacién obtenida fue conservada de forma confidencial en una base de datos
codificada para evitar reconocer los nombres de los pacientes y fue utilizada
estrictamente para fines de investigacion y divulgacion cientifica.

Se tomaron en cuenta las disposiciones del Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion para la salud, en el Titulo Segundo, Capitulo primero
en sus articulos: 13, 14 incisos | al VIII, 15, 16, 17 en su inciso Il, 18, 19, 20, 21
incisos | al Xl 'y 22 incisos | al V. Asi como también, los principios bioéticos de
acuerdo con la declaracion de Helsinki con su modificacion en Hong Kong basados
primordialmente en la beneficencia, autonomia.

En el articulo 13 por el respeto que se tuvo por hacer prevalecer el criterio del
respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos y bienestar, al salvaguardar
la informacidn obtenida de los expedientes.

Del articulo 14, en el inciso |, ya que apegado a los requerimientos de la institucion
y del comité local de investigacion, se ajustaron a los principios éticos y cientificos
justificados en cada uno de los apartados del protocolo.

El investigador se rigio bajo un importante codigo de ética y discrecion, por lo tanto,
no existié la posibilidad de que la informacion recabada del expediente clinico con
respecto a los pacientes se filtre de manera total o parcial y atente contra la vida e

integridad del mismo.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Este protocolo es brazo de “Estudio del potencial uso terapéutico de los

cannabinoides en el control de la epilepsia resistente a farmacos”, con nimero de

registro 2017-785-089, autorizado por el CNIS, se cuenta con enmienda.

Una vez obtenida la autorizacion se procedio a la recoleccion de datos.

El investigador acudi6 al servicio de archivo clinico en busca de los
expedientes de los pacientes afines al presente proyecto.

Se recopilaron los datos de los pacientes que contaron con el diagnéstico de
epilepsia farmacorresistente.

El investigador clasifico a los pacientes de acuerdo con lo descrito en el
instrumento de recoleccion de datos, considerando los resultados de
pacientes con el diagnéstico de epilepsia farmacorresistente, al mismo
tiempo se obtuvieron las variables de interés inherentes a este estudio de
investigacion.

Posteriormente a la captura de la informacion, se procedié a trascribir los
datos de los pacientes a una hoja predisefiada de Excel, por dltimo, se
exporté al programa estadistico Epi Info 7, el cual es un Software de uso libre,
el cual no requirié de licencia para su manejo.

El investigador responsable se obligb a presentar los Informes de
Seguimiento, y que una vez que el estudio fue terminado presento el Informe
de Seguimiento Técnico final, asi como los informes extraordinarios que se
le requirieron sobre el avance de proyecto de investigacion, hasta la

terminacién o cancelacion del mismo.
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DESGLOSE DE RECURSOS A UTILIZAR

Recursos humanos:
e 1 Médico Especialista en Neurologia Pediatrica.

e 1 Médico Residente Especialista en Neurologia Pediatrica.

Recursos materiales:

® | 0s recursos materiales utilizados son de las instalaciones del Servicio de

Neurologia Pediatrica del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

® | os componentes necesarios para el vaciamiento de datos es el equipo de
papeleria (hojas y plumas), impresiones, equipo de cémputo, sistema de
vigencias de la red informatica del Servicio de Neurologia Pediatrica del

Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

® | os recursos fueron cubiertos por los investigadores.
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RESULTADOS

Se realiz6 un estudio de investigacion en el Centro Médico Nacional Siglo XX,
IMSS. Esta investigacion fue diseflada y realizada por el departamento de
Neurologia Pediatrica del mismo hospital, la finalidad del estudio fue determinar la
expresion de los receptores CB1 y CB2 en tejido cerebral de pacientes pediatricos
con epilepsia farmacorresistente en el Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS,

Ciudad de México.
Una vez realizado el andlisis estadistico, se han obtenido los siguientes resultados:

En el presente estudio se incluyeron 44 pacientes que cumplieron con los criterios
de inclusién, cuya distribucion por edad al momento de la cirugia fue de 9 afios con
una DS 5.1, el nimero de crisis a la semana fue de un maximo de 420, el numero
de farmacos utilizados de 4, DS 2, la distribucién por género fue mayor en el
masculino, con un 66%, como lo podemos observar en las tablas 1y 2, y el grafico

1.

TABLA 1: Distribucion de las Variables Numéricas

Distribucién de las Variables Numéricas

. . L . . Desviacién
Tipo de Variable N Minimo Maximo Media estandar
Edad al momento de la cirugia (afios) 44 0.4 17.0 9.348 5.1346
Numero de crisis a la semana 44 1.0 420.0 97.091 84.8042
Tiempo de evolucion de la epilepsia
(meses) 44 6.0 156.0 63.568 42.4737
Numero de farmacos utilizados 44 2.0 9.0 4.364 1.8056

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.
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TABLA 2: Distribucion por Género

Distribucion por Género

Género Frecuencia Porcentaje Por(;e_ntaje Porcentaje
valido acumulado
Femenino 15 34 34.1 34.1
Masculino 29 66 65.9 100.0
Total 44 100.0 100.0

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.

GRAFICO 1: Distribucién por Género

Distribucidon por Género

= Femenino = Masculino

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.

Se cuenta con un comité de cirugia de epilepsia dentro del IMSS, cuya funcién es

determinar la factibilidad de ofrecer al paciente, con diagndstico de epilepsia

farmacorresiste, un tratamiento quirtrgico, apegandonos a las indicaciones para

mismo, de ahi que la distribucion por tipo de epilepsia se encuentra con mayor

proporcion la epilepsia focal motora con un 57.1% (n 24), seguido de la Encefalitis

de Rasmussen 33.3% (n 14), como se muestra en la tabla 3.

el
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TABLA 3: Distribucion por Tipo de Epilepsia

Distribucién por Tipo de Epilepsia

Tipo de Epilepsia Frecuencia Porcentaje Porge_ntaje Porcentaje
valido acumulado
Encefalitis de Rasmussen 14 33.3 33.3 33.3
Epilepsia focal motora 24 57.1 57.1 90.4
Sindrome de Lennox-Gastaut 2 4.8 4.8 95.2
Sindrome de West 2 4.8 4.8 100.0
Total 42 100.0 100.0

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.

En cuanto a la cirugia realizada, a la mayor proporcién de sujetos se les realizd
hemisferectomia 42.9% (n 18) seguido de la lobectomia 35.7% (n 15), la distribucion

de porcentajes y frecuencias se muestran en la tabla 4 y grafico 2.

TABLA 4: Distribucion por Tipo de Cirugia Realizada

Distribucién por Tipo de Cirugia Realizada

Ciruaf . . Porcentaje Porcentaje
irugia Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Callosotomia/lesionectomia 1 2.4 2.4 2.4
Corticectomia 1 2.4 2.4 4.8
Hemisferectomia 18 42.9 42.9 47.7
Lesionectomia 7 16.7 16.7 64.4
Lobectomia 15 35.7 35.7 100.0
Total 42 100.0 100.0

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.
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GRAFICO 2: Distribucién por Tipo de Cirugia Realizada

Distribucion por Tipo de Cirugia Realizada
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Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.

Los hallazgos histopatoldgicos en los sujetos de estudio con mayor frecuencia

fueron la displasia cortical focal 48.6% (n 18), seguida de pérdida neuronal en el

16.2% (n 6), la distribucion se observa en la tabla 5.

TABLA 5: Distribucion por Hallazgo Histopatoldgico

Distribucion por Hallazgo Histopatolégico

Resultado Histopatoldgico Frecuencia Porcentaje Po;gﬁggaje gg&fneur}gg
Displasia cortical focal 18 48.6 48.6 48.6
Gliofibroma 1 2.7 2.7 51.3
Infiltrado linfocitario perivascular 5 13.5 13.5 64.8
Microglia activada 1 2.7 2.7 67.5
Pérdida neuronal 6 16.2 16.2 83.7
Sin encontrarse lesiones 1 2.7 2.7 86.4
Tumor neuroepitelial disembrioplasico 5 13.5 135 100.0

Total 37 100.0 100.0

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.
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En relacion con los valores CB se describieron las siguientes medias: CB1 en vasos
de 216223.55, CB1 en células de 260355.36, CB2 en vasos de 216257.43, CB2 en

células de 277293.25 (Tabla 6).

TABLA 6: Distribucién de los Valores CB1y CB2

Distribucion de los Valores CB1y CB2

Tipo de Variable N Minimo Méximo Media D:;‘gﬁgfrn
CB1 Vasos 44 123425.00 338169.00 216223.55 47207.07
CB1 Células 44 31412.00 423344.00 260355.36 74571.26
CB2 Vasos 44 145560.00 338169.00 216257.43 48065.54
CB2 Células 44 184355.00 422624.00 277293.25 64673.57

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.

Con los resultados obtenidos se decidié buscar la relacion de la distribucion de CB1
y CB2, y los hallazgos histopatolégicos, encontrando lo siguiente:

CB1 vasos las medias fueron: displasia cortical focal en 18 pacientes con media de
220680.1, gliofiboroma en 1 paciente con media de 217000.0, infiltrado linfocitario
perivascular en 5 pacientes con media de 226829.2, microglia activada en 1
paciente con media de 224322.0, pérdida neuronal en 6 pacientes con media de
226113.0, sin encontrarse lesiones en 1 paciente con media de 234660.0, tumor

nueroepitelial disembrioplasico en 5 pacientes con media de 183208.2.

En el caso de CB1 células las medias fueron: displasia cortical focal en 18 pacientes
con media de 302599.5, gliofibroma en 1 paciente con media de 220000.0, infiltrado
linfocitario perivascular en 5 pacientes con media de 237521.0, microglia activada

en 1 paciente con media de 238302.0, pérdida neuronal en 6 pacientes con media
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de 207348.3, sin encontrarse lesiones en 1 paciente con media de 254330.0, tumor

nueroepitelial disembrioplasico en 5 pacientes con media de 232275.6.

En el caso de CB2 vasos las medias fueron: displasia cortical focal en 18 pacientes
con media de 228369.7, gliofiboroma en 1 paciente con media de 275202.0, infiltrado
linfocitario perivascular en 5 pacientes con media de 198661.4, microglia activada
en 1 paciente con media de 207199.0, pérdida neuronal en 6 pacientes con media
de 251075.8, sin encontrarse lesiones en 1 paciente con media de 246670.0, tumor

nueroepitelial disembrioplasico en 5 pacientes con media de 184626.8

En el caso de CB2 células las medias fueron: displasia cortical focal en 18 pacientes
con media de 306281.6, gliofiboroma en 1 paciente con media de 291630.0, infiltrado
linfocitario perivascular en 5 pacientes con media de 240466.6, microglia activada
en 1 paciente con media de 285881.0, pérdida neuronal en 6 pacientes con media
de 283336.7, sin encontrarse lesiones en 1 paciente con media de 345670.0, tumor

nueroepitelial disembrioplasico en 5 pacientes con media de 227382.4.

Todos estos datos se encuentran en la tabla 7.
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TABLA 7: Distribuciéon por CB1Y CB2 en Relacion con los hallazgos

Histopatoldgicos

Distribucion por CB1 Y CB2 en Relacion con los Hallazgos Histopatoldgicos

. . . Desviacién Error IC 95% L s
Tipo de Variable N Media estandar  estandar _Ll’mi_te L|’mit_e Minimo  Maximo
inferior  superior
Displasia Cortical Focal 18 220680.1 56855.1 13400.9 192406.7  248953.4 1422340  338169.0
Gliofibroma 1 217000.0 217000.0  217000.0
Infiltrad_o Linfocitario 5 226829.2 27985.8 12515.6 192080.2  261578.2  203340.0  272341.0
Perivascular
Microglia Activa 1 224322.0 224322.0  224322.0
nggs Sin datos 7 208392.6 64570.5 24405 .4 148674.8  268110.4 1234250  325037.0
Pérdida Neuronal 6 226113.0 27906.8 11392.9 196826.6 ~ 255399.4  198741.0  266511.0
Sin Lesiones 1 234660.0 234660.0  234660.0
Tumor Nel_Jroe,pi_teIiaI 5 183208.2 16111.8 7205.4 163202.7  203213.7  161709.0  201709.0
Disembrioplasico
Total 44 216223.5 47207.1 7116.7 201871.3  230575.8  123425.0  338169.0
Displasia Cortical Focal 18 302599.5 84887.5 20008.2 260385.9  344813.1  202749.0  423344.0
Gliofibroma 1 220000.0 220000.0  220000.0
Infiltradp Linfocitario 5 237521.0 11265.1 5037.9 2235335  251508.5 2233450  253195.0
Perivascular
Microglia Activa 1 238302.0 238302.0  238302.0
Cgﬁﬂ;:l s Sin datos 7 243305.7 46745.8 17668.3 200073.0  286538.4  193344.0  323360.0
Pérdida Neuronal 6 207348.3 91229.1 37244.1 111609.3  303087.4 31412.0 293940.0
Sin Lesiones 1 254330.0 254330.0  254330.0
Tumor Nel.Jroe,pi_teIiaI 5 232275.6 20426.6 9135.0 206912.7  257638.5 2145740  262658.0
Disembrioplasico
Total 44 260355.4 74571.3 112420 237683.6  283027.1 31412.0  423344.0
Displasia Cortical Focal 18 228369.7 53700.7 12657.4  201664.9  255074.4  156600.0  338169.0
Gliofibroma 1 275202.0 275202.0  275202.0
Infiltrad_o Linfacitario 5 198661.4 46206.5 20664.2 141288.4  256034.4  145560.0  254332.0
Perivascular
Microglia Activa 1 207199.0 207199.0  207199.0
ngcz)s Sin datos 7 178958.0 29666.5 11212.9 151521.1  206394.9  148860.0  238400.0
Pérdida Neuronal 6 251075.8 27269.5 11132.7 222458.2  279693.5  224433.0  299794.0
Sin Lesiones 1 246670.0 246670.0  246670.0
Tumor Nel_Jroe,pi_teIiaI 5 184626.8 22882.6 10233.4 156214.3  213039.3  147080.0  204430.0
Disembrioplasico
Total 44 216257.4 48065.5 7246.2 201644.2  230870.7  145560.0  338169.0
Displasia Cortical Focal 18 306281.6 74547.2 17570.9 269210.2  343353.0  204480.0  422624.0
Gliofibroma 1 291630.0 291630.0  291630.0
Infiltrad_o Linfocitario 5 240466.6 34900.0 15607.8 197132.5  283800.7  184355.0  273452.0
Perivascular
Microglia Activa 1 285881.0 285881.0  285881.0
Cgliéts Sin datos 7 246484.0 67770.0 25614.6 183807.2  309160.8  204338.0  396070.0
Pérdida Neuronal 6 283336.7 33528.6 13688.0 248150.6 ~ 318522.7  234466.0  328860.0
Sin Lesiones 1 345670.0 345670.0  345670.0
TU".‘Of Net_Jroe,pi_teIiaI 5 227382.4 16962.9 7586.0 206320.2  248444.6  206600.0  246000.0
Disembrioplasico
Total 44 277293.3 64673.6 9749.9 257630.7  296955.8  184355.0  422624.0

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.
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La distribucion por CB1 y CB2 en relacion entre grupos fue la siguiente:

CB1 vasos entre grupos presentd una media cuadratica de 1113160150.1, una F de
0.46 y una p de 0.86, la cual no representa una significancia estadistica; y dentro de
grupos presentd una media cuadratica de 2445380808.2. CB1 células entre grupos
presenté una media cuadratica de 8530875724.2, una F de 1,71 y una p de 0.14, la
cual no representa una significancia estadistica; y dentro de grupos presentd una
media cuadratica de 4983371772.6. CB2 vasos entre grupos presentd una media
cuadrética de 4383628518.6, una F de 2.30 y una p de 0.05, la cual no representa
una significancia estadistica; y dentro de grupos present6 una media cuadratica de
1907148263.4. CB2 células entre grupos presentd una media cuadratica de
6597229318.3, una Fde 1.78 yuna p de 0.12, la cual no representa una significancia
estadistica; y dentro de grupos presenté una media cuadratica de 3713172452.3

(Tabla 8).

TABLA 8: Distribucion por CB1Y CB2 en Relacion entre grupos.

Distribucion por CB1 Y CB2 en Relacion entre grupos

Relacion entre Grupos ci:r(?rzggs gl cuzlc(jer?'algca F p
Entre grupos 7792121050.7 7.0 1113160150.1 0.46 0.86
CB1 Vasos Dentro de grupos 88033709094.3 36.0 2445380808.2
Total 95825830144.9 43.0
Entre grupos 59716130069.7 7.0 8530875724.2 1.71 0.14
Cgﬁ; . Dentro de grupos 1794013838145  36.0  4983371772.6
Total 239117513884.2 43.0
Entre grupos 30685399630.0 7.0 4383628518.6 2.30 0.05
CB2 Vasos Dentro de grupos 68657337482.8 36.0 1907148263.4
Total 99342737112.8 43.0
Entre grupos 46180605228.2 7.0 6597229318.3 1.78 0.12
o Dentro de grupos 133674208282.0 360  3713172452.3
Total 179854813510.3 43.0

Fuente: Departamento de Neuropediatria del CMN Siglo XXI del IMSS en la CDMX.
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DISCUSION

Se incluyeron en esta investigacion expedientes del 01-Enero-2006 al 31-

Diciembre-2018.

La ILAE recomienda que ante una primera crisis epiléptica se intente determinar la
etiologia, las cuales se dividen en seis grupos: estructural, genética, infecciosa,
metabdlica, inmunitaria y desconocida?, en esta Ultima se centran la mayoria de
investigaciones, las cuales se realizan con la finalidad de que una vez identificada

la causa, trabajar en el tratamiento.

Se ha referido que la farmacorresistencia se ha relacionado con diversos factores,
entre ellos: un alto niumero de crisis en fases tempranas del desarrollo, anomalias
estructurales del sistema nervioso central, condiciones genéticas, infecciosas,
inmunes y metabdlicas; una fraccion de estos pacientes tampoco son susceptibles

de tratamiento quirurgico, situacién que complica ain mas el control.?

Para este trabajo se exploraron 44 expedientes de pacientes con epilepsia
farmacorresistente, en busqueda de tener la mayor cantidad de informacién con
respecto a las variables integradas. Dentro de los resultados encontramos que la
media de edad al momento de la cirugia fue de 9 afios, un buen momento de
acuerdo a la literatura, la cual dicta que antes de los 21 afios se realiza la mayor
cantidad de cirugia de epilepsia, cuya decisidon debe tomarse con cautela, ya que la
seleccion de los pacientes con epilepsia refractaria aptos para intervencion

quirdrgica requiere de un exhaustivo analisis de un equipo multidisciplinario, que
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incluyen al neurdlogo pediatra, neuropsicologo, neurofisiélogo, neurorradiologo,

neuropatologo y neurocirujano.

Dentro de la definicion de la epilepsia refractaria o farmacorresistente se ha
determinado el fracaso en el control de crisis con dos farmacos a dosis 6ptimas y
posologia adecuada, y se ha encontrado que un tercer o cuarto farmaco atribuye un
minimo porcentaje para el control de crisis, los sujetos incluidos en esta tesis fueron

manejados con 4 farmacos en promedio, lo cual evidencia lo descrito previamente.

La distribucion por género fue en proporcion 2:1, masculino:femenino, aunque bien
se sabe que la epilepsia no tiene predomino de género, integramos que la razén por
la cual nuestra poblacién tuvo estos resultados es debido a que la segunda
patologia en frecuencia que se opera en nuestro centro es la encefalitis de
Rasmussen, cuya presentacion es mayor en el género masculino, lo cual puede

explicar los resultados, siendo este un sesgo de seleccion en nuestro trabajo.

En cuanto a la cirugia realizada, a la mayor proporcién de sujetos se les realizé
hemisferectomia; los hallazgos histopatolégicos corresponden a displasia cortical

focal, todo ello se ha encontrado en la literatura y coincide con nuestros resultados.

Se ha descrito que la capacidad para la proteccion neuronal en casos de lesién, y
la habilidad de los receptores CB1 y CB2, son importantes para controlar, a través
de sus vias de sefalizacion, la generacién y maduracion neuronal durante diversos

estados de desarrollo.t’
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La importancia de los receptores CB1 y CB2 en el desarrollo y proteccion neuronal
ha permitido evidenciar que participan en la neurogénesis secundaria a eventos

adversos, induciendo la migracién celular a las areas lesionadas. %!

No existe en la literatura un estudio de los receptores CB1 y CB2 relacionados con
la epilepsia farmacorresistente, el objetivo de este estudio fue encontrar algun punto
de referencia que nos de pauta para definir si es factible la investigacion en este
campo, en un estudio donde se describié el single-knockout y doble-knockout para
receptores CB1 y CB2 realizado en modelos murino, se concluy6 que los ratones
doble-knockout desarrollaban diferentes alteraciones en el comportamiento aunado
al desarrollo de fenotipos mas severos de epilepsia, comparado con los ratones
single-knockout los cuales no presentaron crisis epilépticas espontaneas, sin
embargo, los ratones con delecién del CB1 presentaron una mortalidad similar a los

doble—knockout, las causas de mortalidad fueron diferentes a actividad convulsiva.2*

Por otro lado, se describié que la ausencia de ambos receptores permitia una
actividad neuronal aumentada sin contar con la regulacion negativa de las vias

inhibitorias de los cannabinoides. 24

Por lo que, al no contarse con los receptores (CB1 y CB2) se veian afectados los
procesos de proliferacion, plasticidad neuronal, entre otros, ocasionando cambios
en el desarrollo neuronal que contribuyeron a la epileptogénesis, en este estudio se
demostré que los cerebros de estos ratones tenian apariencia macroscopica normal

y fueron necesarios otros estudios para determinar los cambios. 2*
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Los valores de CB se presentaron con las siguientes medias: CB1 vasos de
216223.55, CB1 células de 260355.36, CB2 vasos de 216257.43, CB2 células de

277293.25.

En referente con la distribucion por CB1 y CB2, y en relacién con el resultado
andmalo de histopatologia se describié que las medias mas altas fueron: en CB1
vasos el infiltrado linfocitario perivascular presente en 5 pacientes tuvo una media
de 226829.2; en CB1 células la displasia cortical focal presente en 18 pacientes tuvo
una media de 302599.5; en CB2 vasos el gliofiboroma presente en 1 paciente tuvo
una media de 275202.0; en CB2 células la displasia cortical focal presente en 18

pacientes tuvo una media de 306281.6.

Mientras que las medias mas bajas fueron: en CB1 vasos el tumor neuroepitelial
disembrioplasico visto en 5 pacientes con una media de 183208.2; en CB1 células
fue pérdida neuronal visto en 6 pacientes con una media de 207348.3; en CB2 vasos
fue tumor neuroepitelial disembrioplasico visto en 5 pacientes con una media de
184626.8; en CB2 células fue tumor neuroepitelial disembrioplasico visto en 5

pacientes con una media de 227382.4.

En relacion con los grupos formados, las medias cuadraticas méas altas fueron: en
CB1 vasos y dentro de grupos con media cuadratica de 2445380808.2; CB1 células
y entre grupos con media cuadrética de 8530875724.2; en CB2 vasos y entre grupos
con media cuadratica de 4383628518.6; en CB2 células y entre grupos con media

cuadratica de 6597229318.3.
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El concluir que nuestros resultados no cuentan con significancia estadistica, no lo
limita a un estudio mas, sino a un nuevo enfoque para el estudio de la epilepsia
farmacorresistente, por lo que es importante, derivado de todo lo escrito con
anterioridad y con la finalidad de aumentar la precision de los resultados en estudios
posteriores, se considera que este estudio deberia ser replicado en afios
subsecuentes, con un incremento en el tamafio de muestra y precisando ser
prospectivo, ya que esto nos daria la facilidad de contar con todas las variables
clinicas y paraclinicas de nuestros sujetos de estudio; por otro lado el campo de
estudio de la epilepsia es vasto y nos obliga a explorar cualquier posibilidad con el
propésito de buscar alternativas diagnosticas y terapéuticas para este

padecimiento.
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CONCLUSIONES

La presente investigacion fue realizada basado en la premisa mayor la cual indica:
Determinar la relacion que guarda la expresion de los receptores CB1 y CB2 en
tejido cerebral de pacientes pediatricos con epilepsia farmacorresistente en el

Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, Ciudad de México.

Adicionalmente se han obtenido las siguientes conclusiones:

e Eltipo de epilepsia mas frecuente que se presento fue epilepsia focal motora.

e El hallazgo histopatolégico mas frecuente fue la displasia cortical focal.

e No hubo relacién de significancia estadistica entre la expresion de los
receptores CB1 y CB2 en tejido cerebral de pacientes pediatricos con

epilepsia farmacorresistente.
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ANEXOS



ANEXO 1. INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Instituto Mexicano del Seguro Social
Jefatura de Prestaciones Médicas
Coordinacién de Planeacion y Enlace Institucional
Coordinacién Auxiliar de Investigacién en Salud
Centro Médico Nacional Siglo XXI

Hospital de Pediatria
Ciudad de México

Cédula de Recoleccion de Datos

“EXPRESION DE LOS RECEPTORES CB1Y CB2 EN TEJIDO CEREBRAL
DE PACIENTES PEDIATRICOS CON EPILEPSIA FARMACORRESISTENTE”

NOMBRE:

NSS:

Ficha de Identificacion

Edad:

Género:

Tipo de epilepsia:

Focal

Generalizada

Tiempo de evolucidn de epilepsia:

NUmero de crisis:

Numero de farmacos empleados:

Hallazgos histopatolégicos:

Receptor CB1.:

Receptor CB2:

Dra. Flor Ver6nica Garcia Licerio
Departamento de Neurologia Pediatrica
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ANEXO 2. CARTA DE NO INCONVENIENTE

A INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DELEGACION
@ CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXl

IMSS HOPSITAL DE PEDIATRIA

Ciudad de México a 31 de julio del 2020
Asunto: CARTA DE NO INCONVENIENCIA
C. DRA. ROCIO CARDENAS NAVARRETE
DIRECTOR
PRESENTE:

Por medio de la presente solicito a usted la autorizacion para realizar la revision
de expedientes clinicos del area de archivo clinico con el fin de llevar a cabo el protocolo
de estudio: “EXPRESION DE LOS RECEPTORES CB1 Y CB2 EN TEJIDO
CEREBRAL DE PACIENTES PEDIATRICOS CON EPILEPSIA
FARMACORRESISTENTE”, el cual se llevara a efecto en las instalaciones que se
encuentran a su cargo.

Me despido agradeciendo su atencion y comprension poniéndome a su disposicion para
cualquier aclaracion o duda.

ADD: La revision de expedientes se realizara a partir de obtener el nUmero de registro.

No tener conflicto de intereses

X | Acuerdo con el articulo 63 de la Ley General de Salud en materia de Investigacion

y al capitulo 7 numeral 4.5 de la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, declaro
bajo protesta de decir la verdad:

1. Al advertir alguna situacion de conflicto de interés real, potencial o evidente del
protocolo o alguno de los participantes, lo comunicaré al Presidente o Secretario
del Comité de Investigacion para estudios retrospectivos.

2. Declaro que no estoy sujeto a ninguna influencia directa por algun fabricante,
comerciante o persona moral mercantil de los procesos, productos, métodos,
instalaciones, servicios y actividades a realizar en el desarrollo del proyecto de

investigacion.
ATENTAMENTE:
Dra. Araceli Reyes Cuayahuitl Dr. Dario Rayo Mares
Investigador principal Jefe del Servicio de Neurologia

55



ANEXO 3. TECNICA INMUNOCITOQUIMICA PARA CB1Y CB2

Los tejidos cerebrales obtenidos en la cirugia fueron fijados en paraformaldehido al
4%, deshidratados y embebidos en parafina, se seccionaron coronalmente usando
un microtomo con un grosor de 6 um (Leica RM2125RT, Alemania) y se tifieron con
hematoxilina y eosina (H & E). Estas secciones fueron para una evaluacion inicial
para definir caracteristicas citoarquitecténicas y patoldgicas; en estas mismas
muestras se realizé la técnica de inmunoperoxidasa para identificar neuronas
(NeuN; laboratorios de Roche) y gliosis (laboratorios GFAP; Dako). La tincion para
el anticuerpo CB1 (sc-293419 de Santa Cruz Biotechnology) y CB2 (sc-293188,
Santa Cruz Biotechnology) se realizd6 con un sistema automatizado para
inmunocitoquimica con la finalidad de reducir la variacion en la tincibn con BOND-
lll Estacién de IHC de la compafiia Leica Biosystem, la dilucion del anticuerpo
primario para el equipo fue de 1:500 y el sistema de deteccion utilizado fue un
sistema de anticuerpos HD BOND RTU Compact Polymer (Novocastra, Leica
Biosystems) las laminillas se montaron al final del procesamiento con resina

Entellan (Merck Millipore).

Para realizar las inmunocitoquimicas de NeuN y GFAP se realiz6 la técnica
siguiente: Los cortes se desparafinaron e hidrataron, seguido de la recuperacion de
antigenos con el buffer Diva (Biocare Medical, Concord, CA, EE. UU.), utilizando
una olla a presion durante 20 minutos. Las secciones se lavaron con 0,12 M de
PBS-Triton (PBS mas detergente Triton), pH 7,2-7,6. Las peroxidasas enddgenas
se inhibieron con per6xido de hidrégeno al 0,5% (H202) durante 10 minutos y los

antigenos no especificos se bloquearon con suero bovino normal (1: 200 en PBS)
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durante 30 minutos. A continuacion, el tejido se incubd con una dilucion 1:500 de un
anticuerpo anti-NeuN, Iba y GFAP en PBS durante 24 horas a 4° C, se lavo dos
veces y se incubd con el anticuerpo secundario anti-lgG-peroxidasa anti-raton
(1:200, Vector Laboratories) y anti-lgG-peroxidasa de conejo (1:500) en PBS 0,12
M durante 3 horas. Se realizaron dos lavados con PBS 0,12 M para eliminar el
exceso de anticuerpo secundario. La tincién se desarroll6 con un kit de cromégeno
de 3,3-diaminobencidina (DAB) (Biocare Medical, Concord, CA, EE. UU.), durante
5 minutos y se lavé cuidadosamente con agua destilada durante 5 minutos. En el
caso de GFAP, el tejido se tifié con hematoxilina Harris. Las secciones se
deshidrataron nuevamente y se montaron con resina sintética Entellan (Merck

Millipore).
Cuantificacion de expresion de CB1y CB2

La cuantificacion de cada anticuerpo se cont6 en secciones de cada 100 micras en
campos de 330 micras cuadrados en los vasos sanguineos y la corteza cerebral, se
tomaron imagenes en imagenes digitales obtenidas previamente con un
microscopio Optico (Eclipse Ni; Nikon, Japdn) y el software Fiji Image J (NIH,USA).
La densidad fue evaluada eliminando el color que generd imagenes en blanco y
negro, los valores se representaron como la suma de las areas de cada estructura
gue el programa cuantificé en pixeles en un mapa de bits y se expresé como el

numero de pixeles en 300 micras?.
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ANEXO 4. FIGURAS
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Hemimegalencefalia (FCD llb)
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Microglia activada
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ANEXO 5.
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Oficio No. 09 BS 61 61 2820/2019/01248 Ciudad de México, a 11 de junic de 2019

Dra. Sandra Adela Orozco Sudrez

Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Neuroldgicas
UMAE Hospital de Especialidades

Centro Médico Nacional Siglo XXI

Presente

En relacion al protocolo "Estudio del potencial uso terapéutico de los cannabinoides en
el control de la epilepsia resistente a fdrmacos”, con nimero de registro 2017-785-089,
el Comité de Investigacion, COFEPRIS CI: 17 ClI 09 015 006, revisé y se da por enterado
de la enmienda relativa a la inclusién de Christian Lizette Frias Soria y Flor Verdnica
Garcla Licerio como alumnas del proyecto.

Sin otro particular, le envio un saludo.

Atentamente,

W/M A peatdideh

Dra. Susana Navarrete Navarro
Comité Nacional de Investigacion Cientifica

MSNN/an'
20M0-225
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o SEGURIDAD Y SOUIDARIDAD SOCIAL
Av Comrtemoc N 300 (o Docaons, 40 Pso. Bogue B de 0 Unas do Corgeais CN N Sgo
Waco, O F C2 OIT20, Tel 2627000 et 2°2

61



	Portada
	Índice
	Resumen
	Marco Teórico
	Planteamiento del Problema
	Pregunta de Investigación
	Justificación
	Objetivos
	Material y Métodos
	Definición y Operacionalización de Variables
	Criterios de Selección de la Muestra
	Análisis Estadístico
	Aspectos Éticos
	Descripción General del Estudio
	Desglose de Recursos a Utilizar
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias Bibliográficas
	Anexos



