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1. Introduccion:

El estado epiléptico (EE) es una de las complicaciones mas temidas dentro del grupo
de pacientes neurologicos dadas las secuelas a corto, mediano y largo plazo que
derivan de este padecimiento, incluyendo la muerte. Se considera que en pacientes
que presentan EE, ya sea convulsivo o no convulsivo, se producen mecanismos de
toxicidad que inducen la muerte neuronal y posiblemente glial. Se han utilizado
marcadores bioquimicos de dafio neuronal en diversas enfermedades neurologicas,
siendo los mas frecuentemente utilizados la a—enolasa neuronal especifica (AENE)
y la proteina S-100B. Existen muy pocos estudios realizados en los cuales se ha
intentado correlacionar la presencia de elevacion de estos marcadores en pacientes
con estado epiléptico y mucho menos su correlacion con el prondstico funcional. El
proposito del estudio es determinar los niveles séricos de la proteina S-100B y la
AENE, en pacientes adultos con estado epiléptico, ya sea convulsivo o no

convulsivo y determinar su utilidad en cuanto al prondstico.



2. Resumen

Objetivos: Determinar las magnitudes relativas de la proteina S-100B y la AENE en
pacientes adultos con EE y su correlacion con la funcion y sobrevida. Antecedentes:
Existen pocos marcadores de dafio neuronal y glial descritos en la literatura para
enfermedades neuroldgicas. Solo la AENE se ha utilizado en pacientes con EE en
humanos pero con resultados controversiales. Hasta el momento no se ha realizado
ningun estudio en el cual se intente correlacionar los niveles séricos de S-100B en
pacientes con EE. Metodologia: se incluyeron pacientes de manera consecutiva que
ingresaron con diagnostico de EE en las primeras 24hr del diagndstico y a los cuales
se les extrajo Sml de sangre para realizar las determinaciones de S-100B y AENE.
Ademas se tomaron muestras a pacientes con epilepsia en control y controles sanos.
Ademéas se tomaron muestras en el dia 3 y 7 de hospitalizacion en casos
seleccionados. A los 3 meses se les realiz6 medidas clinicas de funcion y se
correlacionaron con los niveles séricos de ambos marcadores. Resultados: se
encontraron niveles elevados de S-100B en pacientes con EE con sensibilidad
estadistica en comparacion con grupos controles(p=0.000 para ambos grupos), mas
no con la AENE. En el analisis por subtipos de EE, en los pacientes con EEC se
encontr6 niveles mas elevados de la S-100B que en los que presentaron ENC. De
manera inversa, en los pacientes con EENCG se encontraron los valores mas
elevados de la AENE en comparacion con los otros tipos de EE, con p=0.02. En
cuanto a la funcién no se encontro significancia estadistica entre las determinaciones
de S-100B y AENE vy las escalas de funcion utilizadas: GOS, IB y EK. La sobrevida
de pacientes con EE fue menor en los pacientes con valores de S-100B mayores a la
percentila 50 (0.13ng/ml), con una p=0.0075. No se encontrd significancia
estadistica en cuanto a la sobrevida con la AENE. Conclusiones: niveles elevados
de S-100B se encontraron en pacientes con EE, con determinaciones mayores en
EEC que en los EENC. Niveles de S-100B mayores de 0.13ng/ml se correlacionan
con menor sobrevida a 90 dias de seguimiento. Con la AENE no se encontro
significancia estadistica en comparacion con controles, con la funciéon ni con la

sobrevida.



3. Planteamiento del problema

(Existe correlacion entre las determinaciones en suero de la proteina S-100B y la
enzima AENE con el pronoéstico funcional y la sobrevida de los pacientes adultos
con diagnodstico de estado epiléptico atendidos en el Instituto Nacional de

Neurologia y Neurocirugia de septiembre de 2005 a mayo de 2006?

4. Antecedentes:

4.A. Epilepsia, estado epiléptico y dafio neuronal:

La epilepsia representa uno de los problemas neurologicos mas frecuentes a nivel
mundial. Aproximadamente tres por ciento de la poblacion general tendra epilepsia
en algin punto de su vida.! El término epilepsia engloba un niimero diverso de
sindromes que como punto cardinal presentan de manera repetitiva convulsiones no
provocadas.” Dentro de las complicaciones mas serias de la epilepsia se encuentra el
estado epiléptico, cuya definicion a sufrido cambios en los ltimos afios. En 1981 la
Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE de sus siglas en inglés) definié al EE
como una convulsion que persiste por el tiempo suficiente o se repite en una
frecuencia tal que el estado de alerta no se recupera.” Posteriormente se propuso que
si una convulsion duraba de 20 a 30 minutos deberia considerarse estado epiléptico,
ya que se estimaba que este era el tiempo en el que se producia el dafio neuronal
secundario a las convulsiones. En 1998 Lowenstein y Alldredge, dan una definicion
operacional en la cual cualquier crisis convulsiva que dure por lo menos cinco
minutos o dos crisis convulsivas entre las cuales haya una recuperacion parcial del
estado de conciencia debe considerarse un estado epiléptico.4 Se reconocen dos
tipos de estados epilépticos: EE convulsivo (EEC) y el EE no convulsivo (EENC),
encontrandose en ambas las subcategorias de generalizado o parcial. El EENC segtn
Fernandez-Torre puede definirse como una condicion epiléptica de una duracion
superior a 30 minutos en la cual existe actividad epiléptica continua o recurrente en
el electroencefalograma (EEG), que es responsable de sintomas clinicos diversos
como alteracion del estado mental, comportamiento, afectividad, percepcion
sensorial o conciencia, pero en ausencia de actividad convulsiva (ténica, clonica o
tonico-clonica).” En todos estos casos el diagnostico debera ser corroborado con un

registro de EEG.



Como dato epidemiologico la mortalidad asociada al EEC generalizado va de 5 a
50%,° mientras que la morbi-mortalidad  asociada al EENC estd menos
documentada e incluso para algunos autores es controversial.” El estado epiléptico
desde el punto de vista fisiopatologico se debe a una falla en la supresion o
aislamiento de la descarga epileptogénica. Esto se puede deber a un exceso en la
excitacion de los receptores de a—aminoacidos excitadores como el glutamato o a
una inhibicion del antagonismo de acido y—amino butirico (GABA), principal

. C e . . . 4
neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central.

Existen diversos mecanismos propuestos mediante los cuales se produce dafio
neuronal en el EE. Uno de ellos es el incremento en la demanda neuronal de energia
durante una crisis convulsiva sostenida o la pérdida de receptores GABA4
impidiendo la inhibicion inducida por GABA; pero el mecanismo mejor estudiado y
mas reconocido es la excitotoxicidad dada por el glutamato. Durante una
transmision sinaptica neuronal excitatoria normal, el glutamato que se libera de la
terminal axonal se une a los receptores postsinapticos: NMDA, AMPA o Kainato.
Cuando se une a los dos ultimos se abre un canal de sodio voltaje dependiente
condicionando un potencial excitatorio postsinaptico leve, despolarizando la
neurona e iniciando el impulso nervioso. También se une al receptor NMDA pero en
condiciones normales no sucede nada debido a que el ion magnesio bloquea el poro
del receptor. Pero cuando la despolarizacion es sostenida tanto en intensidad como
en tiempo, se libera el magnesio del poro y se produce un influjo de calcio hacia el
interior de la célula, condicionando a una despolarizacion prolongada. Las
implicaciones de la activacion de receptores NMDA se ven a dos niveles: aumento
en la cantidad de receptores NMDA activados, que a su vez abren y activan canales
voltaje dependientes junto con otros procesos de reforzamiento que mantienen el
estado epiléptico. Por otra parte, la entrada de calcio intracelular activa genes
inmediatos tempranos que llevan a la célula a la apoptosis. Ademas se
activan proteasas, sistemas de segundos mensajeros y canales de calcio voltaje

dependientes que pueden llevar a la necrosis de la célula.®

No todas las células del encéfalo sufren esta suerte, se ha determinado por varios
estudios histopatoldgicos que las principales areas afectadas por el EE son el

hipocampo, la amigdala, los nticleos talamicos dorsomediales, ademas de las células



de Purkinje en el cerebelo.” Mas recientemente se han encontrado lesiones en la
corteza entorrinal y piriforme (periamigdalina).'” Es muy probable que algunos
trastornos neuropsiquiatricos que presentan los pacientes que sobreviven a estos
cuadros se deban a la pérdida de neuronas en estos niveles.

Ahora, a pesar de que se sabe que durante el curso de un paciente con estado
epiléptico se dan procesos que llevan a la lesion y posteriormente muerte neuronal,
la medicion de este proceso ha sido dificil, la determinacion de cuanto tiempo luego
de iniciado un estado epiléptico se inicia el dafio y/o si el tipo de crisis o su
localizacion condicionan mayor o menor grado de dafio neuronal aun estan por

1
responderse.

4.B. Marcadores de dafio neuronal:
Desde hace varios afios los investigadores han tratado de buscar sustancias
endogenas que eleven sus niveles en suero o liquido cefalorraquideo (LCR) durante
lesiones agudas del sistema nervioso central y que se correlacionen con el grado de
dafio neuronal y glial, independientemente de su etiologia. Varios estudios han
demostrado que dos de los marcadores mas sensibles de esta actividad en el sistema
nervioso central son la a—enolasa neuronal especifica (AENE) y la proteina S-
100B.'"*"> En epilepsia estas iniciativas se han realizado en modelos animales y en
humanos encontrando resultados controversiales. Pasamos a definir ambos
marcadores y la utilizacion que se les ha dado hasta el momento.
4.B.1. a-Enolasa Neuronal Especifica (AENE):
La AENE es una isoenzima de la enolasa, la cual se encuentra en el citoplasma
de neuronas, células de tejido nervioso periférico y células neuroendocrinas.'® Es
una enzima critica para el metabolismo de las neuronas, catalizando la
conversion de  2-fosfoglicerato a  fosfoenolpiruvato y  representa
aproximadamente el 1.5% de todas las proteinas solubles en la neurona.'” Existe
evidencia, aunque controvertida, que sugiere que en pacientes con crisis
convulsivas (parciales o generalizadas) e incluso estado epiléptico (parcial o
generalizado), presentan elevacion en suero y/o en LCR de la AENE tanto en
modelos animales como en humanos.”'”** Sélo cinco de estos estudios han sido
realizados en pacientes con estado epiléptico y solo en uno de ellos se estudiaron

pacientes con EE no convulsivo, en donde el nimero total de pacientes



estudiados fue de ocho.” Segin DeGiorgio y cols la determinacion de la AENE
se encontro elevada en todos los subtipos de EE estudiados: EECG, EENCP y
EECG subclinico o estatus mioclonico, encontrando las determinaciones pico de
mayor a menor en el grupo de EECG subclinico, luego EENCP y por ultimo en
el EECG. La explicacion que dieron los autores a estos hallazgos fue que
probablemente la elevacion en los dos primeros subtipos se debid
principalmente a la duracion de estos, mas prolongada, que la duracion del
EECG que fue menor y por lo tanto el dafio neuronal en estos pacientes era mas
importante. *' Quizas el tnico estudio en el que no se comprobé elevacion en
suero de la AENE posterior a una crisis parcial o generalizada, fue el publicado
por Tumani y colaboradores en el cual se evaluaron 21 pacientes donde se
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determino la enzima posterior al desarrollo de una crisis convulsiva aislada.

4.B.2. Proteina S-100B

La proteina S-100 representa una familia de proteinas de bajo peso molecular
que regulan una gran cantidad de procesos intracelulares dentro de los cuales
estan la traduccion de senales, diferenciacion celular, motilidad celular,
transcripcion y progresion del ciclo celular.>® Se unen al calcio de manera
similar a como lo hace la calmodulina, aunque algunas pueden tener afinidad
con el zinc y el cobre. Se encuentra normalmente en células derivadas de la
cresta neural (células de Schwann, melanocitos y células gliales), condrocitos,
adipocitos, células mieloepiteliales, macrofagos, células de Langerhans, células
dendriticas y pueden estar presentes en células epiteliales mamarias.

En seres humanos se han asociado a diversas enfermedades sistémicas como
tumores, encontrandose que su expresion se asocia a factores pronosticos.
Incluso la proteina S-100A 1 se ha relacionado a falla cardiaca y ademas se ha

utilizado como marcador de infarto miocardico.

De manera especifica a la proteina S-100B se le proponen diversas funciones:
inhibicion de la fosforilacién proteica, el ensamblaje de microtibulos, el
ensamblaje de filamentos intermedios, bloqueo de la inhibicién dependiente de
caldesmona y calponina de la actividad ATPasa de la actomiosina, regulacion
del ensamblaje de microfilamentos, estimulacion de la aldolasa,

fosfoglucomutasa, Ndr kinasa, adenilato ciclasa y guanilato ciclasa, estimulacion



de la extension neuritica, proliferacion de células de melanoma y astrocitarias;
todo esto actuando sobre una muy variada gama de proteinas celulares.”® Esta
proteina es codificada en el locus 21g22, y es la que mas se ha relacionado a
patologias del sistema nervioso (infartos isquémicos, traumas craneoencefalicos,
infecciones sistémicas, meningitis y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob) y
tumores sistémicos como el melanoma.”>”® En epilepsia se han realizado
estudios con crisis convulsivas aisladas y en epilepsia del l6bulo temporal en los
cuales no se ha encontrado elevado en suero.'™” No se ha realizado hasta la

fecha ningun estudio en el que se determine la proteina S-100B en pacientes con

EE.



5. Objetivos
5.A- Objetivo primario
e Determinar los niveles séricos de la proteina S-100B y AENE en pacientes
adultos con estado epiléptico, en comparacion con controles sanos y
controles con epilepsia.
5.B- Objetivo secundario
e Determinar si existe una correlacion directa entre los niveles en suero de S-
100B y AENE de pacientes adultos con estado epiléptico y el mayor grado
de discapacidad funcional definido por las siguientes escalas:
o Escala de Desempefio de Glasgow (Glasgow Outcome Scale)
o Indice de Barthel
o Escala de Karnofsky
6. Hipotesis

Hipotesis nula:

o La proteina S-100B no se encuentra elevada en suero de pacientes adultos
con EE en por lo menos 25% o mas en comparacioén con controles sanos y
controles con epilepsia.

o Laenzima AENE no se encuentra elevada en suero de pacientes adultos con
EE en por lo menos 25% o més en comparacion con controles sanos y

controles con epilepsia.

Hipaotesis verdadera:

o La proteina S-100B se encuentra elevada en suero de pacientes adultos con
EE en por lo menos 25% o0 mas en comparacion con controles sanos y
controles con epilepsia.

o Laenzima AENE se encuentra elevada en suero de pacientes adultos con EE
en por lo menos 25% o mds en comparacion con controles sanos y controles

con epilepsia.



7. Justificacion

Existen muy pocos marcadores bioquimicos demostrados que se correlacionen con
dafio neuronal y glial en pacientes con EE. La AENE se ha utilizado tanto en suero
como LCR como marcador de de este dafio en EE aunque con resultados
controversiales. No se ha utilizado la proteina S-100 en esta entidad, aunque se ha
intentado en epilepsia del lobulo temporal y en crisis convulsivas aisladas sin
encontrar una asociacion estadisticamente significativa. Practicamente no hay datos
en cuanto a la presencia o la extension del dafio neuronal y/o glial en pacientes con

EENC.

El hallazgo en suero de marcadores de dafio neuronal en pacientes con EE podria
constatar en primer lugar, la presencia y extension del dafio cerebral en estos casos.
Ademas brindaria elementos que podrian sugerir que en pacientes con EENC existe
dafio neuronal y/o glial, cosa que hasta el momento es muy debatible. Por otro lado,
si se presentara elevacion de la proteina S-100B en este grupo de pacientes,
conllevaria a discutir, incluso, si el dafio que clasicamente se atribuye al EE es
exclusivamente neuronal o como parte de esta “excitotoxicidad” también se afecta
las células gliales ya sea de manera directa o indirecta.

También, de encontrarse elevados estos marcadores en suero las aplicaciones a nivel
bésico y clinico serian diversas, como su uso en el seguimiento de pacientes a los
que se les administran tratamientos cldsicos o novedosos e incluso como valor

pronostico en cuanto a funcion y/o muerte.



8. Metodologia
8. A. Area de estudio

Pronostico.

8. B. Disefio del estudio.
Estudio en dos fases. La primera es un estudio transversal analitico para comparar
las determinaciones de marcadores de dafio neuronal y glial y una segunda fase

pronostica de los marcadores de dafio glial y neuronal en los pacientes con EE.

Tabla 1

e Hombres y mujeres mayores de 15 afios
e Diagnostico en las primeras 24 horas del ingreso al servicio de urgencias o o

unidad de terapia intensiva de EE

e Pacientes con diagnostico de falla hepatica, falla renal, ictus isquémico agudo,

ictus hemorragico agudo, melanomas, traumatismo craneoencefalico agudo

8. C. Universo

Se incluyeron de manera consecutiva a todos los pacientes que fueron ingresados al
servicio de urgencias o unidad de terapia intensiva del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia del 1 de septiembre de 2005 y hasta el 31 de mayo de
2006 con diagndstico de EE y que cumplieran con los criterios de inclusion 'y
exclusion del estudio.(Tabla 1)

Para el calculo del tamafio se fijo la frecuencia del evento a observar en 1.8%°', con
un poder de 80% y asumiendo la distribucion normal de la poblacion mediante la
prueba de Kolmogoroff-Smirnoff. Los resultados consideran la inclusiéon de 20
pacientes con estado epiléptico y al menos 20 sujetos sin el evento considerado

como variable dependiente.

10



8.D. Definicioén de Variables:
8.D.1. Variables Dependientes:

Estado Epiléptico Convulsivo (EEC)

o Definicion Conceptual

Convulsion que persiste por el tiempo suficiente o se repite en una
frecuencia tal que el estado de alerta no se recupera.” Puede dividirse en
dos categorias: generalizado, cuando se afectan ambos hemisferios o
parcial cuando la descarga epiléptica es focal

Definicion Operacional

Crisis convulsiva que dure por lo menos cinco minutos o dos crisis
convulsivas entre las cuales haya una recuperacion parcial del estado de
conciencia.® Se consideraran crisis convulsivas generalizadas: tonicas,
clonicas, tonico-clonicas, mioclonicas y atdnicas. Se consideraran crisis

convulsivas parciales: motoras, sensitivas y autonomicas.

Estado Epiléptico No Convulsivo (EENC)

o Definicion Conceptual

Condicion epiléptica de una duracion superior a 30 minutos en la cual
existe actividad epiléptica continua o recurrente en el
electroencefalograma (EEG), que es responsable de sintomas clinicos
diversos como alteracion del estado mental, comportamiento, afectividad,
percepcion sensorial o conciencia, pero en ausencia de actividad
convulsiva (tonica, clonica, tonico-clonica).” Existen cinco tipos de
estado epiléptico no convulsivo descritos en la literatura: EENC con
ausencias tipicas, EENC con crisis parciales complejas, EENC en
pacientes con problemas de aprendizaje (EE eléctrico durante el suefio y
EENC con ausencias atipicas), EENC asociado al coma.*

Definicion Operacional

Paciente que presente sintomas clinicos como alteracion del estado
mental, comportamiento, afectividad, percepcion sensorial o conciencia,
de por lo menos 30 minutos de duracion, pero en ausencia de actividad
convulsiva (tonica, cldnica o tonico-clonica, atonica, mioclonica) y que
se compruebe actividad epiléptica continua, parcial o generalizada en un

registro electroencefalografico de por lo menos 8 canales. Se considerara
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EENC generalizado cuando los grafoelementos epileptiformes se
observen en canales derechos e izquierdos en el EEG. Se considerara
EENC parcial cuando los grafoelementos epileptiformes se observen solo

en canales derechos o izquierdos y no en ambos.

Casos sintomaticos agudos

o

Definicion Operacional
Los pacientes que presenten una enfermedad neuroldgica de menos de 30
dias de diagnostico (excepto infarto cerebral agudo, hemorragia

intracerebral aguda y trauma craneoencefalico en las primeros 7 dias).

Casos sintomaticos cronicos

o

Definicion Operacional
Pacientes con epilepsia cronica o con lesiones al sistema nervioso central

de mas de 30 dias de diagnostico.

Controles con epilepsia

o

Definicion Operacional
Pacientes con diagnostico establecido de epilepsia criptogénica o
idiopatica, que no tengan antecedentes de haber padecido de estado

epiléptico y que en los ultimos 7 dias no hayan tenido crisis convulsivas.

Controles sanos

o

Definicion Operacional
Personal del hospital (residentes o enfermeras) que no padezcan de

enfermedades neurologicas o sistémicas.

8.D.2. Variables Independientes:

Elevacion del nivel sérico de AENE

o

Definicion Conceptual
La AENE es una isoenzima de la enolasa, la cual se encuentra en el
citoplasma de neuronas, células de tejido nervioso periférico y células

ol . [ .
neuroendocrinas.'® Es una enzima critica para el metabolismo de las
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neuronas, catalizando la conversion de 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato y representa aproximadamente el 1.5% de todas las
proteinas solubles en la neurona. Se considera que determinaciones
mayores de 12.5ng/ml en suero de humanos estan -elevadas,
independientemente de edad o sexo.

o Definicion Operacional
Elevacion mayor o igual al 25% por encima del nivel sérico promedio

determinado en los controles sanos y controles con epilepsia.

e FElevacion del nivel sérico de la Proteina S-100B
o Definicion Conceptual
La proteina S-100 representa una familia de proteinas de bajo peso
molecular que regula una gran cantidad de procesos intracelulares dentro
de los cuales estan la traduccion de sefales, diferenciacion celular,
motilidad celular, transcripcion y progresion del ciclo celular.25,26 Se
unen al calcio en manera similar a como lo hace la calmodulina aunque
algunas pueden tener afinidad con el zinc y el cobre. Se encuentra
normalmente en células derivadas de la cresta neural (células de
Schwann, melanocitos y células gliales), condrocitos, adipositos, células
mieloepiteliales, macrofagos, células de Langerhans, células dendriticas
y pueden estar presentes de células epiteliales mamarias.
Determinaciones mayores de 0.15ng/ml en suero de humanos son
consideradas elevadas, independientemente de edad o sexo. *>
o Definicion Operacional
Elevacion mayor o igual al 25% por encima del nivel sérico promedio

determinado en los controles sanos y controles con epilepsia.

e Tiempo de Latencia:
o Definicion Operacional
EEC: Intervalo en horas desde la primera crisis convulsiva hasta el inicio
del tratamiento antiepiléptico.
EENC: Intervalo en horas desde el inicio de los sintomas clinicos

diversos como alteracion del estado mental, comportamiento, afectividad,
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percepcion sensorial o conciencia, hasta el inicio del tratamiento
antiepiléptico.
Se cuantificara de la siguiente manera: 0 a 24hr, 24 a 48hr, 48 a 72hr,

72hr a 7 dias, 7 a 14 dias y mas de 14 dias.

e Duracion del Estado epiléptico
o Definicion Operacional

EEC: Intervalo en horas desde la primera crisis convulsiva hasta la
demostracion del cese de las convulsiones, ya sea clinicamente o por
EEG.
EENC: Intervalo en horas desde el inicio de los sintomas clinicos
diversos como alteracion del estado mental, comportamiento, afectividad,
percepcion sensorial o conciencia hasta la demostracion por EEG del
cese de la actividad epiléptica continua.
Se cuantificara de la siguiente manera: 0 a 24hr, 24 a 48hr, 48 a 72hr,
72hr a 7 dias, 7 a 14 dias y mas de 14 dias.

e Escala de Desempeiio de Glasgow (EDG 6 GOS del inglés Glasgow
outcome scale)
o Definicion operacional
1- Muerte
2- Estado vegetativo
3- Incapacidad severa
4- Incapacidad moderada
5- Recuperacion buena

* Anexo 1

e Indice de Barthel (IB)
o Definicion operacional
La interpretacion sugerida por Shah y colaboradores™ sobre la
puntuacion del IB es:
0-20: Dependencia total

21-60: Dependencia severa
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61-90: Dependencia moderada
91-99: Dependencia escasa
100:  Independencia

* Anexo 1

e Escala de Karnofsky (EK)
o Definicion operacional
80-100: Capaz de trabajo y actividad normales
50-70: No apto para el trabajo. Capaz de satisfacer la mayoria de

sus necesidades

10-40: Incapaz de satisfacer sus necesidades
0. Muerte
* Anexo 1

8. E. Determinacion de marcadores: S-100B y AENE:

Las determinaciones de S-100B y AENE se realizaron en suero obtenido de la
centrifugacion de 5ml de sangre por medio de una venopuncion, previa firma de
consentimiento informado (Anexo 2). A los pacientes que permanecieron

hospitalizados, se les realizaron determinaciones en suero en los dias 3 y 7.

Las concentraciones de S-100B y AENE fueron medidas por analisis
inmunoluminométrico de dos centros (tipo sandwich) usando microparticulas
paramagnéticas recubiertas en un analizador automatico (LIAISON; AB Sangtec
Medical/DiaSorin, Bromma, Sweden). LIAISON® Sangtec 100® mide las
concentraciones de proteina S-100B por medio de dos anticuerpos monoclonales y
un trazador con un anticuerpo monoclonal marcado por un derivado de isoluminol,
siendo el limite de deteccion en suero es de 0.02 pg/l. De acuerdo con el fabricante,
el 95 % de los hombres y mujeres sanos poseen concentraciones de proteina S-100B
por debajo de 0.15 ug/l en suero. La medicion de AENE mediante LIAISON® NSE
se basa en los anticuerpos monoclonales que unen la subunidad y de la enzima y el
rango de medicion es de 0.04 a 200 pg/l. Los valores normales de AENE en

hombres y mujeres sanos es de 12.5 pg/l (95 percentil) en suero.
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8.F. Seguimiento

Para la fase de prondstico, se realizaron estimaciones de las escalas funcionales
GOS, IB y EK a los casos a los 3 meses del diagnostico, utilizando las definiciones
operacionales previamente descritas. A algunos pacientes, sobretodo los que
presentaron diagnostico de EENC se les realizaron EEG de seguimiento a los dias 3

y 7 para determinar el fin del mismo.

8.G. Analisis estadistico

Se determinaron las medidas de tendencia central y de dispersion de la muestra,
posteriormente se realizaron pruebas de normalidad a las variables numéricas.

Para comparar las caracteristicas demograficas de los tres grupos, se uso Chi
cuadrada y T student. Se aplicaron pruebas de ANOVA de dos vias para estimar las
diferencias estadisticas de las concentraciones de los marcadores entre los subgrupos
de la poblacion del estudio, considerandose significativas cuando p fuera < 0.05.
Para conocer la asociacion entre dichos marcadores y las caracteristicas clinicas y
demograficas de los tres grupos se utilizé igualmente el estadistico ANOVA.

Para determinar la correlacion entre la concentracion de la proteina S-100B y la
AENE vy el resultado funcional de los pacientes se utilizo el coeficiente de Pearson.

Se establecio la existencia de una correlacion cuando la p < 0.05.

Mediante el método de Kaplan-Meier se determin el efecto de la concentracion de
la proteina S-100B y la AENE sobre la mortalidad global de los pacientes con
estado epiléptico. Se utilizo la prueba de log rank para establecer la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre el efecto de la concentracidon de las
proteinas S-100B y AENE y la mortalidad de pacientes con estado epiléptico. Se
considero el punto de corte para la concentracion de las proteinas medidas como el
valor de la percentila 50 del grupo. La p fue estadisticamente significativa cuando se

observaron valores menores de 0.05.
Mediante la prueba de regresion de COX se establecio el efecto de las covariables

sobre la mortalidad de los pacientes con estado epiléptico y los pertenecientes al

grupo de controles sanos y controles con epilepsia.
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8.H. Consideraciones éticas y financieras

El protocolo cumple con la Ley General de Salud de México y el Reglamento
para Investigacion Clinica del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
Manuel Velasco Suarez, por lo que fue aprobado por el Comité de Etica de la
institucion antes mencionada. Para la realizacion de este protocolo no se necesitaron
recursos econdmicos ya que el laboratorio de hormonas contd con un donativo de
los reactivos necesarios para el mismo por parte de la casa distribuidora de los

equipos. Los recursos humanos que se emplearon no tuvieron costo alguno.

9. Cronograma de actividades

e Recoleccion de muestra: septiembre 2005 — mayo 2006
e Andlisis estadistico: mayo 2006 — septiembre 2006
e Resultados: octubre 2006

El flujograma de actividades se muestra en el Anexo 3.
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10. Resultados

10.A. Poblacion

Se incluyeron: 44 individuos sanos, de los cuales se excluyeron 6 por presentar
suero quiloso, quedando 38, constituyendo el grupo de controles sanos. Veintidos
pacientes con diagnoéstico de epilepsia en control formaron el grupo de controles con
epilepsia y 21 pacientes con estado epiléptico. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las subpoblaciones del estudio. En la tabla 2 se
resumen las caracteristicas demograficas de la poblacion y las determinaciones

promedio de S-100B y AENE de los casos con EE y los controles sanos y epilepsia.

Tabla 2

EE NC EE‘C

Controles
Sanos Controles Epilepsia Parcial Generalizado Parcial Generalizado

| Pacientes 38 22 21 5 2 5 9
Edad: promedio tDE | 33 £ 8.87 41+13.44 30.7+18.02 | 42+21.34 | 40+21.21 | 46.4+2558 | 34.7+11.88
Hombre/ mujer 16:22 8:14 12:9 2:3 1:1 3:2 6:3
$-100B 0.07 £ 0.02 0.07 £0.03 0.22+0.25
AENE 10.40 + 3.54 10.13 £ 2.76 13.28£21.18

10.B. Pacientes con estado epiléptico.

Se incluyeron 21 pacientes con diagnostico de estado epiléptico. Los subtipos y las
variables demograficas también se presentan en la tabla 2. La latencia, duracion y
promedios con desviaciones estandar de las concentraciones de S-100B y AENE por

dia de obtencion de muestras se presentan en la tabla 3.

10.C. Determinaciones de S-100B y AENE
Dado que no a todos los casos se les tomaron muestras en los dias 3 y 7 por razones
logisticas, las comparaciones con las otras variables se realiz6 s6lo con los

resultados del dia 1.
La concentracion (en ng/ml) promedio de la proteina S-100B en los pacientes con

EE tuvo diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon con las de

los controles sanos y controles con epilepsia con una p=0.00 para ambos grupos.

18



Estas diferencias no se encontraron con la AENE al comparar con los mismos

grupos (p =0.61 y 0.62 respectivamente. (Figura 1.A.y 1.B)

1.2
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N= 38 22 21
Sano Epilepsia Estatus epiléptico

Figura 1.A. Concentracion sérica de S-.100B en pacientes sanos, con
epilepsia y pacientes con estado epiléptico, con diferencias estadisticas

significativas p=0.00 para ambos grupos.
* La barra inferior y superior representan la percentila 10 y 90; la caja indica el rango

intercuartil; y la linea horizontal la indica la media.
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Figura 1.B. Concentracion sérica de AENE en pacientes sanos, con epilepsia y
pacientes con estado epiléptico. Sin diferencias entre grupos, p =0.61 controles sanos y

p=0.62 controles con epilepsia.
* La barra inferior y superior representan la percentila 10 y 90; la caja indica el rango

intercuartil; y la linea horizontal la indica la media.

Entre los pacientes con estado epiléptico se observaron diferencias significativas en
la concentracion de la proteina S-100B solo entre los grupos de EECG y el EENCP
con un valor de p = 0.02. En cuanto a las concentraciones de AENE se encontraron
diferencias significativas entre los pacientes que desarrollaron EENCG en
comparacion con los otros subtipos EECG, EECP y EENCP con una p = 0.000 para
todos los grupos. (Figura 2.A. y 2.B. y tabla 3)

10.D. Valor pronéstico de la S-100B y AENE en cuanto a la funciéon y sobrevida de
pacientes con estado epiléptico.

10.D.1. Funcién

No se observaron diferencias significativas entre el pronostico funcional y los

subtipos de EE, ni tampoco una correlacion estadisticamente significativa con

20



las concentraciones de la proteina S-100B y AENE evaluados con las escalas de
GOS, IB y EK durante el seguimiento a 90 dias.

10.D.2. Mortalidad

Se observo una mortalidad del 30% (7 de 21 casos) en el grupo de pacientes con
estado epiléptico a los 90 dias de seguimiento, de los cuales 5 tuvieron EEC
(71.4%), 3 generalizado y 2 parcial; y 2 con EENC (28.6%), 1 generalizado y 1

parcial.

Tabla 3

Latencia EE

<72hr (Ny %)

E

EC

Generalizado ‘ Parcial

13-

-93%

EE

Generalizado

1-

NC

‘ Parcial

- 14%

EE
Total

14 - - 66.6%

1-

8-

- 7%

57%

6 -

1-

- 86%

-14%

9--43%

7--33.3%

Dia 1

6 -

43%

6 -

- 86%

12--57%

Dia 1

033 +0231 0214025 0.18 + 0.04 0.07 £0.02 022+0.25
Dia 3 0.29 +0.33 0.30 0.06 + 0.02 0.17 +0.20
Dia 7 0.48 0.09 + 0.04 0.09 + 0.07 2.36 £2.22 0.71+132

AENE(ng/ml) ‘

9.94 + 8.68 7.49 +2.24 54.54 + 67.39 8.57 +2.13 1328 £21.18
Dia 3 7.88+1.77 10.44 7.28+2.76 8.0+227
Dia7 22.38 4.99 £ 1.37 11.91 £8.27 18.04 £ 5.21 12.16 +7.80

En el analisis de Kaplan-Meier y log rank se observo aumento en la frecuencia
de mortalidad en los pacientes con EE cuyas concentraciones de S-100B
sobrepasaron la percentila 50 del grupo, mientras que con AENE no se encontrd

esta relacion. (Figura 2 y tabla 4)
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Tabla 4

Diferencias en Mortalidad de pacientes con EE y concentraciones séricas de S-100B y AENE

Marcador de Dano Celular | Percentila 50 Sobrevida IC 95% p
>0.13 77.35+5.28 67 - 87
$-100B (ng/ml) 0.0 075
<0.13 88.12+1.31 85-90
>8.15 65.82 £ 8.35 49 - 82
AENE (ng/ml) 0.2 68
<8.15 76.60 £ 8.77 59 - 93

Sobrevida (Porcentaje acumulado)

0.0

— = = S-100B > 0.13ng/ml

30

60

Tiempo (Dias)

90

S-100B > 0.13ng/ml

Log rank p = 0.0075

Figura 2. Curva de Kaplan-Meier de pacientes con EE y concentracion

de proteina S-100B.
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11. Discusion

Este reporte constituye la primera evidencia en la literatura médica de la relacion
entre la concentracion sérica de la proteina S-100B en pacientes con EE. El
promedio de la concentracion sérica de S-100B en los pacientes con EE fue tres
veces mayor que las determinaciones realizadas en controles sanos y controles con
epilepsia. En cuanto a los subgrupos de EE, se notd que las concentraciones
promedio fueron mas elevadas en los pacientes con EEC que en los EENC y a su
vez en los generalizados més que en los parciales. No hay estudios previos en los
que se haya realizado esta correlacion con los que podamos comparar nuestros
resultados y seria la primera ocasion en la que se encontrara la S-100B elevada en
sangre relacionada a trastornos epilépticos, ya que en los estudios previos, como en
epilepsia del lobulo temporal y en crisis convulsivas aisladas, no se mostraron

diferencias significativas.

Ademas es interesante desde el punto de vista fisiopatoldgico, ya que hasta el
momento, las teorias propuestas de dafio asociados al EE siempre mencionan a las
neuronas, con mecanismos ya mencionados como deprivacion de energia a nivel
celular por el exceso de consumo, la regulacion a la baja de receptores GABA4 lo
que condiciona mayor excitotoxicidad y la mas reconocida: el aumento de las

descargas glutamatérgicas,®"!

pero poco se habla de las células gliales. Segun
Fujikawa y cols,” en el estatus epiléptico ademas de la muerte neuronal
condicionada principalmente por apoptosis, en células del hipocampo, la amigdala,
los nucleos talamicos dorsomediales y células de Purkinje del cerebelo, también se
observa una proliferacion reactiva de astrocitos. Seria una explicacion que esta
proliferacion glial sea la causante de la elevacion en suero de la proteina S-100B.
Otra posibilidad, mas dificil de comprobar, es que estas células gliales en pacientes
con EE (convulsivo mas que no convulsivo) presenten disfuncion al proliferar y de
esta manera se condicione la lesion de la membrana plasmatica y por lo tanto se
libere la proteina al exterior. Quizas estos cambios funcionales son los que
realmente expliquen el realce leptomeningeo que se ha observado posterior a la
administracion de gadolinio en pacientes con EE segtn diversos reportes donde se
realiza IRM, y el cual se habia atribuido, casi de manera general, a edema

s34
Vasogemco.3 35
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Por otro lado no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones séricas promedio de la AENE en pacientes con EE y los grupos
controles cuando se evaluaron como un todo, a diferencia de los cuatro estudios
previos en los que si se encontr6 correlacion. No pensamos que se deba al numero
de poblacion debido a que todos los estudios previos manejaron poblaciones
similares: Correale J, Rabinowicz AL, y cols 11 pacientes, DeGiorgio CM, Correale
JD, y cols 19 pacientes, DeGiorgio CM, Heck CN, y cols 31 pacientes y DeGiorgio
CM, Gott PS, y cols 8 pacientes.'” "> Pero cuando se analizo especificamente el
grupo de EENC, en especial los generalizados en comparaciéon con los otros
subtipos de EE y los controles, las diferencias fueron evidentes, encontrando valores
de 5 a 7 veces mas elevados en este grupo de pacientes en comparacion con los otros
grupos. Estos resultados son similares a los arrojados por el estudio de DeGiorgio,
Heck y cols,”' en el cual los pacientes con EENC y EEG subclinicos presentaban
niveles séricos mas elevados que los casos con EECG. Al igual que en la serie de
mencionada, en nuestros pacientes con EENC se observaron las latencias y duracion
del EE mas prolongadas (86% en ambas), quizd condicionando esto un dafio
neuronal mas prolongado, por lo tanto mas extenso, y ocasionando mayor morbi-
mortalidad. Otro punto importante es que, al igual que en los estudios previos
realizados en pacientes con EENC, en nuestros pacientes se corrobor6 la elevacion
de la AENE y por lo tanto la potencial presencia de dafio neuronal en estos
pacientes. En nuestra serie la mortalidad encontrada en este grupo de pacientes fue
de 28.6% (2 de 7 fallecimientos). Esto podria apoyar la idea que estos pacientes
deben manejarse de manera agresiva, igual que los de EEC, ya que en ellos también
se estan instaurando procesos asociados a dafio celular. Incluso este hallazgo podria
ayudar a cambiar la conducta que algunos clinicos adoptan en cuanto a si se debe o

no manejar agresivamente a este grupo de enfermos.

La correlacion de los niveles séricos de S-100B y AENE con el estado funcional no
se corrobord, quizas este resultado habrd que manejarlo con precaucion y podria
estar influido por el seguimiento que sélo fue a tres meses. No hay antecedentes de
el uso de la correlacion entre los niveles séricos de las proteinas y escalas

funcionales.
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De acuerdo a los resultados, si la concentracion en sangre de la proteina S-100B se
encuentra por arriba de 0.13 ng/ml al inicio de los sintomas, se debe de considerar
que el paciente se encuentra con una mayor probabilidad de mortalidad a los 90 dias
que los sujetos con concentraciones menores con un valor de p=0.0075. Es la
primera vez que se realiza una correlacion con S-100B en cuanto a mortalidad en
pacientes con EE. Efectivamente sabemos que habra que incrementar la poblacion
para determinar si se mantiene esta tendencia, pero son resultados duros y con

validez estadistica

La limitante principal de este estudio es el niimero de casos, el cual esta ligado
principalmente a la enfermedad de estudio, recordando que en nuestro hospital
ocurre en 1.8% de las consultas de urgencia. En segundo lugar, muchos de estos
pacientes, no se les realizo las determinaciones en el dia 3 y 7 debido a que fueron
dados de alta o no fue posible realizarles la toma de sangre en dichos dias. Por tal

motivo no se tomaron en cuenta para la realizacion de los analisis estadisticos.
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12. Conclusiones

En pacientes con EE los niveles séricos de S-100B se encuentran elevados de
manera significativa en comparaciéon con controles sanos y controles con
epilepsia. Los valores de los pacientes con EEC fueron mayores a los
encontrados en los pacientes con EENC y a su vez los generalizados mayor

que los parciales.

No se encontro6 diferencias estadisticas significativas entre los niveles séricos
de AENE de pacientes con EE, comparandolos con controles sanos y
controles con epilepsia, pero al valorar solo el grupo de EENC se observaron
diferencias evidentes entre los otros grupos con EE y los controles sanos y

con epilepsia.

No se encontrd una correlacion directa entre los niveles séricos de AENE y

S-100B con las escalas de funcion utilizadas: GOS, IB y EK.

Niveles por encima de la percentil 50 obtenido en las primeras 24 hr del
ingreso a urgencias de pacientes con EE, podria predecir mortalidad a 90

dias de seguimiento.

Aumentar el nimero de casos para darle mayor peso estadistico a los
resultados encontrados y determinar si la tendencia encontrada hasta el

momento persiste.
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14. Anexos

Anexo 1:

Escalas

1. Escala de Desempeiio de Glasgow (EDG 6 GOS)

1-

Muerte

Estado vegetativo: Incapaz de actuar reciprocamente con el ambiente

Incapacidad severa: Capaz de seguir ordenes / incapaz de vivir de forma

independiente

Incapacidad moderada: Capaz de vivir independiente; incapaz de volver a su

trabajo o estudios

Recuperacion buena: Capaz de volver a trabajar o estudiar
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2. Indice de Barthel (IB):

ALIMENTARSE

0 = incapaz

5 = Necesita ayuda para cortar, dispersar mantequilla, etc., o require dieta modificada

10 = independiente

BANARSE

0 = dependiente

5 = independiente (o en el bafio)

ARREGLARSE

0 = necesita ayuda para su cuidado personal

5 = independiente cara/cabello/dientes/afeitarse (se le proven los implementos)

VESTRISE

0 = dependiente

5 = necesita ayuda pero es capaz de realizar el 50% sin ayuda

10 = independiente (incluyendo butones, cremalleras, agujetas, etc.)

INTESTINO

0 = incontinente (0 necesita que se le administren enemas)

5 = accidents ocasionales

10 = continente

VEJIGA

0 = incontinente o catéter y es incapaz de manejarse solo

5 = accidente ocasional

10 = continente

USO DEL SERVICIO

0 = dependiente

5 = necesita algo de ayuda, pero puede hacer algunas cosas solo

10 = independiente (levantarse, sentarse, vestirse, limpiarse)

TRANSFERENCIAS DE LUGAR (CAMA A SILLA Y VICE-VERSA)

0 = incapaz, sin balance al estar sentado

5 = ayuda mayor (una a dos personas, fisica) puede sentarse

10 = ayuda menor (fisica o verbal)

15 = independiente

MOVILIDAD (EN NIVELES SUPERICIALES)

0 = inmovil o menos de 50 yardas

5 = independiente en silla de rueda, incluyendo esquinas, mas de 50 yardas

10 = camina con ayuda de una persona (fisica o verbal) , mas de 50 yardas

15 = independiente (puede ayudar cualquier ayuda, por ejemplo baston),
mas de 50 yardas

ESCALERAS

0 = incapaz

5 =necesita ayuda (verbal, fisica, tiene que ser cargado)

10 = independiente

TOTAL (0-100):



3. Escala de Karnofsky:

Actividades

Puntuacidn

Equivalente fisico

Normal, sin quejas, faltan
indicios de
enfermedad

100

Llevar a cabo una
actividad normal con
signos o sintomas
leves

90

Actividad normal con
esfuerzo. Algunos
signos o sintomas
morbosos

80

Capaz de trabajo y actividad
normales, sin necesidad de
cuidados especiales

Capaz de cuidarse,
incapaz de actividad
normal o trabajo
activo

70

Requiere atencion
ocasional, pero es
capaz de satisfacer la
mayoria de sus
necesidades

60

Necesita ayuda
importante y
asistencia médica
frecuente

50

No apto para el trabajo. Capaz de
vivir en la casa, satisfacer la
mayoria de sus necesidades.
Necesita una ayuda de
importancia variable

Incapaz, necesita ayuda y
asistencia especiales

40

Totalmente incapaz,
necesita
hospitalizacion y
tratamiento de
soporte activo

30

Gravemente enfermo.
Tratamiento activo
necesario

20

Moribundo, irreversible ‘

10

Incapaz de satisfacer sus
necesidades, necesita
asistencia equivalente a la de
un hospital. La enfermedad
puede agravarse rdpidamente.

Muerto. ‘

0

Muerto
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Anexo 2:

Carta de consentimiento informado

Fecha:

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente yo,
R adulto, de
edad y sexo , autorizo a que se tome una

muestra de sangre con el proposito de determinar niveles séricos de la
Proteina S-100B y o-Enolasa Neuronal Especifica, por motivos de
investigacion. Los riesgos asociados a este procedimiento son minimos y solo

estan asociados a hecho de venopuncion.

También estoy anuente que no recibiré ningiin beneficio econémico de este

procedimiento.

Nombre:

Firma:

Testigo: Nelson Novarro Escudero

Firma:
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Anexo 3

Flujograma de inclusion v seguimiento de los pacientes

Determinaciéon de Proteina S-100B y a-Enolasa Neuronal Especifica como

marcadores de dafo neuronal y glial en pacientes adultos con estado

epiléptico.

Pacientes con EE Dia 0 Dia 3 Dia 7 Mes 3

Consentimiento

informado ®

Exploracion fisica

general ® ® ®

Exploracion neuroldgica ® ® ®

S100B ® ®" ®"

AENE ® ®** ®**

EEG(*) ® ®*** ®***

Escala de Desempefio

de Glasgow ®

indice de Barthel ®
®

Escala de Karnofsky

* Solo en los casos de pacientes con EENC
** En los casos en que la estancia hospitalaria lo permita
*** En los casos en que fue necesario determinar el fin del EE por métodos

electroencefalografico
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