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RESUMEN

Introduccidon: La encefalopatia epiléptica es una condicidén de
agravamiento de una epilepsia, que generalmente implica un deterioro
motor, cognitivo y comportamental en un paciente con epilepsia, ésta se
asocia con la actividad epileptiforme interictal, aunque éste podria no
ser el unico mecanismo para que se cumpla el desarrollo de la misma.
Por definicion las encefalopatias epilépticas son entidades refractarias
al tratamiento convencional con farmacos anticonvulsivantes, por lo
que existen tratamientos no convencionales como el ACTH para el
tratamiento de las mismas.

Materiales y métodos: Durante los aftos 2013 al 2015 se reclutaron
en la Liga Central Contra la Epilepsia 10 pacientes con encefalopatias
epilépticas, 4 de ellos con sindrome de Lennox-Gastaut , 3 de ellos con
epilepsias focales sintomaticas, 2 de ellos con sindrome de Doose y uno
con sindrome de Landau-Kleffner. A todos los pacientes se les realizd6
una medicidon de interleucinas pro y anti-inflamatorias antes del inicio
de la terapia con ACTH y tras tres meses de tratamiento.

Resultados: Los valores y las modificaciones de interleucinas 1-
RA,IL-2, IL-7, IL-10, IL-12, IL17 IL-10 no fueron estadisticamente
significativos, la unica interleucina que mostrdo una variacion hacia la
alta con una significancia estadistica de 0.036 fue la IL-6. E1 68.4% de
los pacientes logr6o control total de crisis, el nimero de medicamentos

utilizados no se modifico de forma significativa, hubo avances en



términos de neurodesarrollo reportados por los padres y evidenciados
en algunos de ellos con evaluaciones del mismo a través de
herramientas coémo el WISC-IV o la escala de desarrollo de Griffiths

Discusion: Las interleucinas han sido ampliamente estudiadas
como parte de los mecanismos de epileptogénesis, lo que las convierte
en un blanco terapéutico importante en pacientes con encefalopatia
epiléptica, diferentes estudios en modelos animales y en humanos han
demostrado su papel preponderante en la perpetuacion de las crisis
convulsivas, nuestro estudio mostr6 una elevacion de la IL-6 posterior
al tratamiento con ACTH lo que puede estar en relacion con los
mecanismos de defensa neuronal de limitacién de la propagacidon del
impulso eléctrico y la utilizacion de neurotransmisores
neuroprotectores, lo que podria en parte explicar el control de crisis
logrado en nuestra cohorte.

Conclusiones: El tratamiento con ACTH para diferentes tipos de
encefalopatia epiléptica, es seguro y eficaz, logrando control de crisis
> 50% de los pacientes, ademdas de controlar las convulsiones, mejora
el neurodesarrollo en la mayoria de los pacientes, de ésta manera

impactando de forma relevante en la calidad de vida de los pacientes.



ABSTRACT

Introduction: The term epileptic encephalopathy is referred as a
worsening condition of epilepsy syndromes, which generally implies a
motor, cognitive and behavioral deterioration in a patient with
epilepsy, which is associated with interictal epileptiform activity,
although this may not be the only mechanism responsible for the
development of epileptic encephalopathy. By definition, epileptic
encephalopathies are entities that are usually refractory to conventional
treatment with anticonvulsive drugs, therefore are unconventional
treatments such as ACTH forthe treatment of this entities.

Materials and methods: During the years 2013 to 2015, at Liga
Central Contra la Epilepsia, 10 patients with epileptic encephalopathies
were enrolled, 4 of them with Lennox-Gastaut syndrome, 3 of them
with symptomatic focal epilepsies, 2 of them with Doose syndrome, and
1 with Landau Kleffner syndrome. All patients underwent previous
measurement of anti-inflammatory and pro-inflammatory interleukins

prior to the start of ACTH therapy and after three months of treatment.

RESULTS: Interleukin 1-RA, IL-2, IL-7, IL-10, IL-12, IL-17 IL-10
modifications were not statistically significant, the only interleukin
that showed an increase, with a statistical significance of 0.036 was IL-
6. 68.4% of the patients achieved total seizure control, the number of
medications used did not differs significantly. There were advances in
terms of neurodevelopment reported by the parents and evidenced in
some of them with evaluations made by whether WISC-IV or Griffiths

Development scale.



v

Discussion: Interleukins have been widely studied as part of
epileptogenesis mechanisms, making them an important therapeutic
target in patients with epileptic encephalopathy, different studies in
animal models and in humans have demonstrated their preponderant
role in the perpetuation of seizures. Our study showed an elevation of
IL-6 post-treatment with ACTH which may be related to the neuronal
defense mechanisms of limiting the propagation of the electrical
impulse and the rol of neuroprotective neurotransmitters, which could

in part explain the seizure control achieved in our cohort.

Conclusions: ACTH treatment for different types of epileptic
encephalopathy is safe and effective, achieving seizure control of >
50% of patients, in addition to controlling seizures, improves
neurodevelopment in most patients, thus impacting in a relevant way in
the quality of life of patients with different types of epileptic

encephalopathies.

Palabras Clave: Epilepsia, Encefalopatia epiléptica, Inflamacién, ACTH, Interleucinas

Key Words: Epilepsy, Epileptic encephalopathy, Inflammation, ACTH, Interleukins



1. Planteamiento del problema

Dentro de la clasificacion de la epilepsia, desde el Task Force de 2001 hasta la
propuesta de modificacion de la clasificacion del afio 2009, se ha considerado muy
importante reconocer las encefalopatias epilépticas como una condicion especial dentro del
grupo de las epilepsias, principalmente por la afectacion en el desempefio del individuo y el

deterioro cognitivo y comportamental que causan (1,2).

Estos pacientes con encefalopatia epiléptica son generalmente nifios, con un deterioro
motor, sensorial, cognitivo y comportamental progresivo, asociado a la persistencia de
actividad epiléptica, sean convulsiones y/o actividad epileptiforme interictal en el
electroencefalograma (EEG) (1); generalmente son resistentes a diferentes tratamientos, tanto
farmacoldgicos como quirargicos, lo que conlleva a una gran morbi-mortalidad, con pérdida

de afios de vida saludable y productiva. (1-3)

La evidencia sugiere un mecanismo inflamatorio como parte de la causa y del efecto de
la perpetuacion de las convulsiones en las encefalopatias epilépticas (4-17) Basandose en esta
evidencia, se utiliza desde hace varias déecadas el ACTH y otras terapias inmunomoduladoras
en encefalopatias epilépticas, sin embargo su mecanismo de accion continta desconocido,
razon por la cual la respuesta previa al inicio del tratamiento es impredecible, pues no
siempre se encuentra una respuesta efectiva en los pacientes que reciben este tratamiento. (1—

13,18-20)
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Desde ese punto de vista, se hace fundamental establecer bio-marcadores (21) que
reflejen severidad, mecanismo fisiopatoldgico y prondstico de la epilepsia, y por qué no,

predigan la respuesta a terapia con inmunosupresores como el ACTH.

1.1 JUSTIFICACION

Considerando la importancia de dar un adecuado tratamiento a este tipo de condiciones,
que tienen graves repercusiones en desarrollo, cognicion y prondstico neuroldgico en general,
debe considerarse, dentro de las herramientas terapéuticas, el uso de ACTH, un
inmunomodulador que ha demostrado ser til en el tratamiento del Sindrome de West (4—
8,18,22-24) y en otras encefalopatias epilépticas de la infancia (9-12,18,25) La adecuada
respuesta a este tipo de terapéutica hace considerar que estos pacientes tienen una respuesta
inmune alterada, sin que hasta el momento se pueda establecer con exactitud cuéles son los
mecanismos alterados en este tipo de pacientes (20,26-32) y cual puede ser la mejor forma de
modularla, para lograr el adecuado control de la epilepsia y de la misma manera recuperar la

condicion neuroldgica de estos pacientes.

Entre las moléculas involucradas en este proceso inflamatorio se encuentran las
interleucinas (IL) (13,20,27,28,31-37) las cuales se han sefialado como posibles herramientas
para definir el pronostico de los pacientes. Algunos estudios que han llevado este concepto a
la practica, han evaluado la respuesta inmune en este tipo de pacientes, con resultados

variables y poco consistentes que varian de estudio a estudio (30,31,38-41)

VI
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La Liga Central Contra la Epilepsia ha desarrollado un protocolo que viene
implementandose y perfecciondndose desde el afio 2005, con el cual se ha logrado un control
de crisis aceptable y mejoria significativa del neurodesarrollo en estos pacientes. Sin
embargo, esta es una terapia con alta proporcion de efectos adversos y con riesgos
importantes, por lo que es ideal tener pardmetros objetivos previos al inicio de la misma, que
orientardn sobre la posible respuesta y el beneficio para el paciente. Se convierte en una
oportunidad el convenio con la Universidad Nacional de Colombia, para aprovechar los
recursos tecnolégicos de la misma, en la evaluacion molecular de los bio-marcadores de estos

pacientes.

Con estos resultados se espera conocer mejor los mecanismos fisiopatologicos
asociados a las encefalopatias epilépticas y el mecanismo por el cual puede considerarse al
ACTH como un antiepiléptico; también se espera tener una herramienta paraclinica para
determinar qué pacientes pueden o no beneficiarse de la terapia con ACTH. Con esto se
espera ofrecer a este grupo de pacientes una terapéutica mas oportuna y mas especifica, que
Ileve seleccionar los candidatos al tratamiento con ACTH, mejorar su prondéstico cognitivo y

a optimizar su tratamiento.

1.2 Pregunta de investigacion

¢Como se modifican las interleucinas proinflamatorias (IL 1p, 1L2, IL6, IL7, IL12,
IL17A) y antiinflamatorias (IL10, IL 1 Ra) en nifios con encefalopatia epiléptica antes y

después del tratamiento con hormona adrenocorticotropa (ACTH)?

Vi
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1.3 Hipotesis nula

Las interleucinas no se modifican en los pacientes con encefalopatia epiléptica que

reciben tratamiento con ACTH.

1.4 Hipotesis alternativa

Existen diferencias entre los niveles de interleucinas posterior al manejo con ACTH

2. Marco teorico

2.1 Encefalopatias epilépticas

La encefalopatia epiléptica es un término formalmente reconocido desde el 2006 y
definido en el documento emitido por la ILAE (Internarional League Against Epilepsy) en el
2010 como “la actividad eléctrica que por si misma contribuye a un severo deterioro
cognitivo y comportamental mas alla de lo esperado por la patologia subyacente vy
susceptible de empeorar con el tiempo”. Puede ocurrir a cualquier edad, con mayor
severidad a edades méas tempranas y para su diagnostico se requiere demostrar alteracion en el
desarrollo y la pérdida de habilidades adquiridas, excepto en los pacientes que en su

diagndstico sindromatico ya esté incluida la palabra encefalopatia (2).

Los siguientes son los sindromes que se consideran encefalopatias epilépticas:

VI



« Encefalopatia mioclonica temprana (Sindrome de Aicardi)

« Encefalopatia epiléptica infantil temprana (Sindrome Ohtahara)
« Epilepsia parcial migratoria de la infancia temprana

« Sindrome de West

« Epilepsia mioclonica severa de la infancia (Sindrome de Dravet)
« Epilepsia astato-mioclonica (Sindrome de Doose)

« Sindrome de Lennox- Gastaut (LGS)

« Sindrome de Landau-Kleffner (LKS)

« Epilepsia con punta onda continta durante el suefio (ESES)

2.2 Epilepsia e inflamacion

En la dltima década y media se han tenido hallazgos que apoyan la hipotesis de que un
proceso inflamatorio esta involucrado en algunos desordenes del sistema nervioso central,
como las enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes, eventos cerebrovasculares y
epilepsia. Con la activacion de la respuesta inmune innata y adaptativa, jugando un papel
preponderante las comunicaciones entre el sistema inmune periférico y el sistema inmune del
sistema nervioso central, principalmente por medio de activacién de la glia y la subsecuente

alteracion de la barrera hemato-encefalica (BHE) (13-17,19,25,33,42-45)

En el caso de la respuesta innata, esta se encuentra mediada por citoquinas y

mediadores inflamatorios que activan la microglia, macrofagos y principalmente astrocitos;


http://emedicine.medscape.com/article/1176431-overview
http://emedicine.medscape.com/article/1176568-overview

la respuesta adaptativa ocurre a través de linfocitos y neutréfilos que pasan la barrera
hematoencefélica la cual se presenta elteraciones en sus caracteristicas de impermeabilidad
por el proceso inflamatorio e inmune inicial; todo esto favorece la produccion de mas
citoquinas, factores tréficos, moléculas de histocompatibilidad con posterior dafio celular,
ademés de permitir el paso de albumina, como una factor determinante en el proceso de
induccion y perpetuacion de la cascada inflamatoria que conlleva a la disminucion del

disminucion del umbral convulsivo (13,15-17,19,41,46)

En epilepsia, la investigacion se ha orientado hacia la determinacion de mecanismos
fisiopatolégicos que permitan explicar mejor tanto la generacion de crisis, la persistencia y
resistencia de las mismas al tratamiento anticonvulsivante instaurado; a través de diferentes
modelos de investigacion se encontrd que la inflamacion en sistema nervioso central facilita
el establecimiento y la perpetuacién de los focos epileptogénicos, basados en los siguientes

hallazgos:

1. Laliberacion de moléculas pro-inflamatorias lleva a la muerte neuronal
2. Sustancias anti-inflamatorias como la IL-1Ra, que tienen mecanismos reguladores que
bloquean la accion de la IL-1B han demostrado ser ineficientes en el control de la
respuesta inflamatoria a las convulsiones.
3. La activacion de los astrocitos, tiene un papel fundamental en el desarrollo y en la
cronificacion de la inflamacion, por diferentes mecanismos (16,42,47)
a. Proliferacion

b. Activacion
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c. Cambios de funcién
i. Cambios en el flujo de potasio.
ii. Cambios en la concentracion de agua y de disminucion del espacio
extracelular.
iii. Regulacion de recaptacion/degradacion de neurotransmisores como el
glutamato.
iv. Disminucion de la Adenosina extracelular.

v. Alteracién de los podocitos que impermeabilizan la BHE

La alteracion de la BHE genera paso de moléculas inflamatorias al espacio extracelular
del sistema nervioso central activando la glia. Ademas permite el paso de albimina que,
en modelos animales, induce por si sola eventos convulsivos y que ayuda a la generacion
de la cascada inflamatoria por medio de la activacion de cascadas de sefializacion en los
atrocitos (16,41,42,46,47)

Las convulsiones frecuentes y recurrentes generan, propagan y perpetian las respuestas
inflamatorias innatas y adaptativas, aun dias después de ocurridas, indicando fallas en el
control antiinflamatorio enddgeno del sistema nervioso central (14,16,48).

En los diferentes modelos experimentales de epilepsia inducida, la inflamacion esta

sobrerregulada y antecede el inicio de las crisis espontaneas (13).

A nivel molecular el proceso inflamatorio de sistema nervioso esta mediado por

moléculas del sistema de complemento las cuales se encargan de la activacion de los

complejos atacantes de membrana (MAC) que forman poros en las membranas celulares, con

posterior lisis de neuronas, microglia, oligodendrocitos y astrocitos (48)

Xl
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También por interleucinas que interaccionan de manera paracrina y/o endocrina con la
glia y que modifican las comunicaciones glioneurales, aumentando el glutamato disponible,
promoviendo la transcripcion de genes relacionados con los receptores de glutamato y

activando los astrocitos, lo cual favorece la excitabilidad neuronal (13,33,40,41,48)

Las interleucinas son proteinas producidas principalmente por leucocitos y astrocitos
activados, que tienen funcion de segundos mensajeros e intervienen en la activaciéon y

funcionamiento del sistema inmunitario y en epilepsia estan involucradas en (19,27,48):

1. Modulacion de corrientes ionicas neuronales y de la glia a través de cambios en
los canales voltaje dependientes (sodio, potasio, calcio) generan cambios de
potenciacién a largo plazo lo que se traduce en plasticidad neuronal y en el caso de
epilepsia perpetuacion de los focos epileptogénicos.

2. La activacion de proteinas G asociadas a canales i6nicos que modifica las
corrientes de potasio.

3. Incremento en la liberacion de neurotransmisores excitatorios y disminucion en su
recaptacion, a través de mecanismos dependientes de calcio.

4. Inhibicion de la transmision de la accion de GABA.

5. Transcripcion de genes que aumentan la expresion de receptores AMPA en la
membrana sinaptica.

6. Incremento del &cido quinolinico, un metabolito neurotoxico que es agonista de

los receptores NMDA

Xl
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A continuacion se describen las IL que han sido identificadas en estudios de epilepsia en

animales y en humanos:

INTERLEUCINA 1 (IL1)

Es producida en su mayoria en la periferia pero, también en células gliales,
normalmente el nivel sérico es bajo pero ante un proceso infeccioso aumenta y asi se puede
difundir. EI' receptor de IL1 tipo I ( IL- 1R1) se co-localiza con los receptores N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) en neuronas piramidales hipocampales, modulando la transmision de
glutamato. También aumenta la expresion de receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- acido
isoxazol propionico (AMPA) lo que contribuye a la excitotoxicidad y generacion de
convulsiones, ademas en los astrocitos inhibe la recaptacion de glutamato e incrementa su
liberacion, lo que produce un aumento de la actividad excitatoria neuronal y restringe la
inhibicién mediada por &cido gamma-aminobutirico (GABA) especialmente en las neuronas
piramidales del hipocampo en CA3 y también puede estimular la liberacion de 1L-6 (19,48).

Ademas incrementa la excitabilidad neuronal al disminuir el umbral para la
despolarizacién por un aumento de la entrada de calcio (Ca*?) a través de los canales de
calcio voltaje dependientes; y en los receptores NMDA por fosforilacion de subunidades del
canal que lleva a un aumento en el influjo de Ca, principalmente en las neuronas piramidales
de CAL1 en el hipocampo. También actGa a nivel de la glia y en los astrocitos activando la
expresion de genes que favorecen la gliosis y modifican la permeabilidad de la barrera

hematoencefalica.

XMl
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En los oligodendrocitos su efecto es protector, favoreciendo la mielinizacion y
reparacion. La IL1P también ha demostrado inducir la expresion de HMGB1 (High-mobility
group box 1) que juegan un papel importante en la perpetuacion de la respuesta inflamatoria
en epilepsia. El estudio de Diamond y colaboradores que, incluy6 una cohorte de 59 pacientes
con traumas craneoencefalicos (TCE) a quienes durante la primera semana del trauma se les
realizaron muestras de IL1f tanto en suero como en liquido cefalorraquideo, mostrd que en
los pacientes que desarrollarian epilepsia post traumatica, los valores de IL1p estaban
elevados, con respecto a aquellos pacientes con TCE pero sin desarrollo posterior de epilepsia
de origen post traumatico, de esta manera, mostrando la utilidad de la IL1B cémo un
biomarcador que muestra pronostico en este tipo de pacientes de desarrollar epilepsia post
traumatica (16, 26, 32, 37, 43). También la IL-1 se ha visto implicada en los procesos de
aprendizaje y potenciacion a largo plazo (42)

La IL1Ra bloquea el receptor IL1R y evita todos los efectos causados por la activacion

y accion de la IL1, teniendo asi un efecto protector contra la accion de la IL1pB (27,33)

INTERELUQUINA 2 (1L2)

Esta molécula interviene en la proliferacion, diferenciacion y sobrevida de las
linfocitos T, B y natural killer (NK), modifica la actividad eléctrica en el cerebro, la
proteccién de las neuronas y la regulacion de liberacion de neurotransmisores y hormonas,
modifica la actividad de neuronas dopaminérgicas e indirectamente la neurotransmision
colinérgica, noradrenérgica, glutamatérgica. Ademas posee un efecto analgésico por su accion
sobre los receptores opioides del cerebro. (28)

Al momento de la activacién de la IL-2, se ha evidenciado un cambio en los patrones de

activacion de las neuronas hipocampales, intentando contrarrestar en parte la respuesta
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generada por la IL-1 (25,42) Ha sido encontrada elevada en sindrome de West por

investigadores chinos (24).

INTERLEQUINA 6 (IL6)

Induce incrementos en la astrogliosis y disminucién en el nimero de interneuronas
inhibitorias, induce la proliferacion de astrocitos y la produccion del factor de crecimiento
nervioso, ademas estimula la liberacion de hormona corticotropina desde la hipofisis
(19,28,43,48).

Existen estudios que muestran que se induce su produccién cuando hay alteraciones de
la BHE que inducen expresion del Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGFpB) que a
su vez aumenta la sintesis de IL-6 en respuesta al insulto inicial y que por si solo el aumento,
tanto de la expresion, como de la sintesis de la IL-6 modifica la comunicacién neuronal,
promoviendo la excitacién de la misma y por lo tanto puede ser un factor decisivo para el
desarrollo de epilepsia (41). En otro estudio se muestran acciones diferentes de la IL-6 que
estan en relacion con su accion sobre los receptores de adenosina que, si se exponen de forma
aguda, pueden tener efectos de neuroproteccion en situaciones de hipoxia y de inflamacion
(40).

Se ha encontrado que la IL-6 se encuentra persistentemente elevada en pacientes con

déficit cognitivo y encefalopatia epiléptica (25)

INTERLEUCINA 7(IL 7)

XV
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Esté relacionada con proliferacion, sobrevida y diferenciacion de células pro-B. Actla
como modulador de la homeostasis y regulador del crecimiento de las células T, intervienen
en el mantenimiento de la respuesta inflamatoria y estd implicado en procesos autoinmunes

(34,35)

INTERLEUCINA 10 (IL 10)

Es un factor antiinflamatorio que actia como inhibidor de la sintesis de citoquinas y
agentes pro-inflamatorios como IFNy , IL-2, IL-3, TNF-a, factor estimulante de colonias
granulocito — macrdéfago (GM-CSF), reduce la expresién de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad Il, y moléculas co-estimuladoras e inhibe la expresion de 1L12 por

parte de lo monocitos.(28)

INTERLEUCINA 17 (I1L17)

Tiene una funcion proinflamatoria, corresponde a la familia de interleucinas 17
(IL17A, IL17C, IL17F, IL17E, IL17B, IL17D) las mas estudiadas son la A, involucrada en el
desarrollo de alergias, mecanismo autoinmunes y proteccion contra infecciones, y la F que
induce la expresion de IL proinflamatorias asi como TNF, IL1p (36,37)

Los receptores de esta molécula se expresan células epiteliales, dendriticas, astrocitos,

oligodendrocitos, células endoteliales de la BHE (36,37).

OTRAS MOLECULAS

Otras moléculas que han demostrado modificar la actividad eléctrica del cerebro son
CXCL12 y CX3CL-1, que tienen accion en los receptores glutamatérgicos, cambios en la
actividad dopaminérgica a través de GABAS5. CCL2 y CCL3 producidos por astrocitos,

microglia perivascular y leucocitos infiltrados, pueden atraer  monocitos, células
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polimorfonucleares, linfocitos T y células dendriticas especialmente en el hipocampo de

pacientes con epilepsia del 16bulo temporal (38)

De otro lado, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) estimula la produccion de 1L1,
prostaglandinas y oxidantes que promueven el dafio celular, ademas favorece la adhesion de
linfocitos al endotelio de la BHE. Junto con la IL-6, estimulan la secrecion de hormona
corticotropa (CRH), que lleva a secrecion de glucocorticoides que tienen efecto sobre las

reacciones inmunes e inflamatorias y genera la produccion de la proteina C reactiva (28)

Las moléculas que participan en el compormiso de la BHE son el Factor de crecimiento
derivado de fibroblastos (FGF) las moléculas de adhesion endoteliales de tipo ICAM y
VCAM vy las derivadas de las plaquetas PECAM, que generan cambios en la permeabilidad
de la BHE permitiendo el paso de moléculas que activaran y generaran inflamacion del

sistema nervioso central (25)

2.3 Hormona adreno-corticotropica (ACTH) en epilepsia

La activacion de la respuesta neuroendocrina ante un estimulo estresante lleva a la
activacion de las células del nacleo central de la amigdala, con secrecién de hormona
liberadora corticotropina (CRH), que lleva a su vez a la expresion de CRH en el ndcleo
paraventricular del hipotalamo liberandose en el sistema portal hipotalamo —hipofisiario,
induciendo la secrecion de hormona adreno corticotropa (ACTH) desde la hipofisis y de
glucocorticoides por parte de la glandula adrenal, los cuales modulan la expresion y
liberacion de neurotransmisores asi como de CRH. La CRH esta involucrada en procesos de

muerte neuronal en areas hipocampales, por aumento de la excitabilidad de las neuronas
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limbicas al potenciar la neutroansmision glutamatérgica y suprimir la hiperpolarizacion,
ademas en el cerebro inmaduro hay una mayor expresion de receptores de CRH tanto en la
amigdala como en el hipocampo favoreciendo su efecto proconvulsivante, que se modula con

la maduracion, ya que hay una disminucion en la expresion de estos receptores (22)

Los mecanismos por los que se consideran los corticoesteriodes y la hormona

adrenocorticotropa (ACTH) como anticonvulsivantes incluyen (22,32,44):

1. Induccién de la sintesis de glucocorticoides que interactian con los receptores de
esteroides en el sistema nervioso central e influye en los canales de calcio voltaje
dependientes.

2. Estimulacién de sintesis de neuro-esteroides enla glia y en neuronas que modulan
los receptores de GABA con funciones inhibitorias.

3. Disminucién en la liberacion de CRH a través de su accion en los receptores de
melanocortina en el ndcleo central de la amigdala la cual tiene una actividad
proconvulsivante en el cerebro inmaduro

4. Inmunomodulacion, al disminuir los niveles de IL proinflamatorias que ejercen
liberacion de CRH o acciones directas que aumenta la respuesta inflamatoria.

5. Acelera la mielinizacion y formaciones dendriticas lo que hipotéticamente disminuiria
la susceptibilidad a crisis principalmente en el caso de espasmos infantiles.

6. Efecto posiblemente neurotransmisor intrinseco o por segundos mensajeros

En modelos experimentales de espasmos infantiles en ratones, se han encontrado otros

efectos en el metabolismo y procesos celulares que explicarian su efectividad en el manejo

de encefalopatias epilépticas (23):
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Modificacion en el citoesqueleto por aumento en la expresion de la tubulina al, que
interviene en el control del crecimiento celular, distribucion de las proteinas de
membrana, control de tréafico intracelular y motilidad de espinas dendirticas logrando
de esta forma mejorar la migracion neuronal.

Modificacion sinaptica, al inducir aumento en la expresion de la proteina SNPA 25 la
cual estimula la liberacion del GABA durante el desarrollo y modula canales de calcio
voltaje dependientes.

En el metabolismo energético, a través de la sobreexpresion de MDH-1, que esta
involucrada en el metabolismo energético mitocondrial y en el desarrollo embrionario.
Regulacion vascular, al estimular la expresion de  DDAH-1 la cual se encarga de
incrementar niveles de 6xido nitrico intravascular, teniendo efecto neuroprotector.
Aumenta la expresion de enzimas encargadas de la acetilacion, que regulan la

transcripcion, proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular

Con respecto a la experiencia en el manejo de ACTH para el control de encefalopatias

epilépticas existen numerosos estudios, como la publicacién de Shiihara y cols (45) que tomo

76 pacientes con Sindrome de West y realizo la determinacion de moléculas inflamatorias

antes y después de 1 mes de tratamiento con ACTH, evidenciando niveles elevados de IL

proinflamatorias como IL1f y IL 12, con su posterior descenso de luego del tratamiento

asociado también a mejoria en el control de las crisis. En el estudio de Liua (20) se observd
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un aumento en los valores de IL2 en pacientes con encefalopatias epilépticas entre los que

estaban pacientes con Sindrome de West.

El objetivo del estudio de Yamanaka (32) consistid en evaluar si la actividad
proconvulsiva de la IL-1f y anticonvulsiva del antagonista del receptor de IL1, (IL-1Ra)
proporciona una base para determinar la efectividad del tratamiento en pacientes con
Sindrome de West, encontrando un aumento en la IL1 Ra en el grupo que respondio
adecuadamente al manejo con ACTH logrando control de crisis y por ende de la

encefalopatia.

El ACTH es un medicamento con varios efectos adversos, que hacen que el proceso de
seleccion de pacientes y su seguimiento sea cuidadoso y estricto para reducir el riesgo de
presentarlos. Entre los efectos adversos més frecuentes estan: inmunosupresion, hipertension
arterial, alteraciones electroliticas principalmente hipocalemia e hipernatremia, aunque
cualquier electrolito puede estar comprometido, miocardiopatia hipertréfica, vértigo, cefalea,
cambios de comportamiento como euforia, Ulcera péptica con perforacion y hemorragia,
reacciones alérgicas, glaucoma, induccion del sindrome de Cushing, miopatia inducida por

corticoides, hiperpigmentacion de la piel y faneras, amenorrea e hipertricosis.

Con estos resultados se espera tener una herramienta paraclinica para determinar qué

pacientes pueden o no beneficiarse de la terapia con ACTH; tambiéen se espera conocer mejor
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los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a las encefalopatias epilépticas, y el mecanismo
por el cual puede considerarse al ACTH como un anti epiléptico. Se espera poder ofrecer a
los pacientes con encefalopatias epilépticas opcidén una terapéutica mas temprana y mas

especifica, que lleve a mejorar su prondstico y a predecir la respuesta al mismo.
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3. Métodos

3.1 Objetivo general

Caracterizar los pacientes con diagnostico de encefalopatia epiléptica y los valores de
las interleucinas IL 1B, IL 1 Ra, IL2, IL6, IL7, IL10, IL12, IL 17, pre y tras tres meses de
tratamiento con ACTH, evaluados en la Fundacion Liga Central Contra la Epilepsia, entre

2013 y 2015.

3. 2 Objetivos especificos

1. ldentificar las caracteristicas de los pacientes con diagndstico de encefalopatia
epilépticas candidatos al uso de Hormona Adrenocorticotrépica (ACTH)

2. Caracterizar la expresion de IL 1B, IL 1 Ra, IL2, IL6, IL7, IL10, IL12, IL 17 en
pacientes con encefalopatia epiléptica.

3. Evaluar la modificacién de los factores inflamatorios en nifios que presentan
encefalopatia epiléptica y que son tratados con ACTH

4. Relacionar la modificacion de las IL proinflamatorias (1, IL2, IL7, IL12, IL 17) y
antiinflamatorias (IL 1 Ra, IL6, IL10), con la respuesta clinica en términos de control

de crisis y modificacion del neurodesarrollo.



3.3 Diseno del estudio

Estudio analitico de cohorte

3.4 Poblacién a estudio

Pacientes evaluados, tratados y seguidos en la Liga Central Contra La Epilepsia entre
los afios 2013 y 2015, con edades comprendidas entre 0 y 18 afios

Casos: Pacientes con encefalopatia epiléptica, que requieran y acepten el tratamiento
con ACTH como parte de su esquema terapéutico para su epilepsia, durante los afios 2013 y

2015.

3.5 Tamano de la muestra

Muestra por conveniencia. Se seleccionardn minimo 10 pacientes que ingresen al

protocolo con ACTH.



3.6 Criterios de inclusion

1. Pacientes con diagnostico de Encefalopatia epiléptica segln los criterios de la ILAE,
que vayan a recibir tratamiento con ACTH entre 2013- 2015
2. Pacientes con encefalopatia epiléptica, con falla terapéutica al tratamiento
farmacoldgico convencional.
3. Tener estudio de electroencefalograma y de resonancia magnética cerebral previo al
inicio de la terapia con ACTH.
4. Cumplir con el protocolo de ACTH de la Liga Central contra la Epilepsia.
5. Tener los siguientes estudios normales:
e Infecciones Cronicas: IgM para CMV, EBV, HSV 1-2, Toxoplasma, Rubéola,
ELISA para VIH 1y 2, VDRL cuantitativa
e Rayos X de torax.
e Cortisol basal sérico y en orina de 24 horas
e Electrolitos: Potasio, Cloro, Calcio, Sodio.
e Funcidn hepatica y renal
e Perfil tiroideo
e Uroanalisis

e Cuadro heméatico

6. Firmar consentimiento informado para el uso de ACTH

7. Firmar consentimiento informado para el presente estudio



3.7 Criterios de exclusion

1. Contraindicaciones para el uso de ACTH:

Hipersensibilidad conocida al Hexa-acetato de tetracosactida o a la ACTH o a
alguno de sus excipientes.

Recién nacidos y bebés prematuros, debido a la presencia de alcohol bencilico.
Psicosis aguda.

Enfermedades infecciosas.

Ulcera gastro-duodenal.

Insuficiencia cardiaca refractaria.

Sindrome de Cushing.

Insuficiencia cortico-suprarrenal primaria.

Sindrome genito-suprarrenal

Embarazo y lactancia

2. Rechazo por parte de los cuidadores y padres a participar en el estudio

3. Tener cualquier tipo de inmunosupresion o enfermedad autoinmune, diagnosticada

por Hematologia y/o Reumatologia.

3.8 Participacion en el proyecto

Solicitud de aprobacion y firma del consentimiento informado a los padres y/o

acudientes de pacientes con encefalopatia epiléptica candidatos a tratamiento con ACTH de



\Y,

acuerdo a los criterios de inclusion y criterios de exclusion; se les explicd el estudio
(objetivos, métodos, riesgo para el paciente, libertad de eleccion a participar) y se les invita a

participar en el mismo.

3.9 Toma de muestra

Se tomé una muestra de sangre periférica por venopuncién con aguja hipodérmica (10
cc), en un tubo seco, previa firma del consentimiento informado por parte del responsable del
menor y asentimiento del paciente, segin el caso lo permita. La primera muestra se toma el
mismo dia de inicio del esquema terapéutico, antes de la aplicacion de la primera dosis de

ACTH.

Se dej6 que la sangre coagulase a temperatura ambiente por un lapso de 10 minutos y
se centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos, para la extraccidn del suero por medio de pipetas,
se almaceno en tubo de 2 cc de plastico y este se conservd a -80 grados Celsius, en las
neveras del laboratorio de investigacion a cargo del Dr. Jorge Caminos, en la facultad de

Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.

3.10 Procesamiento de la muestra

Se evaluaron los niveles de expresion de 25 citoquinas mediante el sistema LumineX
100 (Luminex Corp., Austin, TX) en suero de 10 pacientes con encefalopatia epiléptica
refractaria.

El panel incluyd las citoquinas : (IL)-1RA-, -1R8, -2, , -6, -7, -10, -12, -17.
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segun el protocolo del manufacturante (Invitrogen®), las muestras se mezclaron en una
relacion 1:2 (25 pl of diluyente + 25 ul de muestra). Posteriormente se adicionaron las perlas
acopladas a las diferentes citoquinas y se incubaron en agitacion por 1 hora. Se realizaron
lavados de los pozos y se adicionaron 25 ul de anticuerpo de deteccion por 30 minutos.
Cumplido este tiempo se realizaron dos lavados y se adicion6 el complejo Streptavidina-
Ficoeritrina por 30 min. Finalmente la concentracion de cada citoquina en las muestras fue
detectada en el equipo Luminex 100 teniendo en cuenta la media de la intensidad de la
fluorescencia (MFI). Los valores obtenidos se convirtieron a unidades pg/mL basado en la

curva estandar de cada proteina.

3.11 Instituciones involucradas

El estudio se realizd en la Fundacion Liga Central Contra la Epilepsia y en las

instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia.

3.12 Aspectos Eticos

Este trabajo se llevd a cabo, teniendo en cuenta las normas internacionales de
investigaciéon con seres humanos, como el Codigo Nuremberg, la declaracién Helsinki y el
informe Belmont. De acuerdo con la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia, se considera que este estudio es una investigacion con riesgo minimo.

Previo a todos los procedimientos y entrevistas realizadas, se informo a los padres de
los pacientes acerca de la calidad y los objetivos del estudio, de las ventajas y desventajas de

su participacion en éste, sus derechos, junto con la informacién acerca del manejo de la
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muestra de sangre y la confidencialidad de los datos. No se contd con el asentimiento
informado de los pacientes ya que todos los pacientes incluidos en este estudio tienen
discapacidad cognitiva en grados variables.

Después de la informacion clara a los padres/acudientes por parte del investigador, se
solicitara la respectiva autorizacion a pertenecer al estudio por medio de la firma de un
consentimiento informado donde conste la informacion antes descrita.

La informacién fue manejada de forma confidencial.

El comité de ética de la Universidad Nacional de Colombia en el acta No. 020-223-15 y
de la misma manera el comité de ética de la Liga Central Contra la Epilepsia (LICCE)
aprobaron el protocolo y su ejecucion.

En el anexo No. 1 se encuentra el consentimiento informado para los pacientes caso.
En el anexo 2. Esté el protocolo de tratamiento para epilepsias refractarias con ACTH de la
Liga Central Contra la Epilepsia. El anexo 3. Corresponde a la aprobacion del comité de ética

de la Universidad Nacional de Colombia.

3.13 Presupuesto

KIT Medicion interleucinas LUMINEX $11.760.000
Procesamiento de muestras $ 2.000.000
Estadistico para analisis de resultados $ 500.000
Psicologa para evaluacion pacientes $ 1.000.000
Traduccidn articulos para publicacion $ 1.000.000
Insumos para procesamiento de muestras $ 100.000
Papeleria $  400.000
Transportes $ 500.000
Reserva para pago de publicacion $ 2.500.000
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TOTAL $19. 760.000
El presente estudio fue financiado por la Division de Investigaciones Sede Bogota (DIB) y la
Vicedecanatura de Investigaciones de la Facultad de Medicina, ambas de la Universidad

Nacional de Colombia, con codigos HERMES 22277 (Codigo QUIPU 201010021707) y
Cddigo HERMES 28527 (Codigo QUIPU 201010023570)
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4. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de cada una de las interleucinas evaluadas, en las que
tuvieron distribucion normal se realizaron medidas de mediana, en las que tuvieron
distribucion no normal, se realizo el célculo de los rangos intercuartilicos.

En las variables con distribucion normal se realizaron pruebas de T de student y en las

no normales, se realizo test de Wilcoxon para determinar los p-valores.

4.1 Resultados

La edad promedio de los pacientes fue de 10 afios, 60% fueron varones, en el 70% su
nucleo familiar estaba compuesto por padre y madre, en el 30% estaban a cargo de madres
cabeza de hogar, la mitad de los pacientes tenian antecedentes familiares de epilepsia, Los
valores promedio antes del inicio del ACTH fueron: Glucemia 85,81 mg/dl, sodio 140.78

mEq/Il, potasio 3,9 meg/l, Cortisol 10,52. (Tabla 1)



Tabla No 1 Informacién demogréfica

Edad 4 afios — 14 afios 9 aflos
Sd. Lennox — Gastaut 40%
Epilepsia Focal
30%
Sindrome epiléptico Sintomatica
Sd. Doose 20%
Landau-Kleffner 10%
Atonias 60%
Ténicas 60%
Mioclonias 30%
Focales motoras
Tipos de crisis 30%
complejas
Ausencias Atipicas 30%
Focales motoras
10%
simples
Probablemente
50%
sintomatico
Encefalopatia hipoxico-
Etiologia isquémica del recién 30%
nacido
Trastorno del desarrollo
20%
cortical
Si 50%
Antecedentes familiares de epilepsia
No 50%
Pre-ACTH 3,7
Farmacos Anticonvulsivantes
Post-ACTH 3,9




Tabla No 1 Informacién demogréfica

# Crisis/dia Pre — ACTH 0,4-50 15,64

# Crisis/dia Post — ACTH 0-75 2,19

El 40% de los pacientes tienen sindrome de Lennox-Gastaut, 30% epilepsia focal
sintomética, 20% sindrome de Doose y 10% sindrome de Landau-Kleffner. EI tipo de
convulsion méas frecuentemente encontrado fueron las de tipo atonico en el 60% de los
pacientes al igual que las tdnicas, seguido de focales motoras complejas y ausencias atipicas
en el 30% de los pacientes, finalmente 10% de los pacientes presentaron crisis focales
motoras simples.

En cuanto al control de crisis, el promedio total del control de crisis en éste grupo fue
de 68,4%. En el caso del grupo de sindrome de Lennox-Gastaut fue de 78,5%, en el grupo de
epilepsia focal sintomatica fue de 56,6%, en el sindrome de Doose 100% Yy en el sindrome de
Landau-Kleffner fue de 0%. EI promedio de los farmacos anticonvulsivantes utilizados antes
del inicio del ACTH fue de 3,7 y posterior al ciclo de 3 meses de ACTH fue de 3,9 por cada
paciente. (Tabla 2) En la tabla 3. Se resumen los datos de cada interleucina de cada paciente,
en la que los resultados muestran disminucion en los niveles posterior a tres meses de
tratamiento con ACTH de IL-1RA, IL-10 sin que tuvieran significancia estadistica, aumento
de IL-1B, IL-2, IL-7 e IL-12 sin significancia estadistica, la IL-17 no se modifico en el
estudio y se registro un aumento de la IL-6 posterior a tres meses de tratamiento con ACTH y

logra una significancia estadistica.



Tabla No 2 Caracterizacién de epilepsia de la poblacién analizada

%

Sindrome Tratamiento | Tratamiento #Crisis/dia | #Crisis/Dia
Tipo de crisis Control
epiléptico Pre-ACTH Post-ACTH Pre- ACTH | Post-ACTH
de crisis
VPA, CLZ, VPA, CLZ, | Atonias, Focales
Lennox-Gastaut 50 4 86%
CLB, CLB motoras simples
Atonicas,
CLB, TPM, CLB, TPM, tonicas,
Lennox-Gastaut 10 4 60%
LEV LEV, CLZ Ausencias
atipicas
Focales motoras
complejas,
CLB, TPM, CLB, LTG,
Lennox-Gastaut Tonicas, 50 75 88%
LEV, CLZ TPM
Ausencias
Atipicas
Mioclonias,
CBZ, CLZ, CLB, CLZ, Ausencias
Lennox-Gastaut | LTG, TPM, LTG, LEV, atipicas, 10 2 80%
LEV LCS Tonicas,
Aténicas
Epilepsia focal
CBZ, CLZ, | Focales motoras
probablemente LEV, CBZ 10 0 70%
LEV complejas
sintomatica
Epilepsia focal Mioclonias,
CBZ, CLZ,
probablemente CBzZ,CLZ Tonicas, 10 0 100%
PB, VPA
sintomatica Aténicas




Epilepsia focal
0CZ,VGB, | TPM, VGB, Atonicas,
7 | probablemente 0,4 04 0
TPM, LEV LCS, LEV Ténicas
sintomatica
LTG, TPM, CLZ, CLB,
8 Doose 10 0 100%
LEV LTG, LEV
Atonicas,
LTG, VPA, CLB, VPA,
9 Doose Tonicas, 5 0 100%
LEV LTG
Mioclonias
Focales motoras
10| Landau-Kleffner | VPA, CLZ LEV, CLB 1 1 0%
complejas
Tabla 3. Valores de IL por cada paciente
1L 1B, IL1Ra IL17 IL 17
IL 1B, pre IL1Ra pre IL2 Pre IL2 Post IL6 pre IL6 post IL7 pre IL7 post 1L10 pre 1L10 post 1L12 pre 1L12 post
post post pre post
0,002 0,003 0,021 0,0315 0,002 0,002 0,00175 0,001 0,001 0,012 0,001 0,00175 0,02875 0,00875 0,026 0,026
0,00225 0,00375 0,052 0,0235 0,003 0,00225 0,00175 0,002 0,0055 0,00675 0,00125 0,0015 0,0425 0,0095 0,026 0,026
0,01 0,01 0,05675 0,067 0,002 0,002 0,001 0,002 0,00675 0,00325 0,0015 0,001 0,024 0,00675 0,026 0,026
0,0075 0,01 0,0195 0,038 0,00225 0,002 0,001 0,002 0,007 0,0095 0,24225 0,00125 0,0325 0,00925 0,026 0,026
0,01 0,00575 0,06125 0,041 0,002 0,002 0,001 0,001 0,012 0,0095 0,001 0,00075 0,03275 0,01 0,026 0,026
0,003 0,00225 0,142 0,01675 0,002 0,0025 0,002 0,002 0,012 0,0065 0,001 0,001 0,078 0,01575 0,026 0,026
0,00775 0,00525 0,02825 0,06825 0,002 0,002 0,0015 0,00175 0,00825 0,012 0,00125 0,001 0,0285 0,00975 0,026 0,026
0,00575 0,0055 0,054 0,0725 0,00225 0,002 0,00175 0,00175 0,0085 0,012 0,001 0,001 0,02825 0,0195 0,026 0,026
0,01 0,01 0,02125 0,0365 0,002 0,002 0,001 0,002 0,0085 0,0055 0,001 0,00175 0,036 0,00975 0,026 0,026
0,0031667 0,0085 0,0235 0,0685 0,00233 0,00325 0,002167 0,0035 0,0075 0,0125 0,00167 0,0035 0,021167 0,03425 0,026 0,026
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En términos de neurodesarrollo se realizaron valoraciones a tres pacientes por medio de
la escala de Griffiths, que involucra seis dominios: Motor, audicion-lenguaje, coordinacion
oculo-manual, social, ejecucién y razonamiento. El paciente con sindrome de Landau-
Kleffner que presentd mejorias en los seis dominios y al final de los tres meses se registro
una mejoria del neurodesarrollo de 17 meses con respecto a su evaluacion inicial. El paciente
con sindrome de Doose, presentd mejorias en los componentes de audicion y lenguaje,
coordinacion oculo-manual, ejecucion y razonamiento, lo que representd una mejoria del
neurodesarrollo de 6 meses con respecto a su evaluacion inicial. El paciente con epilepsia
focal probablemente sintomatica por el contrario present6 regresion en el neurodesarrollo con

respecto su evaluacion inicial, posiblemente en relacion con progresion de su encefalopatia.

(Tabla 4)
Tabla No 4 Escala de Neurodesarrollo
Personal - Audicion - Coordinacion
Motora ] Ejecucion Razonamiento TOTAL
Edad Social Lenguaje Oculo-manual
P Meses P Meses P Meses P Meses P Meses P Meses

98 meses 61 50 62 52 61 50 65 58 61 50 61 50 55
. 102 meses 70 72 72 81 70 81 70 66 61 50 76 80 72
62 meses 51 30 55 38 63 54 55 36 54 36 55 38 38
’ 65 meses 51 30 52 32 65 58 63 54 58 44 59 46 44
49 meses 43 24 43 24 43 22 47 24 41 21 49 21 22
’ 54 meses 24 12 25 14 20 12 22 11 23 11 No se aplica 12

En los demas siete pacientes, si bien no hubo una medicion objetiva del
neurodesarrollo, los cuidadores refirieron que los pacientes tuvieron mejorias significativas

en términos de contacto e interaccidn con el medio, mejorias en destrezas comunicativas, ya

VI
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sea intencion comunicativa e incluso el desarrollo o mejoria del lenguaje verbal, asi como de

ejecucion de actividades de la vida diaria, como la alimentacion.

Los valores de las IL evaluadas se encuentran en la tabla 5. Los valores de L-18, IL-

1Ra,

IL-2,

IL7, IL-10,

IL-12 e IL-17 no presentaron diferencias estadisticamente

significativas cuando se compararon los valores obtenidos antes y después de tres meses del

tratamiento con ACTH. Sin embargo, la IL-6 si mostré una variacion estadisticamente

significativa (p = 0.03665579398) cuando se calcul6 la diferencia entre los valores previos y

los posteriores al tratamiento con ACTH.

Tabla No 5. Valores Promedios de IL Totales

Media | Media Distribucién Desviaciones Desviaciones Rango Rango
P-Value
pre post Normal Estandar pre Estandar post Intercuartilico Pre | Intercuartilico Post
0.00614
0.0033377401
IL-1B 166666 | 0.0064 Si 0.003012012985 - - 0.4289327634
43
7
0.34765625 (25 th) | 0.03275 (25 th) -
IL-1 RA | 0.04795 | 0.04635 No - - 0.34765625
-0.05606 (75th) | 0.06794 (75 th)
0.00218
0.002 (25 th) - 0.002 (25 th) -
IL-2 333333 | 0.0022 No - - 0.5
0.00225 (75 th) 0.002188 (75th)
3
0.00149
0.0004571955 0.0366557939
IL-6 166666 | 0.0019 Si 0.0006892024376 - -
575 8
7
0.0032719345
IL-7 0.0077 | 0.00895 Si 0.1980613307 - - 0.1980613307
28
IL-10 0.02529 | 0.00145 No - - 0.001(25th) - 0.001 (25 th) - 0.4163106014

Vi
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166667 0.001438 (75 th) 0.001688
0.00577
0.01332 0.02831 (25th) - | 0.009312 (25 th) -
IL-12 | 306109 No - 0.998046875
5 0.03519 (75th) 0.01431 (75 th)
2

Los valores promedio pre tratamiento y post tratamiento estan enlistadas en la tabla 6

agrupadas por tipo de sindrome epiléptico.

Tabla No 6 Valores de IL agrupadas por Sindrome

Sindrome
de Epilepsia focal | Sindrome | Sindrome de
Lennox- sintomatica de Doose | Landau-Kleffner
Gastaut
IL 1B, pre 0.0054375 | 0.006916666667 | 0.007875 | 0.003166666667
IL 1B, post 0.0066875 | 0.004416666667 | 0.00775 0.0085
IL 1 Rapre 0.0373125 0.07716666667 | 0.037625 0.0235
IL 1 Ra post 0.04 0.042| 0.0545 0.0685
IL2 pre 0.0023125 0.002 | 0.002125 | 0.002333333333
IL2 post 0.0020625 | 0.002166666667 0.002 0.00325
IL6 pre 0.001375 0.0015 | 0.001375 | 0.002166666667
IL6 post 0.00175| 0.001583333333 | 0.001875 0.0035
IL7 pre 0.0050625 0.01075 0.0085 0.0075
IL7 post 0.007875 | 0.009333333333 | 0.00875 0.0125
IL10 pre 0.0615| 0.001083333333 0.001 | 0.001666666667
IL10 post 0.001375 | 0.0009166666667 | 0.001375 0.0035
IL12 pre 0.0319375| 0.04641666667 | 0.032125| 0.02116666667
IL12 post 0.0085625 0.026 | 0.014625 0.03425
IL 17 pre 0.026 0.026 0.026 0.026
IL 17 post 0.026 0.026 0.026 0.026

VI




5. Discusion

El término de encefalopatia epiléptica, recientemente replanteado por Howell, se refiere
a la disrupciéon del neurodesarrollo, causado por la actividad epiléptica interictal en los
pacientes con epilepsia, mas que referirse a un grado mayor de gravedad de la epilepsia o de
la enfermedad que causa epilepsia (1) .

En cuanto a los mecanismos de epileptogénesis se han propuesto mdultiples alteraciones
que llevan a la formacion del foco epiléptico y su perpetuacion en el tiempo, todos los
mecanismos propuesstos se articulan de forma complementaria, sin que hasta la fecha haya
un mecanismo (nico (2). La importancia de discutir los diferentes mecanismos de
epileptogénesis se basa en que la terapia inmunomoduladora puede ejercer efectos sobre
multiples elementos involucrados en los mecanismos de epileptogénesis, no solamente
modular la respuesta inflamatoria a nivel del sistema nervioso central sino modificar las
alteraciones en las comunicaciones inter e intra-neuronales, la participacion de algunos
canales mediados por recpetores también involucran los diferentes mecanismos de accién del
ACTH (3-7).

Dentro de estos mecanismos se encuentran las alteraciones de vias moleculares pueden
estar relacionadas con la formacion de focos epileptogénicos, a través de la poda de las
conexiones neuronales y las vias de muerte celular. Las dos vias mas importantes y mas
estudiadas son la mTOR (Blanco mamifero para la Rapamicina por sus siglas en inglés) que
regula, entre otras muchas funciones, la plasticidad neuronal, la estructura neuronal y la
expresion de varios canales idnicos responsables de la transmision sinaptica de las neuronas.
Y la via del REST-1 (Factor de transcripcion del represor del silenciador del elemento 1) que
genera inhibicién de la expresion génica de multiples genes neuronales, dentro de los que se

encuentran los genes que modulan la excitabilidad neuronal (2).



Las alteraciones de la barrera hematoencefalica (BHE) juegan un papel fundamental en
el desarrollo de los diferentes mecanismos de epileptogénesis y se postula, como un primer
paso decisivo para el inicio de la cascada inflamatoria dentro del sistema nerviosos central y
se plantea como un paso comun para diferentes agresiones que lleven a la formacion de un
foco epileptogénico (8) Al presentarse ésta ruptura de la BHE, la albimina pasa al espacio
extracelular, generando cambios en los mecanismos de comunicacion entre las neuronas y la
glia, posiblemente en relacion con su accion sobre el Receptor 2 del Factor Transformante
Beta (TGFBR-2 por sus siglas en inglés), que genera modificaciones en las funciones del
astrocito, dentro de las que se encuentran la produccién de citocinas inflamatorias,
favoreciendo de ésta manera la presencia de inflamacion como uno de los posibles
mecanismos de epileptogénesis (8). El Factor Transformante B-1 (TGFB-1 por sus siglas en
inglés) que aumenta la produccion de IL-6 a través de cascadas intracelulares al lesionarse la
BHE, produce una regulacion rdpidamente hacia la alta, de forma exclusiva en los astrocitos,
(9). La produccion rapida de IL-6 mediada por el TGFp-1, genera un aumento de la
excitabilidad neuronal medida in vivo y ex vivo, demostrada por aumento de la
hiperexcitabilidad neuronal en modelos de estimulacion eléctrica, ha demostrado ser en
modelos animales un mecanismo que lleva al desarrollo de crisis epilépticas al largo plazo
(9).

Otro estudio mostro que los cambios epigenéticos relacionados con epilepsia y
enfermedades que cursan con epilepsia, muestran de forma consistente alteraciones en la
metilacion, en la expresion o represion de genes que pueden contribuir a los mecanismos de
epileptogénesis mediados por la inflamacion, haciendo regulacion a la alta de genes que

codifican para moléeculas pro o anti-inflamatorias, entre otras muchas funciones (10).



Este Gltimo mecanismo abre paso al modelo mas ampliamente estudiado en términos de
epileptogénesis, que es el modelo inflamatorio, éste modelo incluye mecanismos de
sefializacion celular, expresion génica y la produccion subsecuente  de moléculas
inflamatorias en el sistema nervioso central, que actian como mediadoras, potenciadoras y

perpetuadoras de la actividad hiperexcitable neuronal (11,12,5,4,3).

Usualmente la expresion constitutiva de interleucinas dentro del sistema nervioso
central es baja, pero aumenta significativamente cuando se expone a agresiones coémo
infecciones o lesiones y es producida principalmente por los astrocitos (13).

Se considera que la Interleuquina — 6 (IL-6) puede tener dos funciones diametralmente
opuestas, una relacionada con neuroproteccion dependiente de expresion aguda y otra
dependiente de expresion o exposicion crénica a IL-6 que ha sido relacionada con muerte
neuronal y neurodegeneracién. Sin embargo se desconocen los mecanismos por los cuales la
exposicion a IL-6 puede ser protectora o lesiva para la poblacion neuronal in vivo, llevando a
enfermedades neuroldgicas como la epilepsia (13).

Nuestros resultados muestran disminucion en los niveles posterior a tres meses de
tratamiento con ACTH de IL-1RA, IL-10 sin que tuvieran significancia estadistica, aumento
de IL-1B, IL-2, IL-7 e 1L-12 sin significancia estadistica, la IL-17 no se modificé en el estudio y se
registr6 un aumento de la IL-6 posterior a tres meses de tratamiento con ACTH con una
significancia estadistica de p=0.03, por lo que planteamos que el experimento realizado por
Biber y colaboradores, en el que el aumento de la expresion, o la exposicion aguda a IL-6,
afecta directamente la expresion y la accion del receptor de adenosina Al, que conlleva a
inhibicion de la liberacion de glutamato en la terminal pre-sindptica, ademas disminuye las
corrientes mediadas por N-Metil-D-Aspartato (NMDA) (13) Ademas, podria favorecer el

control de crisis y la disminucién de la actividad epileptogénica por su accion aguda
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relacionada con mecanismos de neuroproteccién. Sin embargo, existen algunos estudios en
humanos que muestran que los niveles séricos de IL-6 estan elevados en pacientes con
convulsiones recientes, medidas durante un estudio de video-electroencefalografia (14) y en
pacientes con epilepsia y discapacidad cognitiva comparados con poblacién sin epilepsia ni
discapacidad cognitiva (15).

De la misma manera, pero en modelos animales, la ruptura de la BHE y su subsecuente
paso de albdmina, modifican a la alta la expresion de TGFB-1, que tiene accidn sobre los
receptores de TGF, que a su vez aumenta la produccion de I1L-6 dentro del sistema nervioso
central y que esta produccion de IL-6 esta directamente relacionada con el desarrollo de
epilepsia en los modelos animales y en los tejidos expuestos a estos cambios (9).

Por lo anterior consideramos que la presencia de niveles séricos detectables de IL-6
estan en relacion con la presencia de epilepsia activa en los pacientes evaluados y que el
aumento de las concentraciones séricas posterior a la administracion del ACTH, segun el
protocolo de la Liga Central Contra la Epilepsia, podria estar en relacion con el control de las
crisis y la mejoria del cuadro, basados en los hallazgos del experimento de Biber, en el que la
exposicion aguda, aumenta la expresién y la respuesta neuroprotectora medidada a través del
blogueo de la accion de neurotransmisores excitadores (13). Ademas hasta el momento no
existen estudios que evalien los niveles de IL-6 basales ni post tratamiento con
inmunomoduladores en pacientes con encefalopatia epiléptica, 1o que podria modificar de
alguna manera las concentraciones de éstas citosinas anti y proinflamatorias.

Otro de los hallazgos méas importantes es la mejoria en el neurodesarrollo, en todos los
pacientes evaluados, esto podria ser uno de los hallazgos mas importantes en nuestro estudio,
ya que existe evidencia que en los sindromes evaluados (Sindrome de Lennox — Gastaut,
Sindrome de Doose y Sindrome de Landau-Kleffner), el prondstico cognitivo es ominoso y

depende de la rapidez del inicio de la terapia iniciada, el rapido control de convulsiones,
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especificamente en el caso del sindrome de Doose y del sindrome de Landau-Kleffner (16,17)
sin embargo, a pesar que nuestros pacientes tuvieron mejorias importantes en el
neurodesarrollo, no tuvieron control de convulsiones ni de actividad epileptiforme en el EEG
de forma rapida, asi como tampoco se inicié de forma rapida o prioritaria el tratamiento con
ACTH, lo que plantea la terapia con ACTH como una alternativa que se puede utilizar en
pacientes con epilepsias refractarias de larga data, en los que los tratamientos farmacoldgicos
clésicos han fallado, mostrando tasas de control de convulsiones totales mayores a al 67% en
nuestra serie, elemento que no se habia logrado con ningun otro farmaco anti-epiléptico
utilizado y que ademas mejora significativamente el neurodesarrollo y por ende la calidad de

vida de los pacientes involucrados y sus familias.



6. Conclusiones

Las caracteristicas clinicas de los pacientes candidatos a tratamiento con ACTH que
tienen encefalopatia epiléptica son variables, en general, cualquier paciente que sea
refractario al tratamiento farmacoldgico convencional, que no tenga ninguna
contraindicacién al tratamiento inmunomodulador puede recibirlo y favorecerse del
control y mejoria de encefalopatia y del namero de convulsiones.

No se encontraron diferencias en los niveles de las interleucinas IL 1B, IL 1 Ra, IL2,
IL7, 1L10, IL12, IL 17 medidas antes y después del tratramiento con ACTH en
pacientes con encefalopatia epiléptica, pero se encontrdé un aumento significativo de
los niveles de IL 6 en los pacientes pos tratamiento.

Estos pacientes si mostraron mejoria en cuanto a la disminucion en la frecuencia de
crisis y en avances en procesos cognitivos, sin embargo en comparacion con las
variaciones de las interleucinas y el control de crisis o las mejorias del desarrollo las
diferencias no tuvieron una significancia estadistica, pero muestra una tendencia a
relacionar el aumento de los niveles de IL 6 con la mejoria de los pacientes con

encefalopatia epiléptica.
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Anexo 1. Consentimiento informado

Paciente Caso
CONSENTIMIENTO

o

AT,
58 UNIVERSIDAD INFORMADO A PADRES
444 NACIONAL
Tl DECOLOMBIA___ Evaluacion de niveles de interleucinas en nifios LICCE

con encefalopatia epiléptica candidatos al uso de
hormona adrenocorticotropa (ACTH), diagnosticados en la Liga Central Contra la
Epilepsia entre los afios 2013 y 2016.

El objetivo de este documento es invitar a su hijo(a) y /o representado(a) a participar en este
proyecto de investigacién. El trabajo consiste en hacer una mediciéon de las sustancias
inflamatorias involucradas en la generacion y persistencia de las crisis en pacientes con
encefalopatia epiléptica; con este trabajo se aportara al conocimiento sobre el mecanismo por
el cual el ACTH mejora las crisis epilépticas y esto se utilizara con los pacientes en un futuro
para apoyar la decision de iniciar terapias adicionales para la epilepsia de una forma temprana
y para predecir la respuesta terapéutica de los pacientes a este tratamiento.

En esta investigacion se hara revision de los datos aportados en la historia clinica y examenes
paraclinicos en cada paciente, realizacion de examen fisico y toma de muestras de sangre por
personal especializado antes del inicio de tratamiento con ACTH, a los 3 meses y al final del
tratamiento. Los riesgos de la toma de la muestra de sangre que son: puncion inicial fallida,
requerir nueva puncion, hematoma en sitio de puncién. Se garantizaran todas las medidas
necesarias para reducir al minimo estos eventos. Los datos de identificacion y la informacion
de cada paciente seran confidenciales y solo tendra acceso a estos el medico investigador,
asi como tampoco sera revelada en publicaciones de caracter cientifico. La participacién en
este estudio es de libre eleccion; no tendra implicaciones en el tratamiento de su hijo, ni habra
sanciones o pérdidas de beneficios si no desea tomar parte del mismo y podra retirarse en
cualquier momento del estudio.

En caso de dudas o preguntas, las personas encargadas de brindar informacién son la Dra.
Diana Benitez, Dra. Angélica Uscategui o el Dr. Sebastian Ortiz al teléfono

Se entregard una copia de este consentimiento para su archivo personal.

Después de lo anterior acepto de manera voluntaria que mi hijo(a) y/é representado(a)
participe en este estudio. He tenido la oportunidad de hacer preguntas y siento que
todas mis inquietudes al respecto han sido resueltas. Entiendo que no tiene costo y no
hay retribuciones directas, podré saber los resultados al final del estudio.

Fechay Lugar:

Padres el paciente o sus cuidadores:

Firma y Cedula:

Nombre del paciente:

Nombre y firma de un testigo:

Nombre y firma del Médico:







Anexo 2. Protocolo de aplicacion de ACTH
Liga Central Contra la Epilepsia

Los pacientes con diagnostico de encefalopatia epiléptica, con fallas terapéuticas al
tratamiento farmacoldgico convencional, pueden ser candidatos al uso de hormona

adrenocorticotropa.

Para el esquema del tratamiento propuesto se utilizara la presentacion de hormona
adrenocorticotrdpica sintética de deposito: Hexaacetato de Tetracosactide (Synacten

depot®) ampolla de 1mg =1 cc = 100 UI.

Antes de iniciar el tratamiento los pacientes deben tener los siguientes estudios con el
fin de descartar contraindicaciones:

e Estudios de infecciones cronicas: IgM para CMV, EBV, HSV 1-2, Toxoplasma,

Rubéola, ELISA para VIH 1y 2, VDRL cuantitativa

e Rayos X de torax.

e Cortisol basal sérico y en orina de 24 horas

e Electrolitos: Potasio, Cloro, Calcio, Sodio.

e Funcidn hepatica y renal

o Perfil tiroideo

e Uroanalisis

e Cuadro hematico

e Electroencefalograma.



Una vez descartadas las contraindicaciones metabolicas e infecciosas, se procede a la

aceptacion de los padres y firma del consentimiento informado.

El esquema de tratamiento es el siguiente:

Esquema de aplicacion del ACTH — Liga Central Contra la Epilepsia

Fase

Unidades
KG/DIA

Intervalo de
aplicacion

Tiempo

Vigilar

Diaria/interdiaria

1 a 4 semanas

Infeccién, HTA, alteracion
electrolitica

Paraclinicos: Electrolitos, cortisol
basal, Hemograma, glicemia,
Uroanalisis, Funcion hepética y
renal cada 15 dias. Al final de la
fase se tomara EEG.

2/ semana

2 — 4 semanas

infeccion HTA, alteracion
electrolitica

Paraclinicos: cada 15 dias tomar
electrolitos, cortisol basal,
glicemia, hemograma, funcion
hepaética renal y tiroidea,
Uroanalisis. Al final de la fase
EEG

2 [ semana

2 — 3 meses

infeccion HTA alteracion
electrolitica

Paraclinicos: Electrolitos, cortisol
basal, Hemograma, glicemia,
Uroanalisis, Funcién hepética y
renal y EEG cada mes.

1/ Semana

2 — 3 meses

infeccion HTA alteracion
electrolitica

Paraclinicos: Electrolitos, cortisol
basal, Hemograma, glicemia,
Uroanalisis, Funcion hepética y
renal y EEG cada mes.

cada 15 dias

3 -4 meses

infeccion HTA alteracion
electrolitica

Paraclinicos: Electrolitos, cortisol
basal, Hemograma, glicemia,
Uroanalisis, Funcion hepatica y
renal y EEG cada mes.

Vi

<1

Cada 30 dias, para
luego suspender.

3 -4 meses

infeccién HTA alteracion
electrolitica

Paraclinicos: Electrolitos, cortisol
basal, Hemograma, glicemia,
Uroanalisis, Funcion hepatica y
renal y EEG cada mes.




El tiempo de cada fase es individual y depende de la respuesta terapéutica, la

tolerancia al medicamento y los efectos adversos que se presenten
Se indica seguir las siguientes recomendaciones para disminuir el riesgo de efectos
adversos en el paciente:

e En las etapas iniciales, evitar los sitios de aglomeracion de personas y el

contacto con personas con enfermedades infecciosas.
e Restringir la ingesta de sal; puede cambiarse al uso de sal potésica.
e Dar aporte suplementario de calcio.

e Vigilar patron de suefio y  comportamiento del nifio.



Anexo 3. Comité de ética Universidad Nacional de
Colombia







Anexo 4. Cronograma de actividades trabajo de grado

TITULO:

EVALUACION DE NIVELES DE INTERLEUCINAS EN NINOS CON
ENCEFALOPATIA EPILEPTICA, CANDIDATOS AL USO DE HORMONA
ADRENOCORTICOTROPA (ACTH) DIAGNOSTICADOS EN LA LIGA
CENTRAL CONTRA LA EPILEPSIAY EL HOSPITAL DE LA MISERICORDIA
ENTRE LOS ANOS 2013 Y 2015

RESPONSABLE: DR. JOHANN SEBASTIAN ORTIZ DE LA ROSA
NIVEL: IV ANO
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