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ANTICUERPOS SERICOS CONTRA GLUR3B1 EN EPILEPSIA PARCIAL
REFRACTARIA COMPARADO CON ANTICUERPOS SERICOS CONTRA
GLUR3B1 EN EPILEPSIA PARCIAL NO REFRACTARIA.
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INTRODUCCION: La epilepsia constituye uno de los principales problemas de
salud publica, un porcentaje considerable son refractarias o de dificil control
farmacolégico, es importante identificar éste grupo de manera temprana para
iniciar tratamientos agresivos que permitan un mejor control.

OBJETIVOS: Comparar los niveles séricos de anticuerpos contra GIuR3B1 en
pacientes con epilepsia parcial refractaria y epilepsia parcial no refractaria.
Describir los niveles séricos de anticuerpos contra GluR3B1 en pacientes con
epilepsia parcial sintomatica y epilepsia parcial criptogénica.

MATERIAL Y METODOS: Se realizd6 en forma preliminar o un estudio
observacional, comparativo, prospectivo y transversal. Se revisaron
expedientes de los pacientes con diagnéstico de epilepsia atendidos en el
Servicio de Neurologfa, seleccionando 20 pacientes que cumplieron criterios de
inclusion, el grupo control lo formaron 20 pacientes pareados por edad (con
diferencia hasta de un afio) y sexo, con diagnéstico de epilepsia parcial no
refractaria. Se obtuvo financiamiento externo por medio de donativo realizado
al Instituto Nacional de Pediatria para adquisicion del péptido GIUR3B1,
actualmente protocolo detenido en espera de recibir reactivo, al concluirse
tramites administrativos con SIGMA-GENOSYS Corporation; almacenandose
muestras de pacientes con el fin de concluir proyecto en una segunda etapa.
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INTRODUCCION

La epilepsia es una Afeccién crénica con diferentes etiologfas, caracterizada
por repeticién de crisis debidas a una descarga excesiva de las neuronas
cerebrales asociadas eventualmente a sintomas clinicos o paraclinicos’.
Constituye uno de los principales problemas de salud publica. En México la
prevalencia oscila entre 1.8 y 2 % lo que representa mas de un millén de
personas, de los cuales el 75% inician la enfermedad antes de los 15 afios %

El diagnéstico de epilepsia es esencialmente clinico y electroencefalografico,
contando con herramientas de apoyo para realizar el diagnéstico etiolégico
como: tomografia axial computarizada craneal (TAC), resonancia magnética
craneal (RM), tomograffa por emisiéon de positrones (PET) y tomografia
computarizada por emisién de fotén tnico (SPECT).

Desde el punto de vista etiolégico se divide en sintomatica, criptogénica e
idiopatica®. Es factible hablar de epilepsia sintomatica cuando se dispone de
una prueba que indique que un evento patolégico precede la aparicion de
epilepsia, causando secuelas organicas que afectan la corteza cerebral y que
ese sitio coincide con la sintomatologia clinica y electroencefalografica del
paciente®. Criptogénico (del griego Kryptos "oculto") cuando se sospecha un
origen secundario a una "lesion" cerebral, pero que no se ha podido demostrar
con las pruebas complementarias al momento de clasificarla’. Epilepsias
idiopaticas son usualmente entidades heredadas que causan alteraciones en
transmisién de informacién a nivel neuronal sin anormalidad estructural®.

La respuesta al tratamiento farmacolégico en general es buena, el 63% de los
pacientes con epilepsia de reciente inicio permanecen libres de crisis durante
el tratamiento con farmacos anticonvulsivantes o después de suspender la
medicacién®. La prevalencia de crisis convulsivas es mayor en pacientes con
epilepsia sintomatica o criptogénica respecto a epilepsia idiopatica (40% vs.
26%) y en los pacientes con mas de 20 crisis antes de iniciar el tratamiento®.
Los pacientes con muchas crisis antes de iniciar la terapia tienen una respuesta
inadecuada al tratamiento inicial o mayor probabilidad de desarrollar epilepsia
refractaria®. Entre el 35 y 40% de las epilepsias se vuelven dificiles de controlar



a pesar de diferentes combinaciones de medicamentos anticonvulsivantes, éste
grupo de epilepsias es conocido de diversas formas: epilepsias de dificil
control, epilepsias refractarias, epilepsias intratables o epilepsias
farmacorresistentes®. No existe consenso para una definicién del término
epilepsia refractaria. Recientemente se han propuesto varias definiciones que
consideran nimero de farmacos y tiempo de evolucion de crisis epilépticas a
pesar de terapia. Kwan y Brodie* consideran epilepsia refractaria a una
condicién en la cual por lo menos dos anticonvulsivantes han fallado para
controlar las crisis (debido a falta de eficacia pero no por efectos adversos).
Berg® propone considerar epilepsia refractaria cuando exista falla para el
control de crisis epilépticas a pesar de 3 6 mas farmacos de primera linea, con
mas de una crisis por mes durante 18 meses.

Identificar de forma temprana pacientes con epilepsia refractaria es de mucha
importancia para iniciar el esquema farmacologico adecuado y evitar la
propagacioén del foco epiléptico. Predictores de intratabilidad identificados son:
inicio antes del afio de edad, etiologia sintomatica, espasmos infantiles, alta
frecuencia de crisis, historia de estado epiléptico, actividad lenta difusa y
actividad focal punta onda en el electroencefalograma"‘ Hasta el momento no
se tienen pruebas de laboratorio de facil realizacion que se relacionen con
refractariedad independientemente del tiempo de duracién de ésta.

En 1942, Kopeloff et a® demostraron que una respuesta autoinmune a un
antigeno inyectado en corteza cerebral de monos desencadené crisis
epilépticas por lo que plantearon la hipétesis que un mecanismo autoinmune
podria participar en desencadenar epilepsia después de infeccién o trauma.
Pasaron mas de 50 aflos sin evidencia convincente de la participacion de un
mecanismo autoinmune en la génesis de epilepsia®, pero en afios recientes
aparece evidencia que demuestra aumento de anticuerpos séricos contra el
receptor de glutamato en el Sindrome de Rasmussen lo que implica un
mecanismo autoinmune'’.

Las sinapsis glutamatérgicas son las sinapsis predominantes en el sistema
nervioso central de los mamiferos®. Al liberarse el glutamato actia sobre



diferentes tipos de receptores de la membrana postsinaptica. Hasta la fecha se
conocen dos grandes grupos de receptores a glutamato.

El primer grupo son los llamados receptores ionotrépicos por que estdn
acoplados a un canal catiénico, estos son ensamblajes multiméricos de cuatro
unidades y son subdivididos en dos grupos: NMDA, llamado asi por que
reconoce al N-metil-D-aspartato y el segundo llamado no-NMDA, por que no
reconoce al N-metil-D-aspartato sino al AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxasol-4-propionato) y al kainato, estos dos Ultimos comparten
estructuras béasicas comunes, pero se pueden subdividir en base a la
secuencia de aminoacidos; asf los receptores AMPA en GluR1, GluR2, GIuR3 y
GIuR4; los receptores de tipo Kainato en GIuR5, GIuR6, GIUR7"". La mayoria
de los receptores de glutamato son ionotrépicos; es decir, los lugares de enlace
de los agonistas y el canal ibnico asociado se hallan incorporados dentro del
mismo complejo macromolecular. Los agonistas actian para que se incremente
la probabilidad de que el canal se abra. Los receptores de AMPA se distinguen
de los de NMDA por sus agonistas selectivos (glutamato para los receptores de
AMPA,; aspartato y NMDA para los receptores de NMDA). La interaccion del
glutamato con los receptores de AMPA incrementa la probabilidad de que un
canal ibnico asociado se abra y permita el flujo de iones a través de la
membrana. Se cree que la activacidn de los receptores de AMPA subyace a la
gran mayoria de las transmisiones sinapticas rapidas en el SNC'™. La
concentracion de glutamato requerida para activar de mediana a maximamente
estos receptores es de aproximadamente 15 uM'2. Algunos receptores AMPA
de neuronas y astrocitos en estructuras tan diversas como el cuerpo estriado,
el hipocampo o el cerebelo, son permeables al Ca®*, ésta permeabilidad al Ca®*
probablemente tenga gran importancia en la excitacion neuronal por los
receptores del glutamato, particularmente en los casos donde los receptores de
NMDA parecen no operar'?.

El segundo grupo lo forman los receptores metabotropicos de glutamato,
reciben este nombre por su enlace mediante proteinas G a enzimas
citoplasmaticas asociadas a segundos mensajeros, formado por los subgrupos
mGIuR1 al mGIuR6.



La sintesis del GIuR3 humano se codifica en el gen GRIA3 localizado en el
cromosoma Xq25-g26'%, es un receptor proteico formado por 894 aminoacidos,
con peso molecular 101023 Da, dividido en dos dominios extracelulares que
fijan ligandos (S1: aminodcidos 29-552 y S2: aminoacidos 657-823) y 4
porciones transmembranales (M1, M2, M3, M4) con sitios de glicosilaciéon en
aminoacidos 63, 266, 380, 415 y 422. La glicosilacién influye en varias
propiedades de los receptores incluyendo actividad de canales y modulacién
por lectinas'?.

La estimulacién excesiva de las vias glutamatérgicas o la manipulacién
farmacolégica que conduce a la activacion del receptor de glutamato puede
precipitar crisis epilépticas'. La actividad epiléptica normalmente es resultado
de activacion de receptores de AMPA, a medida que la crisis epiléptica se
intensifica, se observa una mayor implicacion de los receptores de NMDA. Los
antagonistas del receptor de NMDA pueden reducir la intensidad y la duracién
de la crisis epiléptica. El antagonismo de la activacion del receptor de AMPA
normalmente previene el inicio del evento. Esto sugiere que la actividad
epileptiforme depende de la interaccion entre el AMPA sindptico y los
receptores de NMDA'2. Rogers' demostré que conejos inmunizados con el
dominio extracelular del GIUR3 desarrollaron conductas tipicas de crisis
epilépticas, hemiparesia, con cambios neuropatoldgicos inflamatorios a nivel
cerebral similares a los observados en pacientes con encefalitis de
Rasmussen. Anticuerpos séricos a la estructura completa del GIuR3 fueron
detectados por andlisis de Western Blot en dos de cuatro nifios con encefalitis
de Rasmussen'®. El suero de conejos inmunizados con GIUR3 se administré a
ratas de laboratorio en las que se observé una accién agonista sobre el
receptor GIUR3 y causd dafio neuronal a través de mecanismos excitotéxicos o
lisis dependiente del complemento™. Anticuerpos hacia un péptido de 20
aminodcidos de la regién extracelular del receptor GIuR3 llamado GluR3B1
(aminoacido 400 a 419 NEYERFVPFSDQQISNDSAS) mimetizé el efecto de
glutamato en cultivos neuronales y los ratones inmunizados con GIuR3B1
desarrollaron sintomas parecidos a los observados en Encefalitis de
Rasmussen'. El péptido GIuR3B1 (aminoacido 400 al 419) forma parte del



dominio extracelular S1 y contiene un sitio de glicosilacion en la posicion 415
cercano al otro dominio extracelular S2, se cree que ambos dominios adoptan
una forma bilobular y es el sitio de unién de glutamato y ofros agonistas como
AMPA. Por lo menos cinco estudios soportan la idea que los receptores de
glutamato como muchas otras proteinas son construidas en forma modular,
un dominio forma el poro, similar al canal de potasio, y dos dominios forman el
sitio de unién de ligando '® ' 17 '8 19 Estas observaciones apoyan la idea que
los anticuerpos séricos contra GIUR3 estan involucrados en la patogénesis del
Sindrome de Rasmussen. WiendI?® demostré elevacion de anticuerpos séricos
contra GIuR3B1 en 30% de adultos con epilepsia refractaria de etiologia no
inflamatoria y en 20% de pacientes con encefalitis de Rasmussen, sugiriendo
gue su presencia puede ser secundaria mas que primaria para el proceso de la
enfermedad y no es exclusiva del Sindrome de Rasmussen, estudios previos
en adultos no han demostrado incremento en los niveles séricos de anticuerpos
contra GIuR3 en enfermedades neurolégicas como meningitis, encefalitis,
sindrome de Guillain-Barré, esclerosis multiple, enfermedad de Huntington,
enfermedad de Creutzfeld-Jakob; sugiriendo que su elevacion es exclusiva en
pacientes con epilepsia refractaria®®. No se ha demostrado elevacion de
anticuerpos contra GIuR3 en los pocos casos estudiados de epilepsias que
responden adecuadamente al tratamiento'?, estos estudios no se han
desarrollado en poblacién pediatrica con epilepsia refractaria.

Es importante reconocer de forma temprana los pacientes con epilepsia que
tienen mas riesgo de evolucionar a refractariedad, esto permitirfa iniciar un
tratamiento farmacolégico agresivo y una vigilancia mas cercana de la
enfermedad para evitar complicaciones. Los indicadores de refractariedad
conocidos corresponden a caracteristicas clinicas, etiologia y alteraciones
electroencefalograficas. No se dispone al presente de una prueba de
laboratorio que correlacione con refractariedad al tratamiento.

La importancia de realizar éste estudio radica en la posibilidad de demostrar la
utilidad de la determinacién sérica de anticuerpos contra GIuR3B1 como una
prueba de laboratorio facil de realizar, reproducible, accesible, con poco riesgo
para el paciente y que ayude a identificar tempranamente los casos de



epilepsia parcial que evolucionan a refractariedad, esto seria de utilidad para la
toma de decisiones respecto a dosis, esquema inicial de anticonvulsivantes,
cambio de medicamentos, prevencién de complicaciones como el estado
epiléptico y el deterioro cognitivo secundario a frecuencia elevada de crisis
epilépticas.
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OBJETIVOS

1-Comparar los niveles séricos de anticuerpos contra GIuR3B1 en pacientes
con epilepsia parcial refractaria y epilepsia parcial no refractaria.

2-Describir los niveles séricos de anticuerpos contra GluR3B1 en pacientes con
epilepsia parcial sintomatica y epilepsia parcial criptogénica.



HIPOTESIS

HO: No existen diferencias en el nivel de anticuerpos séricos contra GIuR3B1
en pacientes con epilepsia parcial refractaria comparado con pacientes con
epilepsia parcial no refractaria.

H1: Existe incremento de anticuerpos séricos contra GIuR3B1 en pacientes con
epilepsia parcial refractaria comparado con pacientes con epilepsia parcial no

refractaria.
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MATERIAL Y METODO

DISENO DEL ESTUDIO:
Estudio de tipo observacional, comparativo, prospectivo y transversal

POBLACION:
Pacientes con diagnéstico de epilepsia parcial refractaria con mas de 6 meses

de atencién en el Servicio de Neurologlia del Instituto Nacional de Pediatria

CRITERIOS DE INCLUSION DE CASOS:

Pacientes con diagndstico de epilepsia parcial refractaria de etiologia
sintomatica o criptogénica.

Cualquier género.

Desde 6 meses hasta 18 afios.

Pacientes con un minimo de seis meses de seguimiento en el Servicio
de Neurologia.

Firma de consentimiento informado por padres o tutores de paciente.

CRITERIOS DE INCLUSION DE CONTROLES:

Pacientes con diagnéstico de epilepsia parcial no refractaria de etiologia
sintomatica o criptogénica.

Cualquier género.

Desde 6 meses hasta 18 afios.

Pacientes con un minimo de seis meses de seguimiento en el servicio
de neurologia.

Firma de consentimiento informado por padres o tutores de paciente

CRITERIOS DE EXCLUSION DE CASOS:

Epilepsias y Sindromes epilépticos generalizados.
Epilepsias y Sindromes epilépticos que no se determina si son parciales
0 generalizados.
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CRITERIOS DE EXCLUSION DE CONTROLES:
¢ Epilepsias y Sindromes epilépticos generalizados.
¢ Epilepsias y Sindromes epilépticos que no se determina si son parciales
0 generalizados

LUGAR DEL ESTUDIO:
Servicio de Neurologia del Instituto Nacional de Pediatria, centro de tercer nivel
de la Secretaria de Salud

DURACION DEL ESTUDIO:
A partir de agosto 2004, la fecha de finalizacion esta sujeta a la disponibilidad
del péptido para montar la técnica de anticuerpos séricos contra GluR3B1

VARIABLES:

Variable Independiente:

Niveles séricos de anticuerpos contra GIuR3B1: variable numérica continua.
Variable Dependiente:

Diagnostico o no de epilepsia parcial refractaria: variable cualitativa, nominal y
dicotémica

TAMANO DE LA MUESTRA:

No se encontré un estudio que relna las mismas caracteristicas de la
poblacién y patologia estudiada. Se encontraron estudios realizados en adultos
donde comparan Sindrome de Rasmussen, epilepsia parcial sintomatica,
enfermedades degenerativas, inflamatorias y autoinmunes que afectan sistema
nervioso, pero en ninglin momento epilepsia parcial refractaria versus epilepsia
parcial no refractaria en adultos o en poblacion pediatrica, que seria nuestro
grupo de estudio, por lo que se decidié realizar un estudio piloto de 20
pacientes en cada grupo
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PROCESO DE LA INVESTIGACION:

1) En una primera fase se revisaron los expedientes clinicos de todos los
pacientes con diagndstico de epilepsia atendidos en el servicio de
neurologia durante los meses de septiembre y octubre 2004,
seleccionando 20 pacientes que cumplieron criterios de inclusién y
formaron el grupo de casos; el grupo control lo formaron 20 pacientes
pareados por edad (con diferencia hasta de un afio) y sexo, con
diagnéstico de epilepsia parcial no refractaria.

2) En una segunda fase se solicité a los padres de los pacientes su
participacién en el estudio, firmando Carta de consentimiento informado
(anexo).

3) A los pacientes reclutados para el estudio se les tomaron 2 ml de sangre
para la determinacién de anticuerpos contra GIluR3B1.

4) No fue posible implementar la técnica de ELISA para determinar niveles
séricos de Anti-GIuR3B1 (anexo) por falta del péptido GIuR3B1,
procediendo a almacenar los sueros de los pacientes.

ANALISIS ESTADISTICO:

Se efectuard andlisis estadistico a través del paquete STATA 8, efectuandose
descripcién de las variables mediante medidas de tendencia central y
dispersién con calculo de media aritmética +/- desviacion estandar en caso de
numeros continuos con distribucién Gaussiana; mediante mediana con célculo
de minimos - maximos en el caso de variables continuas sesgadas o con
porcentajes en el caso de variables categoricas. Se efectuara comparacién de
las variables de entrada al estudio asi como de las variables de desenlace a
través de chi-cuadrada o prueba exacta de Fisher en el caso de variables
categdricas o a través de T de Student o en su defecto U de Mann-Whitney en
el caso de variables numéricas considerando en cada caso un valor
significativo de p < 0.05
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ASPECTOS ETICOS:

El proyecté seguira los lineamientos internacionales para investigacion
biomédica en seres humanos (CIOMS-WHO 1993), los principios éticos para
las investigaciones médicas en seres humanos de la asociacion Médica
Mundial (declaraciéon de Helsinki) en su 52 asamblea general (Edimburgo,
Escocia octubre del 2000) y serd conducido en conformidad con las buenas
préacticas clinicas vigentes y de acuerdo a los requerimientos locales.

Todos los padres o tutores firmaron el consentimiento informado para participar
en el mismo (anexo). Todos los datos obtenidos del proceso de investigacion
permaneceran confidenciales y seran propiedad del INP. La identidad de los
pacientes permanecera en el anonimato y no seran publicos datos que revelen
su identidad.
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RESULTADOS
El andlisis de los resultados se llevara a cabo posterior al procesamiento de las
muestras.
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Anexo 1: Definiciones operacionales.

Epilepsia: Presentacion crénica y recurrente de fenémenos paroxisticos por
descargas eléctricas anormales en el cerebro (crisis epilépticas) que tiene
manifestaciones clinicas variadas y causas muy diversas.

Epilepsia parcial: sintoma explicable por la disfuncion de una regién cerebral y
EEG con descarga focalizada que dura de segundos a pocos minutos.
Epilepsia Parcial Refractaria: més de una crisis epiléptica por mes en ultimos
6 meses a pesar del uso adecuado de dos o mas farmacos anticonvulsivantes
de primera linea.

Epilepsia parcial no refractaria: sin crisis epilépticas en los ultimos 6 meses
independientemente de la cantidad de farmacos anticonvulsivantes.
Anticuerpos: proteinas unidas a azlcares (glicoproteinas) secretadas por un
tipo particular de células, llamadas linfocitos B. Su propésito es reconocer
cuerpos extrafios como bacterias y mantener al organismo libre de ellos.
Autoanticuerpo: Anticuerpo dirigido contra componentes normales del
organismo producido en algunos estados patolégicos.

Receptor: es una estructura (generalmente una proteina) o sitio molecular
sobre la superficie o en el interior de una célula que se liga a sustancias tales
como hormonas, drogas o neurotransmisores.,

ELISA: es un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico cuyo nombre resulta
de la asociacion de las iniciales de su denominacién inglesa (enzyme linked
inmuno sorbent assay). Como todo ensayo inmunoenzimatico, la prueba
recurre al empleo de inmundégenos, haptenos ¢ anticuerpos marcados con una
enzima, para revelar el reactivo complementario a nivel de distintos fluidos
bioldgicos.
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INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA
SERVICIO DE NEUROLOGIA

Protocolo de Anticuerpos séricos contra GluR3B1 en epilepsia parcial

refractaria comparado con anticuerpos séricos contra GIuR3B1 en

epilepsia parcial no refractaria.

HOJA DE RECOLECCION DE INFORMACION

Expediente: nooood

Edad en meses: oo

Género: o
1.-masculino
2.-femenino

Diagnéstico: o
1.-epilepsia parcial refractaria
2.-epilepsia parcial no refractaria

Etiologia: a
1.-Sintomatica
2.-Criptogénica

Niveles de anticuerpos contra GIuR3: oo densidades 6pticas.
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INFORMACION PARA EL PACIENTE Y FORMULARIO DE
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Protocolo: Anticuerpos séricos contra GIuR3B1 en epilepsia
parcial refractaria comparado con anticuerpos séricos contra GIluR3B1 en
epilepsia parcial no refractaria.

Patrocinador del estudio:

Servicio de Neurologia, Instituto Nacional de Pediatria

Direccion: Avenida Insurgentes Sur 3700-C, Colonia Insurgentes-Cuicuilco,
Delegacién Coyoacan, CP 04530, México D.F.

Teléfono: 10840900 extension 1358

Investigador del estudio: Dra. Leticia Munive Baez

Centro: Instituto Nacional de Pediatria, Servicio de Neurologia

Direccién: Avenida Insurgentes Sur 3700-C, Colonia Insurgentes-Cuicuilco,
Delegacion Coyoacan, CP 04530, México D.F.

Teléfono: 10840900 extensién 1358

INTRODUCCION

Se le esta preguntando si aprobara la participacion de su hijo en un estudio de
investigacion en el que se determinara la presencia en sangre de un
anticuerpo. También se le preguntara a su hijo si desea participar en el estudio.
La participacion en éste estudio es totalmente voluntaria. Usted puede decidir si
quiere que su hijo participe o no en el estudio. Si su hijo participa en el estudio,
usted puede retirarlo del estudio en cualquier momento. En cualquier caso, su
decisién no implicara penalidad alguna ni afectara la atencién médica que su
hijo regularmente recibe ni cualquier beneficio que en otras circunstancias su
hijo tuviera derecho a recibir. Si hubiere algo que usted no entiende acerca del
estudio luego de leer ésta informacién, sirvase consultar al médico del estudio
que atiende a su hijo o a un miembro del personal del estudio.
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El objetivo de éste estudio es ayudar a los investigadores a descubrir si existe
elevacion de anticuerpos séricos contra el péptido GIuR3B1 en nifios de 6
meses a 18 aflos de edad con diagndstico de epilepsia parcial refractaria.

La determinacién de anticuerpos séricos contra el péptido GIuR3B1 es una
prueba que no esta disponible de forma comercial, no ha sido validada como
prueba de laboratorio para apoyar el diagnéstico de epilepsia; por lo tanto se
considera un examen experimental en éste estudio.

Su hijo participara en éste estudio en una sola ocasién, al permitir la extraccion
de una muestra de sangre de 2 ml. Un total de 40 pacientes participaran en el
estudio en el servicio de Neurologia del Instituto Nacional de Pediatria. La
muestra de sangre se almacenard y posteriormente por medio de una técnica
de laboratorio llamada ELISA se determinara la presencia del anticuerpo.

Esto es lo que sucederd, si usted decide permitirle a su hijo que participe en
éste estudio:

Lo primero que se hara es revisar éste documento. Antes de que usted lo firme,
el médico del estudio o el personal del mismo responderan cualquier pregunta
que usted pueda tener.

El médico que atiende a su hijo hablara con usted y con su hijo acerca de la
epilepsia que éste sufre, le hara preguntas acerca de la salud de su hijo vy
registrara la frecuencia de crisis en los ultimos 6 meses.

Se le extraera a su hijo de una vena de su brazo 2 ml de sangre
(aproximadamente la mitad de una cucharada cafetera) para realizar el analisis
de laboratorio. Este andlisis se refiere a la determinacion de anticuerpos contra
el péptido GIuR3B1.

Al colectar las 40 muestras de sangre se realizara por un método llamado
ELISA el andlisis de laboratorio.

Sus Responsabilidades

Si usted decide permitir que su hijo participe en éste estudio, usted y su hijo
deberan:
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¢ Permitir la toma de una muestra de sangre de 2 ml (aproximadamente la
mitad de una cucharada cafetera)
Si usted no cumple con las indicaciones descritas previamente, su hijo no
podra ser incluido en el estudio.

Beneficios

Si su hijo participa en éste estudio no recibird remuneracién econémica, se
realizara el analisis de forma gratuita, éste examen no forma parte de los
analisis de rutina.

Su hijo puede o no beneficiarse personalmente al participar en éste estudio.

La participacién de su hijo en éste estudio ayudard a los investigadores a
descubrir si los anticuerpos contra el péptido GIuR3B1 se encuentran elevados
en pacientes con epilepsia refractaria.

Riesgos

Los riesgos para su hijo estan en relaciéon a la extraccién de sangre. Estos
incluyen dolor, infeccién, hematoma (moret6n) en el lugar donde se extrajo la
sangre, y desmayo. Su hijo puede experimentar o no algunos de éstos efectos
colaterales.

Suspensién temprana

Usted puede decidir que su hijo abandone el estudio en cualquier momento. Su
médico también puede decidir retirar a su hijo del estudio si no cumplen las
instrucciones dadas, por razones médicas o por otros motivos. También existe
la posibilidad que el estudio pueda ser suspendido por el patrocinador, antes de
que su hijo complete la participacién en el mismo.

Compensacioén

Si su hijo tuviera alguna lesidn o enfermedad que se presentara como resultado
directo de tomar parte en éste estudio, se le proporcionara tratamiento médico
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que se coordinara a través del investigador principal. Este tratamiento estara
disponible sin costo para usted.

Usted no renuncia a ninguno de sus derechos legales al firmar esta forma de
consentimiento

No tendra algin costo para el paciente el participar en éste estudio.

Confidencialidad y Privacidad de los Datos

Formuiario del Estudio: Durante el estudio, el médico que atiende a su hijo
registrard la informacién sobre su hijo en el formulario de estudio. Esta
informacién incluira la historia clinica de su hijo. El médico la conservara para
el archivo del estudio. Usted tiene el derecho de revisar la copia de estos
formularios del estudio que conservara el médico. Su hijo no serd identificado
por su nombre. En cambio, se le asignard un nimero de identificacién de
paciente. En estos formularios se identificara a su hijo Unicamente con un
numero de sujeto del estudio. Todos los registros en los que figure el nombre
de su hijo serdn conservados por el médico que atiende a su hijo y se
mantendra su confidencialidad. El nombre de su hijo nunca aparecera en
reportes o publicacién alguna. Sin embargo como los formularios del estudio
contendran otra informacién que puede ser exclusiva de su hijo y la historia
clinica, es posible que ésta informacién identifique a su hijo adn sin un
identificador directo como sy nombre.

Registro médicos que no sean los formularios del estudio: Puede ser que
la comisién de ética e investigacién de la Institucion, la Secretaria de Salud en
México y ofros organismos regulatorios del gobierno necesiten revisar los
registros médicos de su hijo para asegurarse de que la informacién incluida en
los formularios del estudio es correcta. Dichas revisiones tendran lugar en el
centro de estudio o en el lugar donde se archivaran los registros.

Uso de la informacidén: el médico del estudio podra utilizar la informacion
reunida sobre su hijo durante el estudio.

Autorizacién para divulgar: Al firmar éste formulario de consentimiento
informado, usted esta autorizando que se realice la divulgacién de informacion.
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No tiene que autorizar la divulgacién de informacién. No obstante, si no lo hace,
su hijo no podra participar en el estudio.

Vencimiento de la autorizacién: Debido a que esta informacién esta siendo
divulgada para ser utilizada en la investigacién, la autorizacién para divulgar y

utilizar la misma no posee una fecha de vencimiento.

Financiamiento del estudio

El patrocinador NO le estd pagando al médico que atiende a su hijo,
unicamente cubre los costos de la compra de reactivo para desarrollar la
técnica de anticuerpos contra el péptido GIluR3B1.

En Caso de dudas

Para dudas sobre sus responsabilidades o los procedimientos del estudio
sirvase contactar a:

Investigador principal. Dra. Leticia Munive, teléfono 10840900 Ext. 1358

Para dudas sobre los derechos de su hijo como participante en éste estudio,
sirvase contactar a:

Comité de Etica. Dr. Rigoberto Martinez-Benavides, Teléfono. 10840900 Ext.
1482

Para dudas sobre las posibles lesiones ocasionadas por procedimientos del
estudio sirvase contactar a:

Investigador principal. Dra. Leticia Munive, teléfono 10840900 Ext. 1358
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Formulario de consentimiento

Declaracion de participante voluntario

» Estoy de acuerdo en forma voluntaria en que mi hijo participe en éste
estudio

» Entiendo que el Servicio de Neurologla, patrocinador del estudio puede
suspender el estudio en cualquier momento. Si esto sucediera, entiendo
que a mi hijo no se le realizaran las evaluaciones planeadas

+ He leido y entiendo ésta declaracion de consentimiento informado y los
riesgos descritos

+ Entiendo que recibiré una copia firmada y fechada de éste formulario de
consentimiento

¢ He tenido la oportunidad de formular preguntas y entiendo las
respuestas dadas a todas las preguntas

1.sujeto
(el sujeto debera firmar, anotar su nombre y la fecha se su pufio y letra)

Nombre del sujeto (letra de imprenta)

Firma del sujeto fecha (dla/mes/ano)

2. Firma de los padres y/o tutor

(los padres y/o tutor deberan firmar, anotar su nombre y fecha de su pufio y
letra)

PADRE

Nombre del padre o tutor

Firma del padre o tutor fecha (dia/mes/ario)

MADRE
Nombre de la madre o tutor

Firma de la madre o tutor fecha (dia/mes/ario)

3. Testigos
TESTIGO 1

Nombre del primer testigo

Firma del primer testigo fecha (dia/mes/aiio)
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Direccién del primer testigo:

Relacién con el sujeto de investigacion:

TESTIGO 2

Nombre del segundo testigo

Firma del segundo testigo

Direccién del segundo testigo:

fecha (dia/mes/afio)

Relacién con el sujeto de investigacion:
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INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA
SERVICIO DE NEUROLOGIA
Protocolo de Anticuerpos séricos contra GluR3B1 en epilepsia parcial
refractaria comparado con anticuerpos séricos contra GIluR3B1 en
epilepsia parcial no refractaria.

TOMA DE MUESTRA SANGUINEA
Se obtendra una muestra de 2 ml de sangre por puncion de una vena,
empleando agujas desechables de 23G X 25mm o 21G X 32 mm, previa
limpieza del area elegida con torunda y alcohol. Las muestras se colectaran en
un tubo seco sin anticoagulante y luego refrigeradas entre 4 y 8°C,
posteriormente centrifugadas a 1500 rpm durante 15 minutos para obtener

finalmente el suero.

TECNICA DE ELISA PARA DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS
CONTRA GIuR3B1.

Para determinar anticuerpos en el suero de los pacientes se usara un
procedimiento estandar: se colocan 50 ul/pozo del péptido GIuR3B1 a 20ug/mL
en PBS con tween 20 al 0.05% v/v (PBS-T) en placas de unién fuerte (high
binding-Maxisorp, Nunc), y se incuba durante toda la noche a 4 °C. Los lavados
se realizan 5 veces con 100 pl/pozo de PBS-T, durante 5 minutos. Se incuba
con albimina bovina al 10.0% en PBS-T durante 2 h a 37 °C. Después de lavar
ofras 5 veces, los sueros problema se diluyen desde 1:10 hasta 1:10,000 en
PBS-T y se incuban, por duplicado, durante 2 horas a 37 °C. Después de lavar
5 veces se afladen 50 pl/pozo de peroxidasa-anticuerpos contra IgG a la
dilucion 6ptima establecida en ensayos previos de titulacion. Se incuba 2 horas
mas a 37 °C y se hacen 3 lavados con PBS-T y 2 con PBS. Para revelar la
reaccién se afiaden 50 pl/pozo de la solucidn de sustrato/cromégeno que
contiene, por cada 10 mL de solucion de citratos 0.1M: 4 pl de H;0, al 30%, y 4
mg de O-fenilendiamina. Se incuba durante un maximo de 30 minutos, después
de lo cual se para la reaccion con 50 pl/pozo de HSO4 2.0 N y se registra la
absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA.
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