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MEXICO

“Comportamiento de clonas de linfocitos T a nivel periférico en pacientes pediatricos con
encefalitis de Rasmussen posterior a tratamiento quirargico”

Alumna: Nancy Ivette Hernandez Migueles
Tutores: Dr Dario Rayo Mares MBNP

Dra Rocio Herrera Mérquez

Dra Sandra Orozco Suéarez
Antecedentes: La encefalitis de Rasmussen es un padecimiento crénico, progresivo que se
caracteriza por una epilepsia parcial motora , hemiparesia y deterioro cognitivo que llega a
ser refractaria (persistencia de eventos epilépticos a pesar de tener tratamiento con farmacos
a dosis y apego adecuados) a tratamiento. Presentando en IRM atrofia unihemisférica,
alteraciones del nucleo caudado y zonas hiperintensas en T2 y/o Flair. Con una base
inmunoldgica que se caracteriza a nivel histopatoldgico por infiltrado linfocitario y nédulos
microgliales. Se ha identificado la presencia de autoanticuerpos antiGIuUR3 en algunos
pacientes, sin embargo con el avance en los estudios el papel de la inmunidad celular sobre
todo de la poblacion de células T, ha tomado vital importancia como coparticipes en la
perpetuacion del dafio a nivel neuronal y su participacion en el desarrollo de la
epileptogénesis, asi como de su persistencia a nivel periférico aun en pacientes sometidos a

tratamiento quirdrgico.

Objetivo: Describir el comportamiento de los niveles de linfocitos T medidos por
citometria de flujo a nivel periférico en pacientes con diagnostico de encefalitis de

Rasmussen que hayan sido sometidos a tratamiento quirdrgico.

Material y Meétodos: Estudio transversal de 7 pacientes; midiendo los niveles de

subpoblaciones de linfocitos T (CD4, CD8) mediante citometria de flujo en sangre



periférica en los pacientes pediatricos con encefalitis de Rasmussen, Se utilizo un analisis
descriptivo, utilizando medidas de tendencia central para las variables cualitativas asi
como la prueba paramétrica de correlacion de Pearson para establecer la asociacion entre
los niveles de linfocitos Tcd4+ a nivel periférico y los diferentes parametros clinicos de
estos pacientes (Escala de Engel, numero de farmacos por mes y numero de crisis por mes),
asi como la prueba de Wilcoxon para el analisis de comportamiento clonas de linfocitos T
CDA4+ pre y posquirurgicas.

Resultados: Se encontraron alteraciones en la inmunidad celular referidas
fundamentalmente al aumento significativo de las células CD4+, principalmente las CD4+
activadas sobre CD8+, excepto en 2 pacientes. Al realizar la prueba de correlacion de
Pearson entre niveles de linfocitos T CD4+/ Escala de Engel, nimero de crisis por mes y
namero de farmacos se encontrd una correlacién positiva en los 3 casos, con una r de 0.60,
0.20 y 0.56 respectivamente. Se realizo la prueba Wilcoxon obteniendo un valor de p <0.03

lo que traduce significancia estadistica.

Conclusiones: Existe una elevada respuesta inmune desde la etapa prequirdrgica de la
enfermedad a nivel periférico, la cual disminuye de forma importante en el postquirdrgico
que se correlaciona con mejoria clinica, sin embargo se mantiene elevada en algunos
pacientes no controlados en Escala de Engel 1V. Las principales poblaciones celulares que
persisten elevadas a nivel periférico en el 71% de nuestros pacientes correspondieron a

CD4+ activadas y en menor proporcion las células CD8+.



Marco Tebdrico

La encefalitis de Rasmussen es un padecimiento neuroldgico cronico, muy raro que se
presenta con mayor frecuencia en la infancia, se caracteriza por el inicio de crisis en
pacientes con historia de desarrollo previamente sano, con una edad promedio de 3-10
afios, con maxima incidencia en la edad escolar aproximadamente 6afios. Las
manifestaciones clinicas se han dividido en 3 fases: la inicial que en ocasiones no se
evidencia en todos los pacientes conocida como “prodromica” con duracion de 7-12m con
presencia de epilepsia parcial motora de inicio distal en extremidades en ocasiones a nivel
facial que varian en frecuencia; la 22 fase “aguda” con duracion aproximada de 8 meses
donde se intensifica la gravedad y el numero de crisis llegando hasta una epilepsia parcial
continua, incluso presentando otros tipos de crisis como ténico-clénico generalizadas 42%,
parciales complejas 19% (evidenciando nuevas areas de reclutamiento epileptogénico), en
esta fase también se establecen otros déficits como hemiparesia, hemianopsia, disartria,
disfasia, alteracion cognitiva progresiva llegando incluso al retraso mental; la 3% fase
residual o de “estabilidad” el déficit ya esta establecido las crisis son menos frecuentes que
en la fase aguda sin embargo persisten con frecuencia elevada. El diagnostico es clinico y
con criterios de gabinete como: en la resonancia magnética suele mostrar areas de
hiperintensidad cortical en T2/Flair, atrofia del hemisferio afectado, alteracion del nucleo
caudado, especialmente en fases avanzadas de la enfermedad. El electroencefalograma

revela un ritmo de base anormal con actividad paroxistica focal o generalizada.

Las caracteristicas neuropatoldgicas de la encefalitis de Rasmussen son ademas de la
inflamacién cronica (células linfociticas) perivascular focal y leptomeningea, pérdida
neuronal, astrogliosis, activacion de la microglia, nédulos microgliales, atrofia cortical

focal y en algunos casos cambios espongiformes degenerativos?

Inicialmente se dio a conocer la sospecha sobre el origen de la etologia viral de este
padecimiento, asociando la fisiopatologia a una infeccion por virus neurotropos (CMV,
VEB, Flavivirus) esto, debido a la reaccion inmune encontrada en las necropsias
manifestada por elevada respuesta linfocitica y nddulos microgliales. El hallazgo de estas

lesiones inflamatorias en la biopsia cerebral sugiere que este tipo de epilepsia es el
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resultado de una encefalitis cronica, es por esto que solo en algunos pacientes se ha visto el
beneficio transitorio de la terapia inmunomoduladora y en el resto de pacientes la epilepsia
que presentan llega a ser refractaria al tratamiento donde la hemisferectomia ha mostrado

mayor beneficio para el control de sus crisis. >

Hacia la década de los 90s se da paso a la hipdtesis autoinmune al detectarse anticuerpos
contra receptores de glutamato (subunidad GIuR3, una de las subunidades del acido alfa
amino3-hidroxi-5 metil 4 isoxalepropionico —~AMPA-), asi como Anticuerpos anti-GAD
(antidescarboxilasa) del acido glutdmico, sin embargo ambos no son especificos de esta
enfermedad ya que también se han detectado en otros tipos de epilepsia como la epilepsia
catastrofica infantil, ambos son capaces de activar la via clasica del complemento,
provocando citolisis neuronal y epileptogénesis; en algunos pacientes el tratamiento con

plasmaféresis puede lograr disminuir la progresion de la enfermedad de manera transitoria.3

En afios mas recientes se sefiala el papel de alteraciones a nivel de la barrera
hematoencéfalica, produciendo extravasacién de auto anticuerpos al parénquima cerebral,
provocando dafio local persistente, siendo este un factor para producir la hiperexcitabilidad

que originara los eventos epilépticos. 3

Hacia el afio 2000 se hace énfasis que no en todos los casos se encuentra la presencia de
participacioén del complemento directamente, sin embargo se comienza a demostrar con
mayor importancia la participacion de la actividad de los linfocitos T citotoxicos sobre
neuronas Yy astrocitos provocando neurodegeneracion, alteracion de la homeostasis
neuronal, cambios en la regulacion del GABA, Glutamato de esta manera interviniendo en
el proceso de epileptogénesis. Se observa presencia de linfocitos T citotoxicos sobre
neuronas y astrocitos; éstas células fueron vistas al polarizarse frente a la membrana
neuronal de los astrocitos, infieriendo que en el SNC de pacientes con encefalitis de
Rasmussen el tejido afectado contiene poblaciones restringidas de células T que se
expandieron a partir de una clona, demostrando asi la participacion de las células T en la
neurodegeneracion y pérdida de, lo que demuestra que la inflamacion precede a la
ocurrencia de los eventos epilépticos y no lo contrario, que los eventos epilépticos inducen

inflamacidn, sin embargo se considera un circulo vicioso que se perpetua. Siendo también
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la pérdida de astrocitos un mecanismo mas que contribuye a la epileptogénesis ya que estos

son importantes para mantener la homeostasis neuronal. *

Previamente se creia que la intensidad de la inflamacion estaba representada por la
acumulacion de células T y proliferacion microglial y que habia una correlacion inversa
con la duracién de la enfermedad, observando también que distintos estados de inflamacidn
pueden coexistir en el mismo paciente con una distribucién multifocal, lo cual es
consistente con un proceso inmune progresivo. Se encuentran distintos estudios donde se ha
enfocado la importancia de inmunidad celular acerca de esta patologia dentro de los cuales

encontramos los siguientes resultados:

Hay evidencia de la prominente inmunoreactividad de CD3+ y CD7+ en la mayoria de las
células linfoides observadas y la mayoria de estas células T con inmunofenotipo T
citotocxico/supresor eran CD8+ evidenciado por inmunoreactividad, lo cual se observo en

el estudio de 7 casos con Encefalitis de Rasmussen (Prayson 2002)°

Estudio de comportamiento en distintos estadios de la enfermedad de distintas moléculas
inmunoldgicas encontrando que: los niveles de IgG, TNFa se encuentran elevados
comparados con sujetos normales; cuenta leucocitaria, IFNy, IL12 y granzyma B, se elevan
en la etapa temprana de la enfermedad; células T CD4+, CD3+, CD8+, IgG, granzyma B y
TNFa persisten elevadas en todos los estadios de la enfermedad. Esto es muy importante ya
que las células TCD8 inducen degeneracion neuronal y al mismo tiempo estimulan la

secrecion de Granzyma B que es un fuerte activador de caspasas (mediador de apoptosis).

La presencia de lesiones inflamatorias activas a nivel de SNC en la enfermedad de
Rasmussen que contiene gran namero de linfocitos T con reclutamiento temprano, sugiere
una respuesta inmune T-dependiente que contribuye al inicio de la evolucién de la
enfermedad, asi la observacion de granzyma B que contiene células T CD8+ en estrecha
relacion con moléculas del MHC clase | aumenta la hipotesis de un ataque neuronal
mediado por células T-CD8+ como llave en el mecanismo inmunopatogénico. Aparte de la
muerte neuronal, las células CD8+ también pueden responsables de la degeneracién de los

astrocitos encontrados en las lesiones de esta enfermedad. ’



Se analizd el comportamiento de células T CD4+, CD8+ y secuencias de expansiones
clonales en muestras de biopsia cerebral (CNS) y se compar6 con su respuesta celular en
sangre periférica, mediante inmunohistoquimica. Se detectaron expansiones oligoclonales
de células T en el SNC en todos los pacientes, mismas que no se evidenciaron en el grupo
control. Con respecto a las células CD8+ se evidencio una amplia expansion clonal de
muchas familias de cadenas beta en todos los pacientes, en contraste con las evidenciadas
por células T-CD4+, observando una respuesta gausiana en los controles sanos.7
Adicionalmente, se encontro6 elevacion persistente a nivel periférico de clonas de células T-
CD8+ en la totalidad de los pacientes de los que se pudieron obtener muestras seriadas,
manteniéndose con este comportamiento hasta mas casi dos afios posterior a evento
quirdrgico; se reportd que del 10-45% de las expansiones clonales de las muestras de tejido
cerebral de los pacientes con encefalitis de Rasmussen fueron compartidos con los
repertorios de células T-CD8+, mientras que no hubo expansiones compartidas con células
T-CDA4+.7

Se cree que la persistencia de las células CD8+ a nivel periférico se debe a que encuentran
su antigeno especifico durante este tiempo debido a que las células T no son confrontadas
con su antigeno por un tiempo; después de su expansion estaran sujetas a los mecanismos

de regulacion para asegurar la homeostasis principalmente a través de la via Fas/FasL. 7

Todo esto confirma nuevamente la existencia de un proceso que consolida y perpetua las
reacciones del proceso inflamatorio a nivel cerebral y exacerbar el dafio a nivel cerebral
contribuyendo a mayor atrofia, asi como al mantenimiento de la fisiopatologia que
contribuye a la epileptogénesis en el paciente con el subsecuente deterioro de la funcién

cognitiva y mala respuesta a tratamiento.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se tiene el conocimiento sobre la etiologia autoinmune sobre la encefalitis de Rasmussen,
inicialmente sobre la via clasica del complemento, posteriormente se ha dado énfasis a la
coparticipacion de los linfocitos T en el proceso de neurodegeneracion y epileptogénesis, se
han desarrollado diversos estudios inicialmente en liquido cefaloraquideo, posteriormente
en tejido cerebral y a nivel periférico, donde se demostro elevacion de clonas de linfocitos
T hasta dos afios postquirdrgico, se ha visto que estas células son responsables de inducir

dafo neuronal y participar en la epileptogenesis.

En nuestra poblacién de pacientes con este padecimiento no conocemos si la cirugia reduce
la respuesta inmune dada por la medicion de clonas de linfocitos que son las principales
células que segun reportes previos permanecen elevadas hasta 2 afios posterior a
tratamiento quirdrgico y qué tipo de pacientes lo mantienen, es por eso que deseamos

conocer el comportamiento de las mismas en nuestros pacientes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢Cual es el comportamiento de las clonas de linfocitos T a nivel periférico en pacientes

pediatricos con encefalitis de Rasmussen posterior a tratamiento quirdrgico?
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JUSTIFICACION

Se sabe que la Encefalitis de Rasmussen es un padecimiento crénico progresivo que
conduce a deterioro cognitivo importante y deficitis que provocan limitaciones en la

calidad de vida, con una epilepsia refractaria a tratamiento.

Ha habido avances en el papel que juega la inmunidad sobre la fisiopatogenia acerca de
este padecimiento, aun son pocos los estudios sobre el comportamiento de clonas de
linfocitos a nivel periférico, en nuestra poblacion no contamos con ninguno hasta el
momento, seria de importancia realizarlo ya que nos orientaria a conocer sobre el
comportamiento de la inmunidad en el postquirtrgico de esta enfermedad y probablemente
podria ayudar a implementar tratamientos inmunomoduladores si estos fueran de utilidad

dependiendo del resultado.
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OBJETIVO GENERAL

- Se describié el comportamiento de los niveles de linfocitos T por citometria de
flujo a nivel periférico en pacientes con diagndstico de encefalitis de Rasmussen
que hayan sido sometidos a tratamiento quirdrgico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Se evaluaron los niveles de linfocitos T por citometria de flujo, a nivel periférico en
pacientes con diagndstico de encefalitis de Rasmussen que hayan sido sometidos a

tratamiento quirdrgico.

- Se describio el nimero de eventos epilépticos por dia en pacientes con diagndstico

de encefalitis de Rasmussen que hayan sido sometidos a tratamiento quirdrgico

- Se describi6 el numero de farmacos antiepilépticos utilizados en cada paciente con
diagnostico de encefalitis de Rasmussen que hayan sido sometidos a tratamiento

quirargico.

- Se describié la asociacion entre los niveles de linfocitos T y el nimero de eventos
epilépticos por dia, el namero de farmacos y la Escala de Engel en cada paciente
con diagnostico de encefalitis de Rasmussen que hayan sido sometidos a

tratamiento quirargico.
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MATERIAL Y METODOS:
Disefio: Transversal, descriptivo.

Lugar y Fecha: Se realizé en el consultorio de Neurologia del Hospital de Pediatria

CMNSXXI1 y laboratorio clinico.

Universo de Trabajo: Pacientes con diagnostico de encefalitis de Rasmussen
atendidos en el Hospital de Pediatria CMN SXXI.

Tipo de muestreo: Por conveniencia

CRITERIOS

Criterios de Inclusion:

- Todos los pacientes con diagndstico de encefalitis de Rasmussen sometidos a
tratamiento quirdrgico y que contaron con toma previa de linfocitos T en sangre

periférica.

Criterios de Exclusién:

- Pacientes que no aceptaron participar en el estudio

- Pacientes que estén recibiendo inmunoterapia, tratamiento con esteroide y o
pacientes con presencia de proceso infeccioso al momento de realizar toma de

muestra.
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Procedimiento:

1. Los pacientes que contaron con los criterios de inclusion se citaron en el consultorio
de neurologia para toma de muestra en sangre periférica y se realizo la siguiente

medicion:
2. Citometria de flujo:

- Se obtuvo 3ml de sangre periférica la cual fué procesada en un citémetro de flujo
de acuerdo al protocolo de Kraan et al (2008) el cual se describe brevemente; las
muestras se resuspendieron con un amortiguador de fosfato (PBS) y se
centrifugaron por 5 minutos a 500g a temperatura ambiente, el sobrenadante se
aspira y la muestra se resuspende en 300mcl de PBS, transfiriendo 100mcl de
suspension de células en tubos de polietireno de 12x75mm, afiadiendo 5 de cada
anticuerpo (CD4, CD8, CD69,, HLA-DR) e incubando por 15 minutos a
temperatura ambiente en la obscuridad afiadiendo 2ml de PBS y mezclando, para
remover los eritrocitos al inicio del procedimiento se utiliza una solucién que causa

lisis (cloruro de amonio).
- El analisis se llevo a cabo mediante un citémetro FACS scalibur.

- De esta manera se llevé a cabo la cuantificacion de niveles de linfocitos T a nivel

periférico.
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TABLA DE VARIABLES

Variable Definicion Definicion Escala Tipo y Categoria

Conceptual Operacional

NUmero de Movimiento Frecuencia de Cuantitativa Cuantitativa
eventos corporal producido eventos continua
epiléptico por estimulacién convulsivos

anormal eléctrica presentados

cortical durante el dia

Niveles de Células Nivel plasmatico Tipo CD4, Tipo Cuantitativa
linfocitos T a correspondientes a de subplobaciones CDS8, Tipo discreta
nivel periférico leucocitos de linfocitos T CD69

agranulocitos a
nivel periférico
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Tabla 2. Escala de Engel modificada

CLASE SUBTIPOS

Clase I: a. Completamente libre de crisis después de la cirugia
Libre de crisis

b. Solamente Crisis parciales y/o auras simples no discapacitantes después de la
cirugia

c. Algunas crisis discapacitantes después de la cirugia, pero libre de crisis en por
lo menos los 2 dltimos afios

d. Crisis generalizadas después del retiro de los FAEs

Clase Il: a. Inicialmente libre de crisis discapacitantes pero con crisis de manera infrecuente
actualmente

Crisis infrecuentes (casi
libre de crisis)

b.  Crisis discapacitantes infrecuentes desde la cirugia

c. Crisis ocasionales discapacitantes desde la cirugia, pero infrecuentes en los 2
Gltimos afios

d. Solo crisis nocturnas , que no provocan discapacidad
Clase I11: a. Reduccidn significativa de las crisis
Mejoria significativa

b. Periodos libres de crisis prolongados que acumulan més de la mitad del tiempo
de seguimiento, pero no mayores de 2 afios

Clase 1V: a. Reduccion significativa de las crisis (entre 50-90%)
Sin mejoria significativa
b.  Sin cambios apreciables (menos del 50% de reduccion)

c. Empeoramiento de las crisis

Ya que nuestra poblacion de estudio, cuenta con el antecedente de haber sido sometidos a
procedimiento quirargico (hemisferectomia) y se sabe el comportamiento clinico actual de
todos ellos con lo que respecta a tipo y nimero de eventos epilépticos se pueden clasificar
en base a una clasificacion clinica como la Escala de Engel modificada, la cual estadifica
clinicamente a pacientes sometidos a cirugia de epilepsia en el seguimiento a través del
tiempo, estableciendo su condicién actual. Se designa Clase | como la de mayor estabilidad
clinica y sin evidencia de crisis epilépticas; a menor estabilidad clinica y mayor presencia
de eventos epilépticos progresa la estatificacion de la escala hasta la clase 1V, que significa

sin mejoria clinica ( Tabla 2)
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Analisis:

Para el analisis de los resultados se empleo estadistica descriptiva, estimando medidas de
tendencia central (promedio, rangos) para las variables cualitativas y medidas de dispersion
(desviaciones estandar) para las variables cuantitativas.

Se utilizé la prueba paramétrica de Correlacion de Pearson para establecer la asociacion
entre la cuantificacion de linfocitos T y los parametros clinicos (Escala de Engel, nimero
de crisis por mes y numero de farmacos), prueba de Wilcoxon para analizar las variables

cuantitativas entre los niveles de linfocitos T pre y posquirdrgicos.

Aspectos Eticos:

Se considerd un estudio de riesgo minimo, por lo que se solicitd el consentimiento

informado por parte de los padres o tutores de pacientes.

Se solicitd la aprobacion del Comité de Investigacion para la realizacion de dicho estudio,

ademas de consentimiento verbal y escrito de los padres.

Se mantuvieron los derechos basicos de los pacientes como autonomia, no maleficencia,
beneficencia, en caso de surgir alguna complicacién durante la administracion del

tratamiento se realizaron las correcciones oportunamente.

Los pacientes tendran derecho a conocer los resultados generados por este estudio en caso
de que sean solicitados.

El presente proyecto se ajusto a los preceptos enunciados en la declaraciéon de Helsinki y
sus revisiones asi como a lo estipulado en la Ley General de Salud en cuanto a la
investigacion médica en sujetos humanos. Se anexa un instructivo en donde se especifica en
lenguaje claro y sencillo los objetivos del proyecto, los beneficios esperados en los datos
obtenidos para el diagndstico oportuno, la manera en que participaron los pacientes, la
utilizacion del material obtenido para cumplir con los objetivos planteados, asi como hacer
hincapié que en caso de solicitar su separacion del estudio, no influira en la atencion

médica que sea necesaria. Al final del instructivo se anexd la hoja de consentimiento
17



informado que incluye un resumen de lo anotado en el instructivo, también en lenguaje
claro y sencillo, y un espacio en donde el paciente acepta participar en el proyecto,
anotandose nombre y firma (huella digital) del paciente, de un testigo y del investigador

responsable.

Recursos y factibilidad:

El proyecto se llevd a cabo en el Hospital de Pediatria CMN SXXI, servicio de Neurologia
Pediatrica y en laboratorio clinico donde se llevo a cabo la medicion de linfocitos T

mediante citometria de flujo.

Recursos:

Residente de neurologia pediatrica quien tom6 3ml de sangre periférica a los

pacientes que cumplan con los criterios de inclusion

- Laboratorio clinico donde se llevo a cabo el procesamiento de la muestra en el

clitometro de flujo, equipo FACS scalibur.

- Laboratorio donde se realizé el analisis y cuantificacion de clonas de linfocitos T a

nivel periférico.

- Se utilizaron programas computacionales: Word para realizar el documento
completo, captura de datos y analisis en programa Excel para la elaboracion de

graficos y presentaciones preliminares, Graph Pad Prism 4 para graficas finales.
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RESULTADOS

Se tiene una poblacién de 8 pacientes en seguimiento en consulta externa, de los cuales se
incluyeron siete pacientes constituyendo el 87.5% de la poblacién, todos del género
masculino, con un rango de edad de 8 a 17 afios de edad, (mediana 15 afios), todos los
pacientes cuentan con el antecedente de haber sido sometidos a procedimiento de
hemisferectomia con un rango de tiempo postquirdrgico de 1.5 hasta 6 afios (mediana 4

afios) como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de sujetos de estudio

Numero de Género Edad en Afios Namero de Tipo de Escalade  NUmero de

caso afos postcirugia  crisis/mes evento Engel FAE que
epiléptico consume

1 M 9 35 12 PS Il a 3

2 M 14 35 0 PC Ic 1

3 M 15 4 0 NA b 4

4 M 15 55 0 NA la 1

5 M 16 6 0 NA Ic 3

6 M 17 15 450 PCyTG IV b 4

7 M 8 4.8 0 NA la 1

*PS: parcial simple/ * PC: parcial complejo/ *TG: ténicas generalizadas / *NA: no aplica / *FAE: farmaco
antiepiléptico

- Hallazgos clinicos:

Con respecto a la condicidn clinica actual de cada uno de los casos encontramos que: en 4
casos (pacientes 3,4,5 y 7) se encuentra estabilidad clinica, es decir, libres de crisis; en el
caso numero 2 presenta eventos clinicos esporadicos aproximadamente 2 en 6 meses; en el
caso numero 1 los eventos llegan a ser con mayor frecuencia hasta 12 por mes; sin embargo

en el sujeto nimero 6 los eventos son tan frecuentes como los previos al evento quirdrgico
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Ilegando a una frecuencia de 450 por mes; por lo tanto se encuentra persistencia de eventos

epilépticos en el 42% de nuestra poblacion.

De acuerdo al tipo de evento epiléptico que se evidencia en estos pacientes como sabemos
los mas frecuentes son constituidos por los eventos parciales motores (PS) sin embargo
también presentan otro tipo de crisis como son parciales complejas (PC) y tonicas
generalizadas (TG), de acuerdo a nuestra poblacion de estudio solo en el 42.8% (3
pacientes) observamos persistencia de eventos epilépticos clinicos actualmente, siendo del
tipo Parcial simple en el paciente 1, Parcial complejo en el paciente 2 y de tipo Parcial
complejo y Tonico generalizado en el caso numero 7 donde se evidencian la mayor

frecuencia de eventos con respecto al resto de los casos.

Del total de casos se analizo el nimero de farmacos antiepilépticos que actualmente utilizan
para el control de la epilepsia encontrando que el 57% de los pacientes sometidos al estudio
aun se encuentran bajo tratamiento con polifarmacia (mas de 2 farmacos), solo en los casos
namero 2, 4 y 7 se encuentran con monoterapia; los casos 1 y 5 ingieren 3 FAEs y los

sujetos 3y 6 se encuentran con 4 FAESs para su control.

De acuerdo a la clasificacion clinica conocida como Escala de Engel modificada a la que se
hizo referencia en la Tabla 2(pag 15), se encuentra lo siguiente en base a los 7 sujetos de
estudio: el 42.8% (3 sujetos) se encuentra en Clase I, de ellos el 66.6% (2 sujetos) Clase
lay el 33.3% (1 caso) Ic; el 28.5% (2 sujetos ) se encuentra en Clase 1l, de los cuales el
50% es clase 1lb y 50% llc; el 14.2% (1 caso) se encuentra en Clase Illa; el restante 14.2%

(1 sujeto) se encuentra en clase Vb de la escala de Engel.
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Resultados citometria de flujo

Se llevo a cabo la medicion por citometria de flujo de clonas de linfocitos T a nivel
periférico en pacientes pediatricos con encefalitis de Rasmussen con antecedente de haber
sido sometidos a tratamiento quirdrgico con técnica previamente descrita (en apartado de
procedimiento) Y que tuvieran una medicion prequirdrgica de la respuesta inmune lo que

ayudo al diagnostico de este sindrome.

Se muestra una tabla con los datos obtenidos de las citometrias prequirdrgicas y

posquirurigicas de los 7 casos de estudio. (Tabla 3)

De acuerdo a ésta, se observa disminucion de la celularidad total postquirtrgica en el
90% de los casos; el porcentaje de linfocitos totales solo disminuy6 en el 28% de los casos

en el control postquirargico (casos 3 y 5). Tabla 3

En los datos prequirdrgicos: se observa en el 57% (4 casos) una alta prevalencia de la
poblacion de células T, asi como en el 100% de los casos la presencia de predominio de
células CD4+ (cooperadoras) y CD8+ (citotdxicas) activadas, mismas que en el
postquirurgico disminuyen en proporcion al total de eventos epilépticos y al total de
linfocitos presentes, sin embargo en el caso numero 6 donde el descenso fue minimo
cercano al 50% en ambas poblaciones de clonas se observa persistencia elevada de

activacion de las mismas.
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Tabla 3. Citometrias prequirdrgicas y posquirdrgicas

NUmero total Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Células
células Linfocitos células T de células CD4+ células células CD8+ CD8+/ HLAdr
CD4+/HLAdr
Caso 1 pregx 84210 29.89 34.38 7.63 98.4 7.69 98.4
posgx 50000 37.7 11 78.1 111 5.6 7.4
Caso 2 preqx 50000 39.56 14.85 7.74 6.6 8.51 8.5
posgx 10000 40.6 30 55 1 34 3
Caso 3 preqx 50000 427 18.2 6.8 14.08 8.2 11.54
posgx 42000 40 30 55 3.8 34 1
Caso 4 pregx 41470 21 19.5 3.9 7.3 3.7 15
posgx 38782 28.2 194 11.8 0.3 6.4 0.6
Caso 5 pregx 58000 35 59 7.8 53 7.5 8.5
posgx 50000 24.9 58 60 1 32 6.3
Caso 6 preqx 71170 18.7 31.56 315 49.5 17.8 44.4
posgx 35000 40.7 22 1.7 22 11.6 125
Caso 7 pregx 10000 12.27 33.7 33.7 36.28 224 18.11
posgx 100000 7.3 13 11.6 4.6 6 3.6
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La celularidad con respecto al namero de linfocitos totales ain persiste por encima del

promedio en 3 casos (grafico 1.1) como se observa en control posquirargico, los cuales

corresponden a los sujetos de estudio 1,3 y 6. En el control prequirdrgico todos los casos

tienen poblacion de células T cercanas al promedio las cuales mantienen el mismo

comportamiento en el posquirdrgico, excepto en un caso correspondiente al sujeto 5 que se

encuentra muy por encima del mismo (grafico 1.2).
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Figura 1.1 . Grafica de dispersion de datos que muestra %
total de linfocitos en pre y posquirdrgico en los 7 casos

Figura 1.3 . Grafica de dispersion de datos que muestra %
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Figura 1.2 . Gréfica de dispersion de datos que muestra %
total de linfocitos T en pre y posquirdrgico en los 7 casos
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Figura 1.4 Gréfica de dispersion de datos que muestra %
total de linfocitos T CD4+ (cooperadores) activados en
pre y posquirdrgico en los 7 casos
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Del mismo modo se observo una presencia elevada de células T CD4 (cooperadoras) y
células T CD4+ activadas en el prequirurgico y una reduccién significativa, principalmente
en las CD4+ activadas (p<0.05) postcirugia, manteniendo un nivel cercano al promedio de
todos los casos, persistiendo por encima de este en un sujeto correspondiente al caso 6.
(grafico 1.3y 1.4)
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Figura 1.5 . Gréfica de dispersion de datos que muestra
% total de linfocitos T CD8+ (citotéxicos) en pre y
posauirdraico en los 7 casos

Figura 1.6 . Grafica de dispersion de datos que muestra %
total de linfocitos T CD8+ (citotoxicos) activados en pre y
posquirdrgico en los 7 casos

Con respecto a las células T CD8 y T CD8+ activadas se observa en los graficos 1.5y 1.6

que hay disminucion en niveles posquirurgicos principalmente en CD8+ activados
manteniéndose todos muy con valores muy cercanos al promedio, en ambos gréaficos los 2
casos que coinciden elevados en posquirdrgico son los sujetos que corresponden a los casos
ly6.

En las siguientes imagenes, se puede observar como varia la poblacion de linfocitos T; se
exponen 2 casos con la imagen de citometria de flujo el caso nimero 2 y el caso numero 6
ya que en el primero, como se menciond en los hallazgos clinicos es un paciente con 3.5
afios de postquirargico, con escala de Engel llc y en control con 1 farmaco y en el segundo
caso (caso numero 6) es un paciente con 1.5 afios de postquirurgico, escala de Engel IVb y

4 farmacos para su seguimiento.
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Caso numero 2 . Figura 2
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En este caso se puede observar en la citometria prequirdrgica un porcentaje elevado de

linfocitos que corresponden a la poblacion de células T, asi como una alta activacion de

células CD4 (cooperadoras) y CD8+ (citotoxicas) aproximadamente con una valor de 6.6%

y 8.5% que disminuyeron considerablemente en el control postquirargico a 3.5afios del

procedimiento, a 1% y 3% respectivamente, presentando asi una disminucién importante de

la respuesta inmune inicial, lo que se correlaciona probablemente con la frecuencia actual

de eventos referidos y con la monoterapia necesaria para su control.
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En este caso se observa la persistencia de respuesta inmune significativamente elevada: las
células CD4+ incrementaron al doble en el control postquirdrgico, con respecto a las CD4+
(cooperadoras) activadas éstas persisten elevadas en aproximadamente 50%, notando un
comportamiento similar en las células CD8+ (citotoxicas) que persisten elevadas 28%, lo
que se podria correlacionar con su elevada persistencia de crisis actualmente lo que lo
clasifica en escala de Engel IVb, siendo el caso con mayor persistencia de respuesta

inmune de todos los sujetos de estudio.
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Se realiz6 la prueba no paramétrica Wilcoxon entre las poblaciones de linfocitos T CD4+
prequirdrgicos y postquirurgicos de los 7 sujetos de estudio, encontrando un valor de p
<0.03 lo que traduce significancia estadistica, es decir que ambas son significativamente
diferentes estableciendo que si hubo una reduccion significativa de la respuesta inmune

posterior a la cirugia.

Se aplicé la prueba paramétrica de Correlacion de Pearson para ver la asociacion entre la
variable niveles de linfocitos T CD4+ (cooperadores, que fueron los que tuvieron
diferencias significativas pre y posquirdrgicamente) y distintas variables clinicas como:
escala de Engel actual, nimero de crisis actual y nimero de farmacos para control de los

pacientes estudiados.
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Figura 4 . Grafica que muestra la relacion entre el nimero de linfocitos T
cooperadores (CD4+) y la escala de Engel

r= coeficiente de correlacién de Pearson

De acuerdo a la figura 4 “Correlacion de Pearson entre células T CD4+/ y Escala de
Engel” se obtuvo un coeficiente de correlacion de r=0.6 infiriendo una corrrelacion
positiva entre ambas variables, estableciendo que a mayor respuesta inmune mayor escala

de Engel en el paciente.
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Figura 5 . Grafica que muestra la relacion entre el nimero de linfocitos T
cooperadores (CD4+) y el nimero de crisis por mes

r= coeficiente de correlacién de Pearson

Se realizo la prueba de “Correlacion de Pearson entre células T CD4+/ niimero de crisis por
mes” (figura 5) donde se obtuvo un coeficiente de correlacion r=0.20, donde se infiere que
si guarda relacion la presencia de niveles de CD4+ estableciendo el nivel de respuesta
inmune con el nimero de eventos esperados por mes, ya que en los pacientes donde se

observa elevada presencia de células CD4+ el numero de crisis asciende paralelamente.
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Figura 6 . Grafica que muestra la relacion entre el nimero de linfocitos T
cooperadores (CD4+) y el nimero de farmacos

r= coeficiente de correlacion de Pearson

Al realizar la prueba de “Correlacion de Pearson entre niveles de células T CD4+/ niimero
de farmacos” (figura 6) se encuentra un coeficiente de correlacion r= 0.5, por lo tanto se
establece una correlacion positiva entre ambas variables, infiriendo que a mayor respuesta
inmune celular se requiere de mayor numero de farmacos para el control del paciente.
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DISCUSION

El diagndstico de la enfermedad de Rasmussen resulta de criterios clinicos (epilepsia focal
que evoluciona a una epilepsia parcial continua), electroencefalograficos (enlentecimiento
unihemisférico con o sin actividad epiléptica y/o actividad epiléptica focal) y de
neuroimégen (atrofia unihemisférica con hiperintensidad de sefial en T2 y Flair y/o
hiperintensidad de sefial en la cabeza de ndcleo caudado ipsilateral); se establecié como una
entidad secundaria a un estado de encefalitis cronica en la cual existe deterioro clinico y
cognitivo progresivo variando desde meses a afos. (1), sabiendo que en ellos el tratamiento
mas efectivo para la epilepsia que llega a ser refractaria, es la hemisferectomia mismo al
que han sido sometidos todos los sujetos de nuestro estudio, donde se ha observado mejoria
evidente posterior al procedimiento, encontrando persistencia de eventos en el 42% de

nuestros pacientes y solo un paciente en escala de Engel IVb.

A través del tiempo se han dado a conocer distintas etiologias sobre su origen inmunoldgico
y las distintas moléculas involucradas; inicialmente se atribuyo su etiologia a un proceso
viral que desencadenaba una reaccion inmune provocando a nivel perivascular y
leptomeningeo un proceso inflamatorio con predominio de células T con activacion de la
microglia y astrogliosis reactiva, posteriormente se descubrié la evidencia de anticuerpos
contra el receptor de glutamato antiGIuR3, causante de activacién citotoxica asi como la
participacion de respuesta inmune humoral mediante la participacion de la activacion del

complemento mediante el complejo de ataque a la membrana (MAC).q)

Se sabe que el papel de la citotoxicidad de las células T, la citotoxicidad mediada por el
complemento y los anticuerpos en el proceso patoldgico de la encefalitis son parte del
sistema inmune adaptativo, donde estos mecanismos juegan un papel importante en la
degeneracion neuronal (provocando también perdida de astrocitos) con el
desencadenamiento secundario del proceso de epileptogénesis y perpetuacion de la

inflamacion.(3)

Asi mismo se ha demostrado el incremento en LCR de células T CD4+ mayor al 50% en la

mayoria de los pacientes durante todos los estadios de la evolucién de la enfermedad; y las
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células T CD8+ elevadas mayor al 30% durante todos los estadios del padecimiento, sin
embargo los niveles de éstos ultimos disminuyeron evolutivamente, asi mismo se observo
que las células T CD4+ se elevan desde estadios tempranos de la enfermedad, otras células

que se encontraron elevadas en el LCR fueron TNFa. IL4 y granzyma B.(6)

En reporte previo, donde se inicio el estudio de clonas de linfocitos T a nivel periférico se
corrobora el predominio de linfocitos T CD8+ sobre los linfocitos T CD4+ a nivel

periférico en la cohorte mostrada en posquirargico hasta 2 afios del mismo.(9)

A diferencia de los trabajos previos a los que se han hecho referencia, los resultados
obtenidos de pacientes epilépticos con Enfermedad de Rasmussen de nuestra cohorte se
observaron alteraciones en la inmunidad celular referidas fundamentalmente al aumento
significativo de las células CD4+ principalmente las CD4+ activadas sobre CD8+, excepto
en 2 pacientes; nuestro grupo de 7 pacientes tenia antecedente de hemisferectomia con una
mediana postcirugia de 4 afios, encontrando que desde la etapa prequirurgica la celularidad
correspondiente a linfocitos totales y a linfocitos T es elevada, sin embargo se observé
disminucion en posquirdrgico principalmente en la poblacion de linfocitos T lo que puede
estar en relacion con su mejoria clinica posterior a cirugia por la disminucion de la

respuesta inmune que se obtuvo en la medicion.

El mismo comportamiento se observa en lo que corresponde a los niveles de linfocitos T
CD4+ y T CD4+ activados, T CD8 y T CD8+ activados pre y posquirargicos donde la
reduccion es mayor en la poblacién activada de ambos, nuevamente con 2 pacientes que
permanecen fuera del promedio, siendo de mayor relevancia clinica los linfocitos T CD8+
activados (citotoxicos) donde los 2 pacientes que se encuentran por arriba del promedio
persistentemente en casi todos los valores son los que corresponden a los casos 1y 6 lo que
podria hablarnos de persistencia de respuesta inmune elevada que correlaciona con los
eventos clinicos descritos ya que en el caso nimero 1 se encuentra alin con frecuencia
media de eventos epilépticos y el caso 6 practicamente sus crisis no han disminuido
respecto previo al evento quirtrgico colocando a ambos en escala de Engel Illa y Vb
respectivamente que son el puntaje mas bajo en comparacion con el resto del grupo; ya que

en el resto de los pacientes los niveles de linfocitos T CD4+ y principalmente los niveles
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de linfocitos T CD8+ donde se observa franca disminucion en posquirdrgico se puede
establecer que haya habido disminucion importante de la respuesta inmune inicial,
infiriéndose correlacion con la estabilidad clinica que muestran pudiendo clasificarlos con
una escala de Engel mucho menor como ya se indico previamente habiendo casos que se
encuentran libres de crisis epilépticas, evidenciando esta correlacion también mediante la

prueba de Pearson ya comentada.

Asi mismo se podria establecer relacion con los resultados mostrados en el estudio donde se
midié celularidad en LCR ya que en nuestro estudio aunque la medicion se realizo a nivel
periférico, se observa como en el primero presencia de elevada celularidad con predominio
T CDA4+ al inicio o etapas tempranas (en este caso prequirrgico) y posteriormente con

mayor decremento evolutivo de linfocitos T CD8+ (en este caso postquirdgico).

Al realizar la prueba de Correlacion de Pearson con las tres variables clinicas (Linfocitos T
CDA4+/ Escala de Engel, nimero de crisis por mes y numero de farmacos) respectivamente,
se encuentra una correlacion positiva en los tres casos siendo mas evidente en los
parametros correspondientes a Escala de Engel y numero de farmacos para control,
probablemente pudiendo inferir que esta respuesta inmune persistentemente elevada en
algunos pacientes hace que en ellos, su estabilidad clinica decremente por lo tanto la escala
de Engel sea menor, la frecuencia de eventos incremente en ellos y se requiera de un mayor

numero de farmacos para su control.

Todo esto muestra que la poblacién celular que predomina en la respuesta inmune con lo
que respecta a este padecimiento corresponde a clonas de linfocitos predominante T,
aungue también se encontraron poblaciones de células B en menor proporcién, todo esto
demostrado en sangre periférica, procesos que principalmente han sido demostrados
previamente a nivel histopatoldgico o en LCR y en pocos estudios a nivel periférico cabe
mencionar que en nuestro pais no se cuenta con ningun estudio que haya medido

poblaciones linfocitarias periféricas en este padecimiento.

En general en nuestra poblacion de estudio con respecto a la subpoblacion de linfocitos T,

la que predomina en el posquirdrgico es la de linfocitos T CD4+ (cooperadores) ya que
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estos como su nombre lo indica son responsables de establecer y maximizar las capacidades
de defensa del sistema inmune, asi mismo se encuentran involucrados en la activacion y
direccion de otras células de respuesta inmune, es decir que por si mismos no causan dafio,
sin embargo también es sabido que estas pueden preparar a los linfocitos B para la
produccion de anticuerpos y de esta manera influir en el dafio neuronal mediante la union
de Ag-complemento, provocando la activacion de MAC iniciando nuevamente el circulo
vicioso: neurodegeneracion y epileptogénesis. Por otro lado se piensa que cuando persiste
elevada la respuesta mediante la presencia de células T CD8+ (citotoxicos) éstas son
responsables de la perpetuacion del dafio celular al actuar como células presentadoras de
antigenos, como se ha evidenciado también su elevada persistente en otros tipos de
epilepsias refractarias a tratamiento por ejemplo la epilepsia de l6bulo temporal (10), asi
como su participacién en la estiumulacion de la secrecion de granzyma B que es un fuerte
activador de caspasas mediador de apoptosis influyendo en el dafio neuronal. Sin embargo
la persistencia de células CD4+ en el postquirurgico de nuestros pacientes (principalmente
paciente 1 y 6), podria indicar la persistencia de respuesta inmune efecto probablemente
secundario a la actividad convulsiva presente. (6) Sin embargo se considera que la presencia

de ambos tipos de clonas podria indicar la presencia de enfermedad activa.

Sabemos que dentro de nuestras limitantes que podrian influir en nuestro resultado se
encuentran: la variabilidad en la temporalidad postquirdrgica del grupo de estudio, no se
obtuvieron muestras seriadas; sin embargo como se ha demostrado aun con esta variacion,
la enfermedad per se muestra fluctuaciones en las poblaciones celulares a través de su

evolucion.
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CONCLUSION

v’ Existe una elevada respuesta inmune desde la etapa prequirurgica de la enfermedad
a nivel periférico, la cual disminuye de forma importante en el postquirdrgico que se
correlaciona con mejoria clinica, sin embargo se mantiene elevada en algunos
pacientes no controlados en Escala de Engel IV.

v" Las principales poblaciones celulares que persisten elevadas a nivel periférico en
el 71% de nuestros pacientes correspondieron a CD4+ activadas y en menor
proporcion las células CD8+.
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Anexo 1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

“Comportamiento de clonas de linfocitos T a nivel periférico en pacientes pediatricos con
encefalitis de Rasmussen posterior a tratamiento quirargico”

Nombre:

Sexo: Masculino Femenino

Numero de crisis por dia:

Parciales motoras TCG

Niveles periféricos de linfocitos T:
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Anexo 2 CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Titulo. “Comportamiento de clonas de linfocitos T a nivel periférico en pacientes
pediatricos con encefalitis de Rasmussen posterior a tratamiento quirurgico”

Objetivo. El estudio en el cual se les esta invitando a participar, es para identificar si existe
elevacion persistente de clonas de linfocitos T en pacientes que ya se sometieron a
tratamiento quirdrgico con diagnostico de Encefalitis con Rasmussen.

Como participar: Si Ustedes aceptan a participar junto con su hijo(a) en este estudio, el
caso de su hijo sera evaluado, por personal especializado y se les tomara una muestra de
sangre en una sola ocasion al inicio del proyecto.

Procedimientos. Si aceptaron participar se le entregara esta Forma de Consentimiento para
que la firme. Si deciden no participar esto no afectara la atencion que recibe su hijo(a) en
este hospital. En este estudio se les tomard una muestra de sangre de 3 ml
(aproximadamente una cucharadita cafetera). Esta muestra de sangre sera almacenado y
preservado adecuadamente para ser utilizado solamente en este estudio y durante el tiempo
que dure el estudio.

Riesgos del estudio. El dnico riesgo es un pequefio hematoma en el sitio de la
venopuncién y dolor transitorio que se puede controlar con paracetamol.

Beneficios por participar. El estudio no conlleva ningin beneficio personal o
remuneracién economica. El principal beneficio de participar en este estudio es la
posibilidad de extender los conocimientos sobre la base inmunoldgica del padecimiento de
su hijo.

Confidencialidad. Si Ustedes aceptan participar en este estudio, el expediente médico de
su hijo (a) seré inspeccionado directamente por los investigadores para saber la evolucion
de su enfermedad y también puede ser inspeccionado y/o por el Comité Independiente de
Etica para verificar que el estudio se esta llevando de manera correcta. La informacion
recolectada durante el estudio serd almacenada sin incluir su nombre, solo el numero de
paciente correspondiente al estudio, solo los investigadores y el médico en el estudio, sabra
que la informacién se relaciona a Ustedes. . El conocimiento que obtendremos de este
estudio se compartird con usted antes de que se haga ampliamente disponible al publico.
Los resultados del estudio pueden ser publicados en la literatura médica, pero su identidad
no sera revelada.

Participacion voluntaria/retiro del estudio. La participacion en este proyecto es
completamente voluntaria. Si aceptan participar pero en el transcurso del protocolo desean
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retirase, no modificara su esquema de tratamiento ni la atencion por parte del médico
tratante.

La finalidad de solicitar la carta de consentimiento es la de utilizar el material solo en el
presente proyecto autorizado por el comité de ética y de los padres del paciente con el
compromiso que los resultados obtenidos ser& en beneficio de los pacientes. Gracias por
leer esta informacion. Por favor pregunte al doctor en el estudio todas las dudas que tenga,
para asegurar que entiende completamente los procedimientos que se haran si acepta
participar.

Personal de referencia. Dr. Dario Rayo Mares, Nancy Ivette Hernandez Migueles
Servicio de Neurologia H. de Pediatria, CMN, Siglo XXI, de 8.00 a las 14.30 hrs. Dra
Sandra Orozco Unidad de Investigacion en Enfermedades Neurolégicas HE CMN SXXI.

Sus firmas indican su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio.
Nombre y firma de los participantes.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y

beneficios derivados de nuestra participacion en el estudio.

Fecha

Fecha

Nombre del doctor Fecha

Nombre del Investigador: Dra. Nancy lvette Hernandez Migueles

Fecha
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CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO.

Titulo. “Comportamiento de clonas de linfocitos T a nivel periférico en pacientes
pediatricos con encefalitis de Rasmussen posterior a tratamiento quirargico”

Te voy a dar informacidn e invitarte a formar parte de este estudio de investigacion. Puedes
elegir si participar o0 no. Hemos discutido esta investigacion con tus padres y ellos saben
que te estamos preguntando a ti también para tu aceptacion. Si vas a participar en la
investigacion, tus padres también tienen que aceptarlo. Pero si no deseas tomar parte en la
investigacion no tiene porque hacerlo, ain cuando tus padres lo hayan aceptado.

Puedes discutir cualquier aspecto de este documento con tus padres o amigos o cualquier
otro con el que te sientas comodo. Puedes decidir participar o no después de haberlo
discutido. No tienes que decidirlo inmediatamente.

Puede que haya algunas palabras que no entiendas o cosas que quieras que te las explique
mejor porque estas interesado o preocupado por ellas. Por favor, puedes pedirme que pare
en cualquier momento y me tomaré tiempo para explicartelo.

¢Por que se esta haciendo esta investigacion? Se te esta pidiendo que participes en un
estudio de Investigacion con la finalidad de conocer si algunas células en tu organismo
estan elevadas aun mucho tiempo después de tu cirugia, para saber si es causa de que sigas
con crisis, creemos que este estudio nos ayudara a conocer €so.

Eleccion de participantes, ¢Por qué me lo pide a mi? Estamos pidiéndole a nifios de tu
edad que tienen la misma enfermedad e igual que td a quienes no se les ha encontrado la
causa de su enfermedad, vamos a investigar porque les esta sucediendo esto.

Si decido participar ¢Qué me va a suceder? Si aceptas a participar en este estudio, tu
enfermedad serd valorada por un grupo de doctores especialistas, y después personal
especializado te tomara una muestra de sangre en una sola ocasion.

Que molestias tendré ¢Dolerd?. La toma de sangre puede doler pero solo un segundo
cuando entra la aguja en la superficie de tu piel.

He preguntado al nifio/a y entiende las molestias (inicial)

La participacion es voluntaria: ¢ Tengo que hacer esto? No tienes porque participar en
esta investigacion si no lo deseas. Es tu decision si decides participar o no en la
investigacion, esta bien y no cambiara nada. Este es todavia tu hospital, todo sigue igual
que antes. Incluso si dices que “si” ahora, puedes cambiar de idea mas tarde y estara bien
todavia. He preguntado al nifio/a y entiende que la participacion es voluntaria

(inicial)
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Beneficios. ¢Obtengo algo por participar en la investigacion?. No hay beneficios
econdémicos pero esta investigacion ayudara a otros nifios que tienen esta misma
enfermedad.

He preguntado al nifio/a y entiende los beneficios (inicial)

Confidencialidad: ¢Van a saber todos acerca de esto? No diremos a otras personas
que estas en ésta investigacion y no compartiremos informacion sobre ti a nadie que no
trabaje en el estudio de investigacion. Cuando la investigacion finalice, se te dirdatiy a
tus padres los resultados. La informacién sobre ti por la investigacion sera retirada y
nadie sino los investigadores podran verla. Cualquier informacion sobre ti tendrd un
nimero en vez de su nombre. Solo los investigadores sabran cual es su numero y se
guardara la informacion con llave. No sera compartida ni dada a nadie excepto a tus
padres si lo solicitan.

He preguntado al nifio/a y entiende la confidencialidad (inicial)

Personal de referencia. Dr. Dario Rayo Mares, Servicio de Neurologia 56276900 ext
21504, Hospital de Pediatria, CMN, Siglo XXI, de 8.00 a las 14.30 hrs. Dra Sandra
Orozco Unidad de Investigacion en Enfermedades Neuroldgicas HE CMN SXXI.

Sé que puedo elegir participar en la investigacion o no hacerlo. Sé que puedo retirarme
cuando quiera. He leido esta informacion (o se me ha leido la informacion) y la
entiendo. Me han respondido las preguntas y sé que puedo hacer preguntas mas tarde si
las tengo. Entiendo que cualquier cambio se discutird conmigo.

Acepto participar en la
investigacion”.
@)

“Yo no deseo participar en la investigacion y no he firmado el asentimiento que sigue”.

(iniciales del nifio/menor)

Solo si el nifio/a asiente:
Nombre del nifio/a

Firma del nifio/a:

Fecha:

Dia/mes/afio
Si es analfabeto:
Nombre del doctor Fecha

Nombre del Investigador: Dra. Nancy Hernandez Migueles Fecha
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

“Comportamiento de clonas de linfocitos T a nivel periférico en pacientes pediatricos con

encefalitis de Rasmussen posterior a tratamiento quirargico”

Actividad

Meses

Febrero 2013

Marzo 2013

Abril Y Mayo del 2013

Junio del
2013

Disefio y
estructuracion
del protocolo
de
investigacion

Revisién del
protocolo de
Investigacion y
Aprobacién
por comités
Institucionales

Seleccion de
pacientes y
recoleccion de
datos, Andlisis
estadistico.

Presentacion
de trabajo final.
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