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SINTESIS

En nuestro medio, no existen métodos suficientemente sensibles para el diagnéstico
temprano y la evaluacion de la progresion en la EM. El trabajo muestra la asimilacion del
método de focalizacion isoeléctrica (FIE) en agarosa, para la detecciéon de bandas
oligoclonales en el LCR y la aplicacién del método de ELISA en la evaluacion de la
respuesta de anticuerpos contra virus neurotropicos y la proteina ligera de
neurofilamentos (PLNF) en LCR de personas con EM; apoyado en el “‘reibergrama’’,
sistema para el analisis de los datos del LCR. Se compararon personas cubanas y europeas
portadoras de EM, respecto a la reacciOnsz; y se evalué el grado de asociacién de la
respuesta de Acs con las variables clinicas. La sensibilidad del método de FIE asimilado
fue del 83,3 %, con una eficacia global mayor del 90% y una contribucién mayor del 20%
a la deteccion de 1gG oligoclonal en el LCR. La respuesta contra el virus de la rubéola fue
significativamente menor en el grupo cubano con EM vy el IApn S€  asocio
significativamente con el ritmo de recaidas en las personas cubanas con EM. Los aportes
mas significativos de este estudio fueron, la asimilacion del método de FIE e
Inmunofijacién para la deteccién de bandas oligoclonales de IgG en el LCR y la relacién
significativa del 1Ap .\ cOn el ritmo de recaidas en EM, este Ultimo no reportado con
anterioridad. De manera adicional, la aplicacion del método de ELISA permitié evidenciar
por primera vez el caracter distintivo de la respuesta contra el virus de la rubéola de
aguella contra otros virus neurotrépicos y contra la PLNF, su validez para el diagnostico y
al seguimiento clinico terapéutico en la EM, herramientas estas aplicables a otras

enfermedades neuroldgicas.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

Acs: Anticuerpos

BOC: Bandas oligoclonales
EFP:Electroforesis de Proteina
EM: Esclerosis Multiple

EMProg: Esclerosis Multiple
Progresiva

EMSProg: EM Secundariamente
Progresiva

EMRR: Esclerosis Multiple Recaida
Remision

FCN: Factor de Crecimiento
Nervioso

Fe: Fraccion especifica

FIE: Focalizacion Isoeléctrtica
Fllg.: Fraccion Intratecal de Ig
FNT: Factor de Necrosis Tumoral
FNTC: Factor Neurotrofico Ciliar
FTC: Factor Transformante del
Crecimiento

IA: indice de Anticuerpo Especifico
IgGLoc: IgG Local

MAIC: Molécula de Adhesion
Intercelular

Ig: Inmunoglobulina

IL-12: Interleuquina 12

IL-1Bo: Interleuquina 1 beta

INFyo: Interferon y

LCR: Liquido Cefalorraquideo
GAM:Glicoproteina Asociada a la
Mielina

NA: Noradrenalina

PGs: Prostaglandina

pl: Punto isoeléctrico

PLNF: Proteina Ligera de
Neurofilamento

PMNF:Proteina Mediana de
Neurofilamento

PPL: Proteina Proteolipidica
PPA.Proteina Precursora de
Amiloide

QALlb: Cociente Albumina

Qesp: Cociente Especifico
reaccionsgz: Reaccion sarampion,
rubéola, zoster

RIQ: Rango Interquartil

RM: Resonancia Magnética

SI: Sintesis Intratecal

HS: Herpes Simplex

TA: Temperatura Ambiente
MACV: Molécula de Adhesion de
Célula

Vascular

UNV: Unidad Neurovascular



1. INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM), es una enfermedad neurodegenerativa primaria,
inflamatoria, desmielinizante, autoinmune, que afecta el Sistema Nervioso
Central (SNC) y Periférico (SNP). Resultados recientes sustentan el caracter
degenerativo y hemodinamico de la enfermedad, a partir de la evidencia
temprana de dafo axonal’? y cambios estenosantes en los vasos

extracraneales que modifican la unidad neurovascular (UNV) ¢4,

La EM, incluida entre las mas de 50 patologias neuroldgicas autoinmunes que
afectan a casi 75 x10° personas en el mundo ®, es méas frecuente en mujeres
entre 20 y 40 anos de edad y constituye la mayor causa de discapacidad

neuroldgica en el adulto joven ¢,

La frecuencia de la enfermedad difiere ampliamente a nivel mundial y
muestra un gradiente norte-sur desde areas de alta prevalencia (Europa,
regiones templadas de EU y Australia, 50-100/ 100 000) a areas de baja
prevalencia (Japon, sureste asiatico, Africa y regiones tropicales, 5-10/ 100
000) **. Estudios publicados ubican a Cuba en una zona de baja prevalencia
(4,43/100 000, 95% IC 4,03-4,82), con un registro nacional de 1235 personas
portadoras de EM (70% mujeres) y de 10-25,5/100 000 habitantes en la

provincia Cienfuegos ®'?,

Desde el punto de vista clinico, la EM se caracteriza por episodios concretos de

déficit neurologico, separados por cuadros de remision y/o progresion, que

varian sobre la base del tamafio y localizacion de la lesion %13,



La neuropatologia de la enfermedad muestra afectacion vascular
periventricular e infiltracion leucocitica dirigida contra la vaina de mielina y el

(418 " La forma recaida-remision (EMRR), tiene como principales

axon
efectores a macrofagos, linfocitos T citotoxicos y anticuerpos (Acs), estos

Gltimos en la forma progresiva (EMProg) %22,

El diagnostico de la EM se basa en tres pilares fundamentales: el cuadro clinico
como regla de oro, la identificacion temporo-espacial de las lesiones por
imagenes de resonancia magnética (RM) y la identificacion de sintesis
intratecal (SI) de inmunoglobulinas (Igs) en el liquido cefalorraquideo (LCR),
confirmatorio en los casos donde la imaginologia no es definitoria para el

diagnostico @),

Metodologias de sensibilidad y especificidad variables usualmente se utilizan en la

25-29

identificacion de SI de Igs 2%, Hoy dia, la produccién local de Ig en el LCR

puede determinarse, por técnicas de inmunodifusion radial simple (IDRS),

25, 27,29

nefelometria y ELISA ¢ ). Sin embargo, la deteccion cualitativa de BOC en

el LCR, representa un método mas sensible para evaluar la presencia de SI.

En la actualidad, son tres los métodos de separacion electroforética
empleados en la deteccion de 1gG oligoclonal en el LCR: la electroforesis de
zona, la “isotachophoresis” y la focalizacion isoeléctrica (FIE) ©%. La
“isotachophoresis™ constituye el fundamento de la electroforesis en disco en

geles de acrilamida con tincion azul Coomassie, utilizada hoy dia en nuestros

laboratorios para la deteccion de BOC y que tiene la desventaja de la toxicidad


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Coomassie&action=edit&redlink=1

de los reactivos y la necesidad para el analisis de muestras de LCR concentradas

(30,31).

La FIE asociada a inmunodeteccion, tiene lugar en funcion del punto
isoeléctrico (pl) de las proteinas y las variantes de uso mas comun son la FIE
en geles de agarosa y poliacrilamida, la primera asegura una mayor

sensibilidad en la identificacion de BOC en el LCR con una toxicidad minima ?”

28,30)

La desmielinizacion causada por la respuesta inflamatoria autoinmune es un
elemento central en la patologia de la EM, aunque ésta por si sola no justifica

32:35)  Recientemente,

todas las alteraciones que se observan en la enfermedad
se ha reportado que el analisis cuantitativo del indice de Ac especifico (IA)
contra virus neurotropicos como sarampion, rubéola y varicela zoster, resulta
relevante como marcador, util para evaluar eventos inflamatorios en SNC de
pacientes con enfermedades neuroldgicas y de manera particular en la EM®®
32-35

). De ahi que en la actualidad se considere de gran importancia el andlisis

de la respuesta de Acs poliespecifica en el LCR de estos enfermos.

La inflamacion que lleva al dafo tisular focal progresivoy axonal temprano en
la EM pudiera explicar tanto, la paradoja actual sobre la secuencia temporal
de los eventos que median el dano axoneuronal en esta enfermedad, como la
influencia del tratamiento inmunomodulador sobre el ritmo de recaidas®®®*”,

la supervivencia de células plasmaticas en el SNC, la persistencia de la

respuesta oligoclonal en el LCR de estos enfermos y la respuesta contra las


http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis_en_gel
http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis_en_gel
http://es.wikipedia.org/wiki/Agarosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Poliacrilamida

proteinas de neurofilamento observada previo a la desmielinizacion en la
EMB®49  Elementos estos que sustentan el caracter neurodegenerativo

primario de la enfermedad.

La presencia de una respuesta inmune antiviral poliespecifica en el LCR, se ha
convertido en los Ultimos afos en una herramienta potencial para evidenciar la
respuesta cronica autoinmune en el SNC ?®, La argumentacion parte de que
mas del 80% de las personas con EM muestran una respuesta inmune humoral
intratecal contra los virus neurotropicos herpes simples, sarampion, rubéola y
varicela zoster, entre otros. La deteccion combinada de Ac contra los virus del
sarampion, rubéola y varicela zoster en LCR forman la reacciongz; G413,
Algunos autores consideran la reaccionsgz, de valor diagnostico en EM, por su

34,42

evidencia en mas del 90% de personas con EM ©** y su menor frecuencia en

otras enfermedades inflamatorias del SNC “%43),

Por otro lado, Silver y Eikelenboom reportaron la identificacion de
autoanticuerpos contra la proteina ligera de neurofilamento (PLNF) en el LCR
de personas con EM y su valor como marcador para distinguir la forma

#4)_ La afirmacion se sustenta en su asociacion

progresiva de la enfermedad
con la atrofia cortical en personas con EM secundariamente progresiva
(EMSProg) y no en la EMRR “**®_ Reportes posteriores del grupo de Bartos y
colaboradores, niegan la validez de este marcador para evidenciar dano axonal

43,44)

o relacion con la progresion de la enfermedad La relacion de la

respuesta de anticuerpo especifica contra la PLNF tampoco ha sido estudiada



respecto a otros patrones de respuesta idiotipica en EM, de ahi nuestro interés
en evaluar la relacion entre dicha respuesta y la reaccionsgz en las personas

con EM.

La amplia heterogeneidad clinica, neuropatoldgica e inmunogenética de la EM,
exige el uso de herramientas auxiliares para el diagnostico y seguimiento de la
enfermedad, y aunque multiples investigaciones evidencian el papel de los Acs

“7-49) " an la actualidad no

en enfermedades autoinmunes del sistema nervioso
se dispone de métodos sensibles para el diagnostico temprano ni de
marcadores que permitan predecir cambios clinicos relacionados con el dano

42-45,50) Con estos antecedentes, nos

axonal y la progresion de la enfermedad
propusimos asimilar tecnologias no disponibles en nuestro medio, de utilidad
para el diagnostico y la caracterizacion de marcadores neuroinmunes en LCR

de de personas con EM, aplicables a otras enfermedades neuroldgicas.

1.1 Hipotesis

La asimilacion del método de focalizacion isoeléctrica en agarosa e
inmunofijacion y la aplicacion de un ensayo inmunoenzimatico, en la
evaluacion de la respuesta idiotipica en el SNC de pacientes con esclerosis
multiple, aportan herramientas auxiliares para el diagnostico y la
identificacion de marcadores neuroinmunes Utiles para evidenciar eventos

clinicos relacionados con la enfermedad.



1.2 Objetivos

1.2.1 General

Asimilar nuevas tecnologias para el diagndstico y la caracterizacion de la

respuesta de Acs en el SNC de personas con enfermedades neuroldgicas.
1.2.2 Especificos

1) Asimilar el método de focalizacidn isoeléctrica en agarosa e inmunofijacion
para la deteccion de bandas oligoclonales de 1gG en el liquido

cefalorraquideo.

2) Caracterizar los patrones de respuesta idiotipica en LCR de personas

cubanas con esclerosis multiple

2.1.Caracterizar los patrones de respuesta de anticuerpos frente a los virus
del sarampion, rubéola y varicela zoster, en el SNC de personas con

esclerosis multiple.

2.2.Comparar el patron de la reaccionsg; en el SNC de personas con

esclerosis multiple, cubanas y europeas.

2.3.Evaluar la respuesta de anticuerpos contra la proteina ligera de
neurofilamento en SNC de personas con esclerosis multiple y su

relacion con la reaccionsgy.

3) Definir la utilidad de los métodos asimilados en la identificacion de
marcadores neuroinmunes y su relevancia para el diagnostico y el

seguimiento de personas con esclerosis multiple.



1.3 Novedad cientifica e importancia practica

El presente trabajo valida criterios internacionales referentes a la
interpretacion de la dinamica de la respuesta inmune intratecal (produccion
local de inmunoglobulinas e intensidad de respuesta), apoyado en el sistema
de analisis de datos del LCR “reibergrama™ Se describen por primera vez,
aspectos de la respuesta de Acs contra virus neurotropicos en el SNC de
personas cubanas con EM y las diferencias comparadas con personas de la

region europea.

La introduccion del método de FIE con inmunodeteccion, constituye uno de los
aportes mas relevantes de este trabajo, por su contribucion al diagnostico en
enfermedades neurologicas, avalado en la sensibilidad, eficacia y capacidad
discriminativa demostrada. Se valido ademas, el estudio de la intensidad de la

respuesta basado en la evaluacion de la fraccion intratecal de Igs.

Otro resultado novedoso de esta trabajo, lo constituyo la estimacion indirecta
del dano axonal basada en el calculo de la fraccion de Ac especifica contra la
PLNF en el LCR, esta Ultima, como medida de intensidad de la respuesta. La
relacion significativa del lApne con el ritmo de recaidas en las personas
portadoras de EM, permitié evidenciar un punto de contacto clinico-bioldgico

en esta enfermedad, no reportado con anterioridad.

En el orden socio-econdmico los resultados obtenidos ofrecen herramientas

paraclinicas auxiliares de utilidad para la confirmacion diagnodstica precoz y el



seguimiento clinico terapéutico, equivalente mayor calidad en los servicios
especializados de salud que se les brinda y la optimizacion de los recursos
humanos y materiales en el manejo de las personas con EM.

Los resultados de este trabajo se publicaron en siete articulos aparecidos en
revistas internacionales de impacto, se acreditaron con Premio Anual de Salud
2006, 2007 y 2009, Premio de la Academia de Ciencias de Cuba 2004 y 2009,
Premio de la Sociedad Cubana de Inmunologia 2007 y 2009, Forum de Ciencia y

Técnica 2001 y 2008, la Certificacion de Resultados Introducidos del CIREN y

trabajos presentados en mas de 15 eventos nacionales y/o internacionales.

El documento esta formado por 10 secciones (Introduccion, Revision
Bibliografia, Materiales y Meétodos, Resultados, Discusion, Conclusiones,
Recomendaciones, Referencias Bibliograficas, Produccion cientifica del autor,

Anexos); Consta de 111 paginas, 17 figuras y 8 tablas.

Los resultados referidos en este trabajo han sido publicados en 7 articulos
aparecidos en revistas internacionales de impacto, han sido acreditativos de
reconocimientos en 6 premios de los Concursos: Premio Anual de Salud,
Premio de la Academia de Ciencias de Cuba , Premio de la Sociedad Cubana de
Inmunologia y Forum Municipal Provincial de Ciencia y Técnica. Los mismos
han sido objeto de certificaciones de Resultados Cientificos Introducidos y
fueron presentados en mas de 15 eventos cientificos (nacionales e

internacionales).



2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades
El SNC consiste en una serie de estructuras complejas que contienen

elementos celulares con funciones basicas de comunicacion y elaboracion de
informacion, como parte de su papel en el proceso de adaptacion bioldgica y

mantenimiento de la homeostasis ©V.

Durante siglos el sistema nervioso fue considerado como un sitio
inmunologicamente  privilegiado por la existencia de la Dbarrera
hematoencefalica (BHE), la ausencia de drenaje linfatico convencional y la
baja respuesta a los aloinjertos o antigenos inoculados en él SNC. Sin embargo,
hoy dia se conoce que las principales diferencias de la respuesta inmune en el
cerebro respecto a la periferia, se manifiestan en la cinética y el grado de
regulacion de las diferentes etapas de dicha respuesta a ese nivel y tiene
lugar bajo el control funcional de mediadores celulares que actian en una

secuencia regulada y balanceada cuantitativa y temporalmente ©2)

2.2. Sistema de barreras

El sistema de barreras existente entre el espacio intravascular y el cerebro
constituye un fenomeno de permeabilidad selectiva e intercambio reducido de
productos entre la sangre y el sistema nervioso, caracteristico de los capilares

cerebrales y regulado por las células de la unidad neurovascular (UNV) ®3°)y



359 La UNV se refiere al intercambio dinamico

la dindmica de flujo del LCR ¢
entre los elementos celulares que forman el sistema de barreras del cerebro;

interfase regional especializada entre el tejido neural y la sangre ©°.

Asi, dicho sistema incluye: 1) la barrera sangre-LCR; sitio de comunicacion
inmunologica entre el LCR y el espacio intravascular que facilita el
reconocimiento antigénico y la activacion de linfocitos a este nivel ®7>%; 2) la
barrera que forman las meninges formada por la membrana aracnoides que
bordea la duramadre y donde el LCR drena en los senos venosos durales, el
nervio olfatorio y las vainas carotideas ©%; 3) la barrera hematoencefalica
(BHE) formada por el endotelio vascular cerebral, que regula la entrada de
moléculas y el suplemento de nutrientes al cerebro asi como preserva la
homeostasis idnica en el microambiente cerebral ©®"; 4)la barrera nervio-
sangre que rodea los ovillos de los axones e incluye la membrana endotelial
del capilar endoneural y el “perinerium~ ©?; 5) la barrera retina-sangre,
formada por el endotelio capilar retiniano y el epitelio del pigmento retinial,
la cual simula la BHE; 6) la barrera laberinto-sangre que tiene referencia
anatémica en las barreras endolinfo-sangre y endolinfo-perilinfo, aunque
diferente de la composicion quimica de la sangre y los fluidos propios del oido;
7) y la barrera médula espinal- sangre, de permeabilidad mayor que la BHE,

esta en comunicacion con la periferia a través de las raices nerviosas que

entran en las zonas carente de plexo coroideo 3.



Las interacciones entre el sistema de barreras que forman la UNV, constituyen
la base de los eventos patologicos que tienen lugar en enfermedades como la
EM, la uveitis posterior, la vasculitis del SNC, las isquemias cerebrales, la
enfermedad de Alzheimer y neuroSIDA, entre otras ¢ y derivan de sefales de

transduccion, disrupcion y ensamble de la BHE en condiciones patologicas

(65,66)

2.3. Respuesta de anticuerpo y sintesis de inmunoglobulinas en SNC

La regulacion de la respuesta de Acs en el SNC respecto a la periferia se
manifiesta por 1) la ausencia de cambio de clases de IgM a IgG, 2) la existencia
de patrones constantes de sintesis para las diferentes clases de Igs, y 3) un
ritmo mas lento de caida de la respuesta que en la periferia ®”. En este
sentido la ausencia de Sl o la sintesis combinada para los diferentes isotipos de
Ilgs dependen del estimulo antigénico, del sitio de la lesion y de la etapa

individual del proceso patoldgico de que se trate 279,

La deduccion de la fraccion de Ig sintetizada en el SNC constituye en la
actualidad una de las herramientas paraclinicas mas utilizadas en el estudio de
las enfermedades neuroldgicas Para ello se han utilizado diferentes
formulaciones matematicas que tropiezan con la dificultad de no ser validas
en presencia de alteracion de la permeabilidad de la barrera a las proteinas
séricas "7®. Ante esta dificultad, la electroforesis de proteinas (EFP), una

técnica para la separacion de proteinas basadas en el tamano, la forma o el
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punto isoeléctrico, resulto de gran utilidad en la evaluacion de la presencia de
sintesis intratecal de IgG , basada en la deteccion de bandas oligoclonales

(BOC) en el LCR,.

Existen diferentes tipos de EFP en funcidn del tipo de separacion empleado:
electroforesis de zona (separacion en funcion de la carga), isoelectroenfoque y

77,78 " las cuales pueden realizarse

separacion por tamafio en tamiz molecular '
sobre diferentes soportes solidos: papel, acetato de celulosa, electroforesis
en gel o electroforesis capilar El Isoelectroenfoque se basa en el
desplazamiento de las moléculas en un gradiente de pH y las proteinas se
separan en funcion de su punto isoeléctrico (pl): valor de pH en el que la carga

neta de la proteina es nula 7""7®,

La electroforesis de proteinas en geles, una de las técnicas mas ampliamente
usadas para caracterizar las proteinas, puede ser en geles de poliacrilamida,
comunmente denominada electroforesis en poliacrilamida o en agarosa
denominada electroforesis en agarosa. Ambos métodos, son rapidos y
economicos y requieren cantidades del orden de microgramos de proteina para

su analisis /7).

Los geles de poliacrilamida son quimicamente inertes, transparentes y estables
en un amplio rango de pH, temperatura y fuerza ionica, y permiten la
identificacion de 1gG oligoclonal en el LCR, con la desventaja de la toxicidad
de los reactivos, la dificil distincion del resultado con las técnicas de tincion

convencional (azul Commassie), y la necesidad del uso de muestras
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concentradas de LCR 780

). Los geles de agarosa, por su parte, forman una
matriz inerte, no téxica y no interfieren con la separacion de las proteinas, de
ahi que resulte especialmente adecuado para su deteccion especifica por
inmunofijacion y aseguren su maxima transferencia a la membrana de
nitrocelulosa con una mayor sensibilidad, un patron estable, sin tiempo limite

y una alta resolucion 78V,

La electroforesis de proteinas, en geles de acrilamida en disco, utilizada desde
la década de los 60, devino una alternativa para la identificacion de la IgG

oligoclonal en el LCR &%)

. Desde la década del 80, este método aportaron
sensibilidad a la deteccion de IgG en el LCR y aunque con algunas limitantes,
fue utilizada en la practica clinica apoyada en técnicas de tincion de plata de

Poehling y Neuhoft que le dieron mayor sensibilidad al sistema de deteccion,

en muestras no concentradas de LCR €7,

La electroforesis en geles de agarosa, resultd ser especialmente adecuada
para la deteccion de BOC de Igs en el LCR, seguida de la FIE e inmunofijacion y
fué mas tarde recomendada para su implementacién en los laboratorios por su

82,84 En nuestro medio contamos hoy dia con la

sensibilidad y alta resolucion
EFP en disco en geles de acrilamida de menor sensibilidad para la deteccion de

BOC de IgG en el LCR.

Las BOC de Ig, aparecen tempranamente en el curso de la EM y aunque el

patron puede diferir de paciente a paciente, una vez generadas se mantienen

27-29

constantes en el LCR /2 diferente a la concentracion absoluta de Igs cuyos
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valores fluctian entre individuos y pueden ser reducidos con tratamiento

(27)

inmunosupresor “. Se conoce ademas, que existe un pequeifo grupo de

personas, con diagnostico clinico e imagenoldgico confirmado de EM, en

quienes las BOC no son detectables en el LCR & 2985

Las BOC en el LCR, evidencia de la participacion de los linfocitos B en la
patogenia de la enfermedad, muestran también variacion en diferentes
patologias neuroldgicas como, la neuritis optica (34 -72%), las enfermedades
cerebro vascular (30- 50%), los tumores cerebrales y la siringomielia (5 -10%)
@7.29 " Algunos autores han reportado correlacion entre el incremento de la
IgG y/o0 la ausencia de BOC en el LCR de personas con EM tanto en cursos
clinicos benignos de la enfermedad como en estados de empeoramiento 6%

de ahi el interés de su evaluacion por métodos que permitan una mayor

precision en el analisis.

3.4. Respuesta de anticuerpos y sistema nervioso central en EM

El 85% de los personas portadoras de EM comienzan con recaidas y remisiones
y pasado 15 a 20 afos de iniciado los sintomas, el 50% transita eventualmente
hacia la fase secundariamente progresiva, que se manifiesta por brotes que
progresan en el tiempo con recuperacion incompleta y discapacidad
irreversible ®. La EMPP (10-20%) por su parte, muestra una evolucion crénica
progresiva irreversible que ocurre entre y en ausencia de las recaidas ®”. La

forma benigna (5-40%), no alcanza la fase secundariamente progresiva o al
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menos no acumulan discapacidad significativa en largo tiempo, una vez

iniciado los sintomas, mientras la forma maligna evoluciona hacia la forma

fatal, en meses o afnos %),

La activacion de linfocitos B por antigenos propios en la EM, parece ocurrir por

un efecto de célula espectadora o por estimulacion por superantigenos %4,

La existencia de Acs de especificidad variada, se ha demostrado en lesiones de
EM contra: ribonucleoproteina B1 nuclear, epitopes conformacionales de la
glicoproteina del oligodendrocito de la mielina (GOM) y anticardiolipina, estos

95-103

Gltimos en la forma progresiva de la enfermedad ). Acs contra antigenos

virales también han sido detectados en el LCR de estas personas contra el
sarampion, rubéola, Herpes virus 6, Epstein-Bar, herpes simple,

104-106) | os Acs

citomegalovirus, varicela zoster y retrovirus enddgenos)
sintetizados en LCR y suero de pacientes con EM, han sido reportados contra
antigenos virales como, el virus de la rubéola, varicela zoster, herpes simplex,

337 de ahi, que la respuesta contra Ags no causales en esta

y papera
enfermedad, represente un proceso inflamatorio mas general no dependiente
de la persistencia del estimulo antigénico o vinculado a procesos agudos,

subagudos y crénicos (190193,

En opinion de Reiber y cols, la deteccion de sintesis intratecal contra un
antigeno causal por “Western blots e immunoblots y el analisis cuantitativo del
indice de Acs (IA) son en la actualidad, relevantes para el diagnéstico en EM

(101,102) “en concordancia con la alta frecuencia de combinacién de la respuesta
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de Acs contra virus neurotropicos observada en la EM y esto ha llevado a
reconocer la reaccidnsg; como indicativo de un proceso inflamatorio crénico

autoinmune “% 43:107-109)

La deteccion de respuesta de Acs contra virus, fue reportada por primera vez
por Goldmann y cols en 1954, en enfermedades oculares "' Felgenhauer en
1982, compard las concentraciones de IgG en LCR y suero de personas con EM,

por densidades opticas 'V,

A estos primeros reportes le siguieron las
correcciones introducidas por Reiber y Lange en las metodologias con el indice
de Acs (IA) y aportaron una mayor precision en la determinacion de la

respuesta de Acs especifica en SNC %),

Si bien, el IA representa una herramienta sensible para la deteccion de
respuesta de Acs especifico en SNC, algunos autores consideran que este no se
corresponde con la intensidad de dicha respuesta '), Jacobi y cols reportaron
la determinacion de la fraccion especifica como una herramienta que permite
discriminar la intensidad de la respuesta de Acs en el SNC, basados en la
estimacion cuantitativa de los Acs, por ensayos inmunoenzimaticos, en el LCR

y la significacion especial a la interpretacion de estos resultados.

Otro aspecto de la respuesta de Acs especifica en la EM, es la reactividad
contra componentes de la arquitectura axoneuronal. Silber y Eikelenboom
fueron los primeros en reportar la presencia de Ac contra la subunidad ligera
(PLNF) y media (PMNF) del axén, en LCR de personas con EM, y sugirieron su

utilidad para distinguir la forma progresiva de la enfermedad “**.
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Mas tarde, Bartos y cols en el 2007, reportaron la presencia de Acs de los
isotipos IgM e IgG contra la PLNF en el LCR de pacientes con EM, sin atribuirles
validez como marcador de dano axonal y/o utilidad para distinguir la forma

progresiva de esta enfermedad "'%'1?

. Otro estudio reportado por Huizinga y
cols, en el 2008, demostré un incremento de Acs IgG e IgM contra PMNF en
personas con EM, aunque sin referir relacion significativa con las formas

"4 A partir de estos reportes, surgid nuestro

clinicas de la enfermedad !
interés de explorar, la presencia de Acs contra la PLNF en LCR de personas con
EM teniendo en cuenta su implicacion funcional a nivel axonal y su posible

relevancia en el contexto de la degeneracion axoneuronal, que acontece en la

enfermedad.

2.5. Hallazgos etiopatogénicos en esclerosis multiple

2.5.1. Influencia medioambiental y genética en la etiopatogenia de la EM

La prominencia del gradiente geografico de la EM ha llevado al estudio de
factores ambientales relativos a las latitudes, como son, la baja exposicion a
las radiaciones solares, la baja temperatura y la exposicion a patégenos mas

"5 Factores dietéticos, nutricionales; el

frecuentes en las areas del norte !
consumo de agua, la exposicion a animales, minerales, agentes quimicos;
traumatismos por accidentes o cirugias; y factores de riesgo ocupacional’ se

incluyen entre otros factores de riesgo 9.
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Estudios de migracion refieren que personas que migran, hacia areas de alta
prevalencia, después de los 15 anos de edad, mantienen el mismo riesgo para
la enfermedad de su area de origen, mientras los que migran en edades mas

tempranas, muestran un riesgo mas elevado "%

Desde hace mas de un siglo, estudios realizados en Dinamarca demostraron
una relacion entre los antigenos del sistema mayor de histocompatibilidad y la

"7-119)  Hoy dia, se ha demostrado

EM relacionado con los haplotipos HLA DR
una clara susceptibilidad en miembros relacionados, con mayor riesgo en
gemelos homocigéticos (30.8 %) que en heterocigbticos (4.7%), como
consecuencia de la exposicion a agentes virales inductores, en etapa temprana

de la vida "1®119),

2.5.2. Hipotesis viral

Multiples investigaciones consideran a los virus como causa de la EM, aunque
pocos creen en la existencia de un Unico virus como inductor para la
enfermedad. Esta hipotesis aparece sustentada por la inusual distribucién de
la EM en zonas geograficas de alto y bajo riesgo y la hipdtesis de la higiene
referida, esta ultima, a la predisposicion para el desarrollo de enfermedades
autoinmunes por la exposicion tardia o la baja exposicion a las enfermedades

infecciosas de la infancia en regiones desarrolladas "2

Otras infecciones plausibles, contribuyentes al desarrollo de EM incluyen los
virus del sarampion, varicela zoster, virus Epstein-Barr (VEB), papera, rubéola,

retrovirus enddgenos, herpes simple y citomegalovirus, picarnovirus que
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invaden el tracto respiratorio, aunque sin una definicion del mecanismo

involucrado (%'"27,

2.5.3. Mecanismos moleculares implicados en la patogenia de la EM

El primer evento molecular en la patogenia de la EM, lo constituye la
activacion periférica de células T autoreactivas especificas restringida a
epitopes inmunodominantes, seguido de la degradacién del endotelio vascular
y un mayor paso de linfocitos al SNC, a través de la barrera, con destruccion
(128-130).

de la mielina o dano directo por fallas en los mecanismos regulatorios

La Fig.1 muestra los mecanismos implicados en el dano tisular en EM.

Inflamacidan v EM

IGF
Growth iaT:.{;r-‘s\"

Viral antigen
bacterial superantigen

Fig 1.Mecanismos de dafo tisular en EM. 1) Activacion de células T autoreactivas,2)
Quimioatraccion y transmigracion de células T proinflamatorias y monocitos a través de la
BHE, 3) Reactivacion de linfocitos en el SNC, amplificacion de la inflamacion local y activacion
de microglias, 4) Fase efectora con dafio de oligodendrocitos, Induccion de desmielinizacion y
dano axonal, 5) Resolucion de la lesiébn por mecanismos regulatorios y remielinizacion,
amplificacion de la respuesta inflamatoria e induccion de los procesos de desmielinixacion y
dano axonal en el SNC.Tomado de Waldner H. J Clin Invest, 2004.
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La reactividad de las células T contra proteinas y epitopes de la mielina,
ocurre por la supresion de las células T reguladoras CD4+CD25+/Fox-P3+, las
células Tys y NKVa24+ ", Recientemente, se ha reportado que células T
regulatorias que expresan factor de transcripcion Fox-P3 (Tregs naturales
CD4+/CD25+), suprimen la proliferacion de células T autorreactivas y que la
mutacion del factor transcripcional (surfin), codificado por el gen Fox- P3,
induce un descontrol funcional sobre las células CD4+/CD25+ con activacion de
las células T especificas para la mielina y la induccion de genes de
reordenamiento, transposicion y regulacion de la transcripcion que

condicionan la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad ("3"32),

El compromiso axonal en la EM, descrito desde el siglo XIX por Charcot, se ha
jerarquizado como un evento que ocurre tempranamente en el curso de la
enfermedad, a partir de las evidencias de acumulacion de proteina precursora
de amiloide (PPA), en lesiones activas y crénicas de EM y el incremento de

proteinas del axén en el LCR 3%,

Diferentes hipotesis tratan de explicar el daio axonal en EM y sefalan que
este tiene lugar por: 1) fenomenos inflamatorios mediados por citoquinas,
enzimas proteoliticas o radicales libres derivados de la glia 2) la respuesta
inmune directa contra el axon 3) por pérdida de factores tréficos como parte
del proceso que subyace al dano axonal y 4) por mutaciones genéticas de
proteinas de la mielina en ausencia de desmielinizacion primaria (>, Otras

hipotesis suman la secrecion de exotoxinas por linfocitos, la liberacion de
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neurotrasmisores excitatorios, y la accion de las caspasas, todas ellas

causando degradacion proteolitica de la estructura axonal desde fases

tempranas en EM (36137,

La Fig.2 destaca los mecanismos patogénicos involucrados en los procesos de
desmielinizacion y dafo axonal en EM. Linfocitos circulantes activados
atraviesan la barrera hematoencefalica y una vez en el SNC, reconocen

autoAgs e inducen via citoquinas el reclutamiento de macrofagos, responsables

del proceso de desmielinizacion.

Macrofagos 1

BHE Proliferacion
de linfocitos
O T
O @ )
» o
© 5 ¢ * 0 OOoLiberacic'm
’ Presentacion o 0% de IFNy
O de Ags { *
@ s . ctivacion de
ecresion .
Linfocitos T Secresion de de FNTq ~ Citoquinas macrofagos
activados linfotoxinas o o
a : D &
o o
o ‘
Influjo celular
y humoral
Apoptosis
Activacion I-;xotoxinas
Oxido
Precursores de

nitrico

ligodendrocit
oligodendrocitos Glutamato

Neurotrofinas Desmielinizacion
FCDP, FCF, IGF-1

L] | | e
Remielinizacion ?, %,,:5
Fig 2. Mecanismos patogénicos involucrados en los procesos de inflamacion, desmielinizacion,
dafio axonal y remielinizacion en EM. BHE (barrera hematoencefalica); Ags, antigenos; IFNy,
Interferon gamma; FNTa. Factor de necrosis tumoral alfa; FCDP, factor de crecimiento

derivado de plaqueta; FCF, Factor de crecimiento fibroblastico; FGI-1, Factor de crecimiento
insulinico.

20



El dano axonal por exotoxinas y apoptosis directa no relacionado con el FNTq,

138140)La remielinizacién, con

inducen degeneracion y muerte neuronal en EM
un papel neuroprotector sobre el axon, permite restaurar la conduccién axonal
y la funcion neuroldgica, sin embargo, en muchos casos esta se vuelve
incompleta, sin que se conozcan las causas del fracaso de la regeneracion, ni

los factores celulares y moleculares que regulan dicho proceso!'*¢1%0),

2.6. Mecanismos fisiopatologicos de las recaidas en EM

La cascada inmunoldgica que lleva a las recaidas en la EM, se inicia por la
activacion del sistema inmune innato, que induce al sistema inmune
adaptativo involucrando a células T auxiliadoras (Th1-Th17) y las células T
citotoxicas que infiltran el SNC, moduladas por las células T y B reguladoras.
La intervencion terapéutica para el control de las recaidas implica, interferir
todas las vias afectadas en la enfermedad: la supresion de células T
proinflamatorias, la induccion de linfocitos T y B reguladores, control del
trafico de células hacia el sistema nervioso, proteccion de los axones y la
mielina, asi como el control de la respuesta inmune antiviral (2% 13> gjp
embargo, la heterogeneidad clinico -patolégica de la EM y la ausencia de

marcadores bioldgicos hacen dificil su modulacion, de ahi la necesidad de

poder contar con marcadores neuroinmunes que permitan predecir cambios
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clinicos relativos a las recaidas y consecuentemente a la progresion de la

enfermedad.

2.7. Marcadores biolégicos en EM

Algunos autores han atribuido relevancia clinica individual en EM a los
marcadores de dano axonal como:a) marcadores del citoesqueleto axonal
(neurofilamentos, la actina, la tubulina y la proteina tau) y b) marcadores de
la homeostasis de membrana (24s hidroxicolesterol, la apolipoproteina E, la
PPA y el acido N acetil aspartico (NAA), la proteina 14, 3,3 y la enolasa
neurona especifica  (ENE)®®“%™V Similar a otras enfermedades
neurodegenerativas, el estudio del LCR en EM, muestra cambios en otros
factores especificos e inespecificos como la proteina S100B y el lactato

relacionados con el dafo glial y neuronal (112 113142143

Siguiendo la desintegracion axonal, las tres subunidades de los
neurofilamentos, la cadena ligera de 68 kDa, (PLNF), la cadena intermedia, de
150 kDa, y la cadena pesada de 190-210 kDa son secretadas en el fluido
extracelular del cerebro y se sabe que su ausencia en el SNC, resulta en una

(Y variaciones en las

severa reduccion del crecimiento axonal
concentraciones de proteinas de neurofilamentos han sido reportadas en EM,
sin que se haya referido relacion respecto al curso clinico y el grado de

discapacidad 446143,
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Si bien, la relacion de la cantidad de neurofilamentos secretados a estos
fluidos y el grado de degeneracion axonal pudiera ser de interés para estimar
el grado de progresion de la enfermedad, los reportes en este sentido son un
tanto contradictorios y no han permitido establecer criterios definitorios y en
este sentido, la identificacion de sintesis intratecal en el LCR y de la respuesta
poliespecifica contra virus neurotropicos ha aportado mayor precision al

diagnostico de enfermedades neuroldgicas.

Tampoco, se ha demostrada la relacion de la respuesta poliespecifica con
variables clinicas de interés para la EM, que permitan evidenciar al papel de la
evaluacion de la respuesta de Acs en el LCR de estas personas, como marcador
para la enfermedad. Los resultados reportados con anterioridad, si bien
respaldan su valor diagnostico, no han permitido establecer su singularidad

respecto a la progresion de la enfermedad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Universo del estudio

Se evaluaron personas con el diagnéstico de EM, controles neuroldgicos y no
neurologicos. Las muestras fueron recibidas en el Laboratorio de
Neuroinmunologia del Centro Internacional de Restauracion Neuroldgica
(CIREN), en el periodo comprendido entre los anos 2003-2006. En todos los
casos el diagnodstico se obtuvo por recopilacion de datos obtenidos de las

historias clinicas.

3.1.1. Criterios de inclusion

El analisis incluyo tres grupos de personas, conformados segun los criterios
diagnosticos que se describen mas adelante. Los datos sobre el nimero de

personas y parametros clinicos se muestran en los resultados.
Grupo | (EM)

Personas procedentes del servicio de Neurologia del Centro Internacional de
Restauracion Neuroldgica y el Hospital Militar “"Carlos J Finlay ™ diagnosticados

como EM segun los criterios de McDonald ®

Grupo Il (Grupo de referencia no EM)

Personas con enfermedades neuroldgicas (no EM) provenientes del servicio de
Neurologia del Centro Internacional de Restauracion Neuroldgica. Las

patologias incluidas fueron: cefalea migrafosa, vasculitis y demencia senil.
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Grupo Il (Controles no neuroldgicos)

Personas portadoras de enfermedades no neuroldgicos procedentes del
servicio de Cirugia del Hospital Militar “Carlos J. Finlay, intervenidos
quirdrgicamente por Hernia discal, Adenoma prostatico y Varicocele, quienes
requirieron de anestesia raquidea. En ningun caso existié antecedente de

enfermedad autoinmune o inflamatoria cronica con repercusion sobre el SNC.
3.1.2. Criterios de exclusion

Muestras de LCR provenientes de cualquiera de los grupos en estudio, en las

que se demostro:
1. La presencia de 500 eritrocitos /mL o mas en la muestra de LCR.

2. Personas con tratamiento inmunoestimulante o inmunosupresor al

momento de la obtencion de la muestra.

3. Pérdida irreparable de los datos clinicos.

3.2. Consideraciones éticas

En todos los casos fue requisito indispensable la voluntariedad del paciente y
el consentimiento informado de participacion en la investigacion, del paciente
y el familiar bajo su custodia, el cual qued6é plasmado en una planilla
preparada al efecto (Anexo 1 y 2). Todos los sujetos estudiados fueron
informados sobre la investigacion, el procedimiento a aplicar, los riesgos de la
toma de la muestra y los beneficios que el estudio reportaria desde el punto

de vista personal, cientifico y social. Se les hizo saber ademas, sobre sus
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derechos para abandonar la investigacion sin que esto representara cambio

alguno en el tratamiento que reciben por su enfermedad.

De igual forma todos los procedimientos se realizaron acorde a los principios
de la ética médica, y siguiendo las recomendaciones para la investigacion en

seres humanos definidas en la declaracion de Helsinki (19,

3.3. Obtencion y fuente de las muestras
v LCR y suero: De cada paciente se obtuvo, 2mL de LCR (por puncion
lumbar) y 3 mL de sangre venosa (por puncion antecubital). La sangre se
centrifugd a 350 G/10 min. /a TA. las muestras se conservaron a -80 oC

hasta su uso.

v' Control positivo del ensayo de FIE: LCR positivo para BOC de IgG,
donados por el Laboratorio de Neuroquimica de la Universidad de
Gottingen (Alemania), centro de referencia para este sistema

diagnostico.

v' Control negativo del ensayo de FIE: Hemoglobina humana en polvo

(Hb), donada por el laboratorio de referencia.

v' Controles referenciados del ensayo de FIE: LCR de un panel casos
controles, donados por el Laboratorio de Neuroquimica de la
Universidad de Gottingen (Alemania). Las muestras se recepcionaron
etiquetadas con una numeracion del 1 al 5 (equivalente al numero de

muestras recibidas) y se congelaron a -80° C hasta su uso.
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3.4. METODOLOGIA
3.4.1. Disefio experimental

Asimilacion del método de FIE en
agarosa e Inmunofijacion LCR Suero

Aplicacion del
ensayo

wtorio de Neuroinmunologia del CIREN

Caracterizacion
idiotipica

Validacion
externa

o EM NEM CN
Validacién N= 80

interna

Sensibilidad,
Especificidad,
VPP, VPN
Eficacia global

Andlisis
Discriminativo

Deteccion de BOC en LCR de personas con EM evaluadas
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EM BOC -

Acs contra PLNF
IApLNE Y FepiNE

Acs contra virus
neurotropicos
lAsrz N=23 .. ¢ Tttt

VZ

Reaccioén sgz v
S
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No continuaron
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Sustrato
Respuesta de Acs especifica Ac + HRP
en LCR
Fe (%) Sueroy LCR ELISA
[Aaen: VN<1.5 g

Placa de 96 pozos

Formas Ritmo de Tiempo de
clinicas recaidas evolucion

Variables clinicas
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3.4.2. Conceptos y definiciones operacionales

v

Verdaderos positivos (VP): personas con diagnostico clinico de EM y

BOC positivas en el LCR.

Falsos negativos (FN): personas con diagnostico clinico de EM y BOC

negativas en el LCR.

Verdaderos negativos (VN): personas sin diagnostico clinico de EM y

BOC negativas en el LCR.

Falsos positivos (FP): personas sin diagndstico clinico de EM y con BOC

positivas en el LCR.
Numero total de enfermos: VP + FN.

Sensibilidad: Proporcion de individuos enfermos con la prueba positiva
para BOC en LCR. Se calculé como la proporcion VP /numero total de
enfermos X 100. Se consider6 como grupo caso a las personas con el

diagnostico clinico de EM "7,

Especificidad: Proporcion de individuos no enfermos con la prueba
negativa para BOC. Se calculé como la proporcion VN/ VN+FP X 100.En

este caso se consider6 como control al grupo de referencia no EM

(147,148)

.

pl: Punto isoeléctrico: gradiente de pH donde la carga de la proteina se

hace cero.
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Razon Albumina (QALb): Estado funcional de la barrera Sangre/LCR. Se
calculé como el cociente de la concentracion de [(Albumina LCR= suero)
x 100]. Se considerd, disfuncion de la barrera cuando valores de QAlb
obtenidos fueron mayores que la Media +2 DE del grupo de referencia,

para el rango de edad.

QlgG: Razon IgG. Se define como la razén entre la concentracion de la
IgG derivada de la sangre y la producida localmente en el SNC. Se
calculé como: [IgG LCR] + [IgG suero] x 100.

Indice 19gG:Se utiliza para el calculo de la sintesis intratecal de

inmunoglobulina G. Se calculé como: QIgG + QAlb 7»73)

indice Ac especifico: Indica la diferencia de la cantidad de Acs entre el
suero y el LCR por unidad de peso de la 1gG. Se calculé como la [Razon

IgGesp LCR/Suero+ QlgG].

Fraccion especifica (F¢). Evalia la intensidad de la respuesta de Acs
intratecal especifica. Se calculé como [(IgGespLoc = IgGtotalLoc) x
100]. Ambas, la IgG total local y la I1gG especifica local representan el

valor medio del cociente IgG en funcién del rango de referencia %"

www.wormek.de,2008

). La Fe, se evaluo solo para la respuesta de Acs contra la

PLNF.
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v" Inmunoglobulina local (IgGLoc/mg/L). IgG producida en el SNC. Se

. 107
calculo como (QIgGLCR/suero-Qmedia) X IgGsuero ( )-

v' FligG (%). Se refiere a la intensidad de la respuesta de Ac local y se

calculé como IgGLoc/IgG cr x 100.

v" Prevalencia (P): Se consideré como el porcentaje de casos positivos

para BOC en los grupos estudiados.

v" Valor predictivo positivo (VPP): Probabilidad de personas portadoras

de EM, tengan una prueba positiva, se calculé como VP /VP+FP X 100.

v" Valor predictivo negativo (VPN): Probabilidad de que personas no
portadoras de EM tengan una prueba negativa y se calculé como VN /

VN +FN X 100.

v' Zona Gris: Zona alrededor del valor de discriminacion donde los
resultados pueden ser dudosos o no reproducibles. El ancho de la zona
gris se definido como los limites de concentracion entre el 5y el 95% de
los resultados positivos. A mayor estrechez de la zona gris mayor
precision ("),

v indice Kappa: El indice Kappa (IK): parametro (til para evaluar
concordancia. El grado de concordancia aceptable con este
coeficiente depende de las circunstancias del problema. Valores de
Kappa inferior a 0.5 denota una baja correlacion, baja eficacia del
método y equivale a una baja capacidad para detectar correctamente

147)

los resultados positivos y negativos ). Este indice se aplico para
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evaluar los resultados obtenidos por los dos métodos utilizados en la

evaluacion del mismo panel de muestras.
Indice Kappa (K)

K= (po - pe)/ (1-pe)

po = (a+d)/n  pe= (P+N)/n

P=[{(a+b) /n)} x {(a+c)/n)} I x n

N= (c+d) - {(@+c)- P}

Las letras a, b, c y d corresponden a los valores de los resultados

positivos y negativos en personas y controles, siguiendo una tabla de

contingencia.

Valores de concordancia para el indice

Deficiente <0.20

Regular 0.21-0.40
Moderada 0.41-0.60
Buena 0.61-0.80
Muy buena 0.81-1.00

v Eficacia global (EG): Capacidad general de un ensayo para detectar

correctamente todos los resultados positivos y negativos "4/

EG= (VP +VN) / VP + FP + FN + VN

v' Valor de discriminacion (VD): Término analitico que define la

concentracion a la cual el 50% de los resultados fueron positivos.

v" Prueba del producto cruzado: Se calcula como VP+VN/FP+FN
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¥ Valores de referencia de Igs y Albumina en LCR y suero: valores de

referencia, Instituto Neurologia y Neurocirugia a partir de datos de la

literatura %73

v' Tabla 1.Valores de referencia de las Igs en suero, LCR y QAlb

Clases de Igs Rango de edad
(anos)

11-15 15-64
IgG 8.38-15.58 8.0-18
IgA 1.58-3.74 0.9-4.50
IgM 0.69- 2.6 F0.7-2.8

M 0.6- 2.5

VN IgG/LCR hasta 0.034 g/ Indice IgG < 0.7

Albimina/LCR hasta 0.33 g/L
Suero 3.5- 5.5 g/L

Razon Albumina (QALb)

Rango de edad VN
17 a 30 anos ------- 1.7 -5.7
31 a 41 anos ------- 1.8-6.2
41 a 50 anos -------- 2.0-7.2
51 a 60 anos -------- 2.1-8.9
61 a 77 anos -------- 2.2-9.0

Dano ligero: 9 - 14.3, Dafo moderado: 14.3 33.3.

Dano severo: 33.3 - 100, Total rompimiento > 100.
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3.4.3. Reactivos utilizados

En los estudios se empled agua destilada (conductividad < 1.0 uS), tabla 2.

Tabla 2. Datos de los reactivos utilizados.

Reactivos Firma Ciudad Pais
MgS0,47H,0 Merck Darmstadt Alemania
NaCl Merck Darmstadt Alemania
Sorbitol Merck Darmstadt Alemania
Acetato de Na trihidratado Merck Darmstadt Alemania
Na,CO; BDH Poole Reino Unido
NaH,PO4 BDH Poole Reino Unido
MgCl,.6H,0 BDH Poole Reino Unido
Sal  disodica del acido|BDH Poole Reino Unido
Etilendiaminotetracético
Glicerol 87% BDH Poole Reino Unido
Suero fetal de ternera BDH California USA
Farmallta ( Ph 3-10) Pharmacia Uppsala Suecia
Biotech
Anfolita (Ph 3.5 -10) Pharmacia Uppsala Suecia
Biotech
Albimina de suero bovino Sigma St. Luis MO | USA
3-Amino 9-etilcarbazol Sigma St. Luis MO | USA
Goat anti-human IgG Sigma St. Luis MO | USA
O-phenylendiamina Sigma St. Luis MO | USA
Dehydrochloride
Bufer fosfato salina PH 7.2 Biochrom Berlin Alemania
Tween 20 Serva Heidelberg |Alemania
Feinbiochemica
Neurofilament L 68kD porcine | BIOTREND Koln Alemania
H,0, Merck Darmstadt Alemania
Bicloruro de Dade Behrring Marburg, Alemania

Tetrametylbenzidina
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3.4.4. Descripcion de los procedimientos por objetivos

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de albimina e inmunoglobulinas en las muestras de LCR y
suero, se realizd por el método de inmunodifusiéon radial simple, utilizando
placas comerciales LC Albumina y LC y NOR Partigen IgG (Dade Behring,
Alemania). Para ello se anadieron 5 pL de los sueros estandar comerciales
(IgG: 10,5 g/L), en las placas NOR Partigen. Se aplicaron diluciones seriadas de
1:100- 1:800 en las placas LC Albumin (Albumina: 2.06 g/L) y de 1:200- 1:1600
en las placas LC de IgG (IgG: 0,501g/L). Las placas se colocaron
cuidadosamente en camara hiumeda a 4° C entre 48 y 72 horas. Luego se midio
el diametro de los anillos de precipitacion, sobre fondo oscuro, con

iluminacion lateral.

La concentracion de Albumina en LCR y suero e Igs en LCR, se determinaron en
las muestras problemas aplicando la prueba de correlacion lineal en el
programa Excel sobre Windows 98. En suero los diametros de los anillos
obtenidos se hicieron corresponder, en una tabla de referencia, con sus
valores de concentracion para cada clase de Ig particular. Los valores se
expresaron en g/L. Para el informe del resultado, se siguid el rango de
normalidad establecido para la edad (ver definiciones operacionales). La

determinacion de IgM e IgA se realizaron por nefelometria.
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Interpretacion del diagrama de las razones de Reiber

El diagrama de las razones de Reiber en un sujeto normal, se expresa como el
cociente IgG, QIgG (IgG LCR/suero) en funcion del cociente Albimina, QAlb
(Alb LCR/ suero), referidas a las funciones sangre/cerebro y sangre/LCR. El
mismo, tiene incorporado escalas logaritmicas para diferenciar la fraccién de
Ig presente en el LCR derivada del cerebro y la transferida desde la sangre. La

Fig. 3, describe los detalles para la interpretacion de este sistema,o validado

para diferentes grupos etareos en la poblacién cubana "

. Los rangos de
referencia de las Fligs en el LCR derivadas de la sangre (rango 1y 2) corresponden a la
linea hiperbolica de discriminacion. Las curvas hiperbélicas mas alta y mas baja del
rango de referencia representan las lineas de discriminacion entre las fracciones de
Igs del LCR derivada de la sangre y la derivada del cerebro. Valores por encima de la
primera, representan la FlIgG y se expresan como el porcentaje de la concentracion
de Ig en el LCR, leidas directamente en las lineas discontinuas del diagrama como
20%, 40%, 60% y 80% de sintesis intratecal. El 0% de sintesis representa la linea de
discriminacion superior. El limite del rango de referencia para QAlb entre las
concentraciones de proteina en el LCR normal y aumentada (disfuncion de la barrera
Sangre/LCR), se indica por la linea vertical para los rangos de 5 afos QAlb =
(4+edad/15) x10, QAlb= 5x10 (hasta 15 afios), QAlb= 6.5x107 (hasta los 40 afios) y
QAlb= 8x10° (hasta los 60 afos). El diagrama muestra 5 zonas de interpretacion: 1.
Normal, 2. Disfuncién pura de la barrera Sangre/LCR, 3. sintesis intratecal con
cambios en el recambio del LCR, 4. sintesis intratecal sin recambio reducido de LCR y

5: valores por debajo de la linea hiperbdlica inferior indica errores metodoldgicos.

Software TR-CSF program of Wormek (www.wormek.de) @
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Objetivo 1. Asimilacion del método de FIE en agarosa e Inmunofijacion para la

deteccion de BOC de IgG en el LCR
1.1 Descripcién del método de FIE en agarosa e inmunofijacion

El analisis incluyé tres grupos:

Grupo I: n=30,
Grupo Il: n = 38
Grupo lll: n=12.

36



El método asimilado fue el de FIE en agarosa e inmunofijacion con anti IgG
humana obtenida en conejo/ conjugado con Peroxidasa, (DAKO). El gel de
agarosa (0.25 g Agarosa IEF, 3.0 g Sorbitol, 22.5 mL Glicerol 87%/Anfolita, pH
3.5-10.0 for IEF/Farmalita 3-10 para IEF, Amersham Pharmacia Biotech, AB),
fue montada sobre la parte hidrofébica de una placa de “Gel Bond” (Pharmacy
Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweeding). Las muestras pareadas de LCR y suero
de las personas enfermas, un control positivo y uno negativo (ver el acapite de

muestras), se aplicaron sobre la superficie del gel.

La FIE se realiz6 en una camara de electroforesis Multiphor I, (Amersham
Pharmacia Biotech, AB, suplementada con una fuente de poder EPS 3501 XL,
(Amersham Pharmacia Biotech), durante 1.45 horas a 1500 V y 150 mA a una
tempratura de 10°C. Completada la corrida, las proteinas focalizadas se
transfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa. Para ello se colocd un
papel de filtro fino y tres gruesos (Schleicher & Schuell, Berlin, Alemania) y un
peso de 1 Kg sobre el gel, durante 30 minutos. Se realizaron tres lavados con
NaCl 0.9% durante 10 min. Una vez realizada la transferencia, se incubd la
membrana de nitrocelulosa en la solucion del Ac (70 pL de Anti-IgGy/ 45 mL de
BSA 2% en NaCl 0.9%) durante 60 minutos. Se lavo nuevamente con NaCl 0.9%.
Se incubd con el cromogeno (3-Amino 9-ethylcarbazol/H;0;). La reaccion se

detuvo con agua corriente seguida del secado del gel, Fig. 4.
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Fig 4. Diagrama del método de FIE en agarosa e Inmunofijacion. Focalizacion de la proteina en
un gradiente de pH, seguido de la transferencia a una membrana de nitrocelulosa y fijacion

con un Ac IgGy conjugado con peroxidasa (HRP), reaccién con el sustrato y visualizacion de las
bandas en la membrana de nitrocelulosa.

Visualizacion de las
bandas

mw

Los resultados se interpretaron por visualizacion de las BOC en la membrana
de nitrocelulosa siguiendo los criterios de expertos ya establecidos y se
consideré como positivo la restriccion absoluta o mayoritaria de BOC en LCR
@7. Fig. 5. Por consenso internacional se describen 5 patrones de BOC en LCR:

1) LCR normal (No BOC en LCR), 2) BOC restringida al LCR (BOC en LCR), 3)
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BOC en LCR y suero con mayor cantidad de bandas en LCR (combinacion de los

patrones 2 y 4), 4) BOC idénticas en LCR y suero y 5) Bandas monoclonales en

suero y LCR. Los patrones 2 y 3 representan SI de IgG @,

6.5 pH 9.0
| |

LCR Tipo 1

Suero

LCR Tipo 2
Suero

LCR~ Tipo 3
Suero

LCR Tipo 4
Suero

LCR Tipo 5
Suero

Fig 5. Focalizacion isoeléctrica en gel de agarosa. La figura representa los 5 patrones clasicos
de interpretacion de las BOC en LCR y suero. Patron tipo1: No BOC de IgG en LCR ni en suero,
Tipo 2: BOC de IgG en LCR y no en suero, Tipo 3: Mayor cantidad de BOC de IgG en LCR que en
suero, Tipo 4: BOCs idénticas en LCR y suero y Tipo 5: Bandas monoclonales en suero y LCR "
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1.2. Validacion interna del método de FIE en agarosa e inmunofijacion

Se realizaron 10 réplicas de diluciones de LCR y suero de personas positivas
para BOC identificadas en este ensayo. Variables analizadas: Sensibilidad y
especificidad con respecto al diagnéstico de EM, Valor predictivo positivo
(VPP) y negativo (VPN), Eficacia global, precision, concordancia y prueba del

producto cruzado, Fig. 6.

Diagrama del flujo de validacion interna del método de FIE e Inmunoijacion

Validacién interna

[ Sensibilidad 1
O.’ = N\ “‘
g [ Especificidad L
- J
Estudio de - Ensayo de
concordancia [ VPP v VPN } Precision
$

[ Eficacia Global }

Fig 6. Diagrama de flujo de la validacion interna del método de FIE e Inmunofijacion. VPP:
Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo
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El ensayo de precision se basé en el analisis del ancho de la zona gris y el valor
de discriminacion. Las muestras se evaluaron para los ensayos de
reproducibilidad y repetibilidad. Para ello, se realizaron 10 diluciones seriadas
(Puro, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512) de cada una de las
muestras y se evaluaron las réplicas de las diluciones de 5 muestras pareadas
de LCR y suero positivas, un control positivo y un control negativo de

referencia.
1.3 Validacion externa del método de FIE e inmunofijacion

Se evaluaron a ciegas, 5 muestras controles positivos y negativos de LCR
referenciadas, de identidad no especificada y resultado desconocido, que
fueron recibidas en nuestro laboratorio desde un panel de controles
(Laboratorio de Neuroquimica, Universidad de Gottingen, Alemania). Las
muestras se recibieron numeradas de forma continua del 1 al 5, adjunto a un
documento que referia su contenido (LCR) y la concentracion de IgG para cada
caso. Los resultados (copias escaneadas de los geles) se enviaron al laboratorio
de referencia. En un término de dos semanas se recibi6 el dictamen del grupo
de expertos, con el dictamen de los resultados del ensayo, enviados desde

nuestro laboratorio.
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Objetivo 2 Patrones de respuesta idiotipica contra virus neurotropicos
(sarampidn, rubéola, varicela zoster (reaccidnsgz) y PLNF en pacientes cubanos
con EM

= Grupo | : Personas con EM n=23
=  Grupo II: Personas NEM n=8
2.1 Comparacién de los patrones de reaccién sz en personas EM y NEM

Determinacion de la fraccion intratecal de anticuerpos contra virus
neurotropicos.

Para la determinacion de la fraccion intratecal de anticuerpos especificos en
LCR fue necesaria la estimacion cuantitativa de los niveles de Acs para cada
uno de los virus neurotropicos evaluados en LCR y suero. Para ello se siguio un
ensayo inmunoenzimatico modificado de Reiber y Lange ('®.Se utilizaron
placas comerciales (Dade Behring) para Sarampion (Enzygnost Anti-Measles-
Virus/IgG), Rubéola (Enzygnost Anti-Rrubella- Virus/*IgG), Varicela Zoster
(Enzygnost, Anti- VZV/IgG). Las placas de microtitulacion recubiertas con el
Ag, se incubaron toda la noche en agitacidén con las muestras. Se utilizé un
sobrenadante de cultivo de células infectadas como control positivo. Las
placas se lavaron tres veces con NaCl 0,9%, en un lavador de placa (SLT
Labinstruments, Crailsheim, Alemania), luego se incubaron con 150 uL de
solucion de Ac IgG anti virus (sarampion, rubéola, varicela zoster), conjugado
con peroxidasa durante 1hr a 37°C. Las placas se lavaron 4 veces, 10 min cada
uno y se incubaron con el sustrato 20 min a TA y en oscuridad. La reaccion se

detuvo con 100 uL de solucion de H,SO4 0.5N. Las lecturas se realizaron en un
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lector de microplacas (SLT Labinstruments). Los resultados se obtuvieron por
la diferencia de absorbancia AA= A450- A570 o AA= A490- A570 y fueron
transferidos a unidades arbitrarias de concentracion calculadas con un
programa acoplado a la computadora (SLT “easy fit”, Germany). Para el
calculo del cociente final LCR/suero, se seleccionaron los valores en el mejor

rango de la curva estandar.

El indice de Ac especifico (lAesp): se evaludé como la razén entre el cociente
LCR/suero del anticuerpo especifico QIgGes; Y el cociente total de
inmunoglobulina (QIgGtotal); lAesp = QIgGesp / QIgGiotar Para evitar falsos
negativos, en los casos de una muy elevada sintesis intratecal de
inmunoglobulina (QIgGtota>Qiim), Qesp € refirio a Qim (limite superior del rango
de referencia) y el lAesp= Qesp / Quim,. La respuesta combinada de anticuerpos
contra los virus del Sarampion (S), Rubéola (R) Varicela Zoster (Z), se

considerd como reaccidngs 1%,

La QIgG represento las condiciones de barrera referente a la fraccion de IgG
especifica presente en el LCR derivada de la sangre, en ausencia de sintesis
intratecal y calculada en el diagrama de las razones como: Quim= 0.93 x / (Qawp

246) -1.7.
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Interpretacion de los resultados

Rango de referencia lAesp= 0.7-1.3. Se consideraron positivos valores del IA>1.5
P
para cada uno de los virus evaluados. La reaccionsgz se considerd por la

positividad del lAes, para al menos dos de los virus evaluados %,

2.2 Patrones de reaccion sgz en personas cubanas y europeas con EM

Se describen las diferencias entre los patrones de respuesta intratecal
idiotipica contra los virus neurotropicos obtenidos en los pacientes cubanos
evaluados y europeos ya reportados, n=177 (Comunicacion personal del Prof.
Hansotto Reiber). Se establecen comparaciones respecto a la frecuencia de

positividad del IA para cada uno de los virus y de la reaccionsg;.

2.3 Respuesta de Ac contra PLNF en LCR de pacientes EM. Relacién a la
reaccionggyz

= Grupo I: Pacientes con EM n=26
Determinacion de la fraccion intratecal de anticuerpos contra la PLNF

La determinacion de la respuesta de anticuerpos contra la proteina ligera de
neurofilamentos en SNC de personas portadoras de EM, se estimo por el 1Ap.nr
y la Fepy f, esta ultima como medida de la intensidad de la respuesta. Las
concentraciones de Acspinr (18G) en LCR y suero se determinaron utilizando un
ensayo inmunoenzimatico modificado de Reiber y Lange, descrito por Silber y

44).

cols “- Se utilizaron placas de 96-pozos (Maxisorp, Nunc, Denmark). Las

placas, recubiertas con 100 pL de una solucion PLNF [2,5 pg/mL/ solucion
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tampon de recubrimiento (Na;COs; 11 mmol/L, NaHCOs 35 mmol/L (pH 9,6)].
Las placas fueron incubadas en camara humeda, a 4°C durante toda la noche y

se lavaron tres veces con solucion salina tampon-fosfato (SSTF) (pH 7.2).

La curva estandar se realizd con una mezcla de sueros altamente positivos
para anticuerpo contra PLNF (Laboratorio de Neuroquimica, Universidad de
Gottingen, Alemania), en diluciones seriadas (rango de adsorbancia entre 2.0-
0.1 de DO) en cada ensayo. Los sueros a evaluar fueron diluidos 1:50 y 1: 150
en NaCl 0.9%, el LCR se aplico puro. En ambos casos se aplicaron 100 pl/pozo
por duplicado de las muestras. Las placas se incubaron entre 18 y 22 ha 4°Cy
se lavaron 4 veces con SSTF. Luego se anadio 100 pl/pozo del anticuerpo anti-
IgG humano conjugado con peroxidasa (Ac de conejo anti cadena y, SIGMA, St.
Louis, MO, EUA), diluido 1:2000 en NaCl 0,9% .Las placas se incubaron durante
1 h a 37°C en camara hiumeda, se lavaron cinco veces con SSTF y se afadié 100
HL/pozo del sustrato: TMB (Dicloruro de Tetrametylbenzidina,Dade Behrring,
Marburg, Alemania, 5 g/L) mas H,0, (0,1g/L) en solucion tamponada de
acetato de sodio (Na;HPO4 25 mmol/L (pH 4,1). Las placas se incubaron en la
oscuridad durante 30 min. La reaccion se detuvo con 50 pL de una solucion de

H,S04 0.5N.

La absorbancia de las muestras fueron medidas en un lector de microplacas
(SLT Labinstruments) y se calculo la diferencia a un AA= A450- A620, con un
programa acoplado a la computadora (SLT “easy fit”). De las variaciones

dentro del 10% del limite, se seleccionaron los valores en el mejor rango de la
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curva estandar para el calculo del cociente final LCR/suero. Los valores se

expresaron en unidades arbitrarias.

El 1ApNe S€ evalud como el cociente QIgGpine/QIgGiota. En los casos con una
muy elevada sintesis intratecal de inmunoglobulina (QIgG>Qiim), Qpine Se refirid
a Qim, como el limite superior del rango de referencia y el 1Ap.ne= Qpine / Qiim,
para evitar falsos negativos. El rango de referencia del IA fue considerado
como 0.7-1.3 y como IA positivo se consideraron valores del 1A>1.5 “. La

intensidad de la respuesta contra la PLNF, se calculé como la Fe (Fepunr) 1%7.

2.4. Patrones de reaccionsgz ¥ respuesta contra la PLNF (lApne Y la Fe) en
pacientes EM

Se establecieron 3 patrones de respuesta de Ac para la la reaccidnsgz: Patrén
I: de no reaccion, se designé para aquellos pacientes con muestras positivas
para uno de los virus evaluados, Patron Il: para las muestras positivas para dos
de los virus evaluados y Patron lll: para las muestras positivas para tres de los
virus evaluados. Los patrones Il y Ill se consideraron como reacciOnggz. Se
evaluaron los patrones de reaccionsg; y de estos respecto a los resultados del

IAp N, La relacion entre el IApnr ¥ la Fepne, también fue estimada.
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Objetivo 3. Relacion de los patrones de reacciOnsgz, el 1ApinF, 12 Fepine Y 1aS
variables

Las variables clinicas incluidas en el analisis fueron: formas clinicas de la
enfermedad (EMRR y EMSProg), tiempo de evolucion, ritmo de recaidas y
escala de discapacidad (EDSS) en los personas portadoras de EM, datos
tomados de las HC. Los valores de la EDSS se obtuvieron de las HC, evaluados
pacientes segun lo descrito por Kurtzke ™", Los pacientes fueron clasificados
de acuerdo a sus forma clinica siguiendo los criterios de Mc Donald . EL
tiempo de evolucién de la enfermedad se expresd en anos de duracion a partir

del momento del diagnostico.

3.4.5. Procesamiento estadistico

Se realizo la estadistica descriptiva y prueba de normalidad para todas las
variables en estudio. Para el analisis de las diferencias entre los grupos se
aplicaron las pruebas no paramétricas de comparacion de frecuencias y
medias, Chi cuadrado, Kruskall Wallis y la U de Mann Whitney
respectivamente. La prueba de correlacion de Spearman se aplico para el
analisis de la relacion entre las variables. El nivel de significacion de las
diferencias se considero6 para p< 0.05. Los resultados se presentan en tablas de
contingencias 2x2, tablas de distribucion de frecuencias, tablas de tabulacion
cruzada descriptiva y graficos confeccionados en Graph Pad Sofware Inc (Prism

Version 5.01) y el programa “Statistic™"(Version 5, 2003).
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4. RESULTADOS

4.1. Objetivo 1 .Asimilacién del método de FIE en agarosa e nmunofijacién
para la deteccién de BOC de IgG en el LCR

La tabla 3 muestra los datos demograficos de las personas portadoras de EM,
enfermedades neurolégicas no EM y no portadoras de EM, incluidas en el

estudio.

Tabla 3. Datos demograficos de pacientes EM y controles

Grupos I I [l

n=30 n=38 n=12
Edad (afios)* 43/ 38-54 42/35-52 | 46/37-53
Sexo (M/F) 13/17 26/12 5/7
RazaA 9/7/14 7/3/28 4/6/2

*Mediana /Rango Interquartil. RazaANegra/Blanca/Mulata.
Grupos I(EM); Il (NEM); 1II (CNN)

4.1.1. Validacién interna del método del método de FIE en agarosa e
inmunofijacién

En la validacion interna del método de FIE en agarosa e Inmunofijacion, se
evaluaron 80 muestras de pacientes agrupadas en tres grupos: 30 con el
diagnostico de EM (Grupo 1), 38 con enfermedades neuroldgicas no EM (Grupo
I1) y 12 controles con enfermedades no neurologicas (Grupo Ill). Del total de
casos evaluados, 25 correspondieron a personas con EM, Grupo | (83,3%) y 2

personas con enfermedades NEM (5.26 %) fueron positivos para BOC en el LCR.
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En el grupo CNN, ningln caso fue positivo para BOC. La Fig 7 muestra el
resultado de la FIE en agarosa, en las personas con enfermedades neurologicas

evaluadas. El patron predominante fue el de BOC de IgG restringida al LCR.

6.5 bH 9.0

LCR

Suero
LCR

Suero

LCR CP

Fig.7. Gel de FIE. Del 1 al 5 los patrones de BOC corresponden a 4 pares de muestras pareadas
de LCR y suero de personas con enfermedades neurologicas y un control positivo, evaluadas de
rutina en nuestro laboratorio (Hbh). Muestras positivas (1 y 4).

La prueba Chi Cuadrado mostré diferencia altamente significativa de los
resultados obtenidos en el Grupo | (EM) comparado con el Grupo Il (NEM)

p=0.000 y lll (CNN) (p=0.00003). La figura 8 muestra la positividad de BOC en
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LCR, obtenida en los grupos | y Il. El porcentaje de BOC en el grupo EM, estuvo

en el rango reportado (68-98 %) para este sistema diagnostico %

E=3 BOC Positiva
=3 BOC Negativa

30+ *%
*

20+

104

Namero de personas

EM NEM
Grupos

Fig 8. Frecuencia de BOC obtenida en los grupos EM: Grupo caso y NEM: Grupo de referencia.
Se observaron diferencias significativas entre el nimero de casos positivos y negativos
observados en cada grupo* y entre los grupos**. Prueba Chi Cuadrado (yates corregido) X’=
39.48, P=0.0000.

La sensibilidad y especificidad obtenida en este ensayo fue del 83,3 % y del
96%, respectivamente. En la validacion del método, se consider6 como regla
de oro de valor presuntivo, el diagndstico clinico basado en criterio de
expertos. Los valores predictivos positivos y negativos (VPP =92.6 y VPN = 90,5
%), respecto a la regla de oro y la eficacia global del ensayo (91,2%). fueron
mayor del 90%. La prueba del producto cruzado mostréo que el método
asimilado fue 10,4 veces mas eficiente en la deteccion de SI, comparado con

el indice IgG.
A. Ensayo de precision

La dilucion 1:8, fue la maxima dilucion en la que se observaron resultados de

positivos para BOC en el LCR. Para la dilucion %, (rango de concentracion
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entre 5.62 y 10.12 mg/L)

la deteccion de BOC fue entre el 20-80 % de los

casos. En todos los casos los valores de concentracion de 1gG fueron

expresados en mg/L y la presencia de BOC en LCR se expresd en porcentaje

de ensayos positivos con respecto al total de replicas realizadas, Fig 9.

El valor de discriminacion correspondidé a 10 mg/L, mientras que el rango de

concentracion de 1gG en las muestras positivas para BOC estuvo entre 10-40

mg/L de 1gG, 6ptimo segun lo reportado para este método,

Prof. Reiber, Lab. Bioquimica, Universidad de Gottingen, Alemania)

1504

1004

50

%de positividad de BOC

(Comunicacién personal

0]
»
D>

Caso 1
Caso 2
Caso 3
Caso 4
Control Hbh

10
Concentracion de IgG en LCR (g1

30 40 50

Diluciones

TBS
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1/8
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40.50/100
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Fig.9. Ensayo de precision del método de FIE en agarosa e inmunofijacion para la deteccion de
BOC de IgG en LCR. Ancho de la zona gris (5-95%) y valor de discriminacion (10 mg/L). Los
valores se expresaron como [IgG] (mg/L)/ BOC+ en LCR (%). Control (Hbh).
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B. Analisis del indice Kappa

El indice Kappa (IK), se aplico para evaluar la concordancia de los porcentajes
de Sl identificada por FIE y el indice 1gG, tomando como regla de oro, el
diagnostico clinico. El valor del IK por la deteccion de BOC en el LCR fue de
0.8, equivalente a una muy buena concordancia de los resultados mientras que

el del indice IgG fue 0.6, indicativo de una concordancia moderada.

Se compararon los porcentajes de personas con S| de obtenido por el indice
IgG y la presencia de BOC en el LCR, obtenidos por la evaluacién paralela en
una misma muestra. Si bien ambos sistemas no son comparables, la evidencia
de sintesis intratecal de Ig, permitié estimar las diferencias. El indice IgG
mostro 60 % de positividad y la FIE 83.3 % de evidencia de BOC de IgG en el

LCR.

La figura 10 muestra el porcentaje S| detectada por FIE y el indice 1gG en
personas con EM. El nUmero de personas con BOC en el LCR fue superior a los
que tuvieron Indice IgG positivo,(Prueba Chi cuadrado, *p<0.001). Un 20% de
los resultados negativos por el indice IgG, fue detectado por FIE como
positivos. El nimero de falsos negativos observados por el indice I1gG fue mayor

que por la FIE.
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Fig. 10. Frecuencia de S| detectada por el indice 1gG y la identificacién de BOC de IgG en el
LCR por FIE en personas con EM (n=30). El nimero de casos positivos por FIE fue
significativamente mayor que el indice IgG. Prueba de 3*=12.98, **p=0.0003.

4.1.2. Validacion externa del método de FIE en agarosa e inmunofijacion

La Fig.11 representa la réplica de las muestras evaluadas para este ensayo.
Los casos 2, 3, 4 y 5 fueron positivos, el caso 1 fue negativo El Anexo 3
muestra el reporte de confirmacion del resultado recibido en nuestro
laboratorio. El dictamen considero, 100% de concordancia de los resultados

obtenidos a ciegas en nuestro laboratorio y el de referencia.
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Fig.11 Patrdon de las muestras duplicadas de LCR incluidas en el ensayo de validacion externa
realizado a ciegas en nuestro laboratorio. Las muestras duplicadas se muestran de izquierda a
derecha, casos positivos 2, 3, 4,5 y caso 1 negativo.

4.2. Objetivo 2. Respuesta idiotipica (reaccionsgz € |1Ap Nk €N EM

La tabla 4 muestra los datos demograficos obtenidos de la HC (edad, sexo y
raza), de los pacientes evaluados para la respuesta idiotipica. Las personas del
grupo NEM eran portadoras de cefaléa tensional, enfermedad de Alzheimer,
epilepsia focal del lébulo temporal y paralisis del nervio facial. No fue posible
la definicion de la forma clinica de la enfermedad en 3 de las personas

portadoras de EM, por pérdida de los datos clinicos.
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Tabla 4. Datos demograficos de las personas evaluadas

Grupos EM EMSProg EMRR NEM
n=26 n=13 n=10 n=8

L
Edad(afios) | 38/31-46 45/36-50 38/36-45 | 43.6/36-51

sexo (M/F) | 9/17 6/7 4/6 5/3

RazaA 10/11/5 7/5/1 3/6/1 3/2/3

«Valores expresados en Mediana/RIQ (95 percentil). A Negra/Blanca/Mulata

4.2.1. Funcion de la barrera Sangre -LCR e inmunidad intratecal de
personas EM y controles

La tabla 5 muestra el valor de la mediana de la razon albumina y la produccion
local de Acs para los isotipos de Igs G, My A de los pacientes de los grupos | y
Il. La disfuncién de barrera Sangre/LCR fue observada en 5 personas con EM
(19.2%) y 1 NEM (12,5%). En ambos grupos la mayor respuesta isotipica local

68,69 la SI para las

(IgLoc) se observo para la IgG. Similar a lo ya reportado
diferentes clases de Igs mostrdé una frecuencia decreciente IgG>IgM>IgA. En el
grupo |, la sintesis combinada de IgM e IgA estuvo asociada a la presencia de SI

de IgG. En el grupo Il, 2 personas (25%) mostraron Sl de IgA, uno de ellos

combinado con IgM.
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Tabla 5. Razon albumina e inmunidad intratecal en las personas EM y NEM

Grupo EM Ig Loc (mg/L)

QALlb IgG IgA IgM
Mediana 5.55 9.159 2.46 0.75
RIQ 4.2-7.7 4.95-27.98 |1.16-3.86  |0.24-1.27
N 26 26 26 26
Grupo NEM Ig Loc (mg/L)

QAlb IgG IgA IgM
Mediana 4.15 8.006 2.54 0.66
RIQ 3.30-7.15  16.95-25.8 |0.66-4.53  |0.57-1.38
N 8 8 8 8

Siguiendo las consideraciones de Jacobi y cols se considerd que, la fraccion
intratecal de inmunoglobulinas, como el grado de intensidad de la respuesta,
difiere de la cantidad de Acs localmente sintetizado. A partir de la dinamica
particular de regulacion de la respuesta inmune en el SNC, nosotros
exploramos la relacion entre ambas variables, valida solo para los isotipos IgG
e IgM. Los resultados mostraron una correlacion significativa entre las

variables IgGLoc y FligG, en los pacientes con EM, Fig 12.

56



FIIGG = 15,8242+0,5504*x; 0,95 Conf.Int. ' 7
lgGLoc:FIIGG: r? = 0,6253; p = 0,0112 L
58,360 | o
L // o
46,680 o 7
41,520 | o o i
o o o
o e
= .
24,750 o Pl .
17,390 & el
9,072 [ ‘a
2,620 o
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
IgGLoc

Fig 12. Relacion entre la fraccion intratecal de IgG (FligG) y la IgGLoc (IgG producida
localmente en el SNC) en el LCR de personas con EM.Prueba de correlacion de Spearman,
(1gG): r=0.90, **p=0.001.

4.2.2 Reaccidnsgz en SNC de personas con esclerosis multiple y no EM
La respuesta de Acs frente a los virus neurotropicos fue observada en las 23

personas con EM estudiadas. El incremento del IA se obtuvo para al menos uno
de los virus neurotropicos evaluados (lAsgz>1.5). Respecto al sexo, 7 personas
con EM mostraron un IAg aumentado y de estos, solo uno fue del sexo
masculino (1:6). La mayor frecuencia de respuesta en el grupo EM, fue en
orden decreciente, para los virus del sarampion (78 %), varicela zoster (59%) y
rubéola (30%). La mayor frecuencia de combinacion, en este grupo, se observo

entre los virus sarampion y varicela zoster (52.2%).15 pacientes con EM
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mostraron una reaccionsgz positiva y 11 fueron negativos. De ellos 5 mostraron

un patron 11y 10 un patrén Il de reaccion.

En el grupo de referencia (NEM), 4 pacientes fueron positivos para Acs contra
los virus neurotrépicos evaluados. Dos para el virus del sarampion, 1 para el
virus de la rubéola y 1 uno para el virus Varicela zoster. De estos, so6lo un

paciente mostré un patron de reaccionsgz positiva tipo Ill.

La Fig. 13-A muestra la frecuencia de reaccionsz y de los patrones observados
en ambos grupos. Los valores se expresan como porcentaje de casos. La
prueba Chi cuadrado mostré un incremento significativo de la frecuencia de
reaccionsgz en el grupo EM comparado con el grupo NEM. El grupo EM mostro
un incremento significativo del patron Il respecto al patron Il y comparado con

el grupo NEM, p < 0.5,Fig 13-B.
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Fig 13. A. Reaccions; y B. patron de reaccionsz; en los grupos EM y NEM. Prueba no
paramétrica Chi cuadrado, A: diferencia significativa de la frecuencia de reaccion entre los
grupos EM y NEM ** p<0.01 y B. Diferencia significativa de la frecuencia de los patrones de
respuesta en los grupos EM, *p< 0.05 y NEM, **p< 0.01. ®Un solo caso.
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IAs, IAr IAz en los grupos EM con patrones Il y Ill de reacciOngg;

A partir de la mayor frecuencia del patron Ill en el grupo EM, evaluamos el
comportamiento del IA para cada uno de los virus en los pacientes con EM, con
diferentes patrones de reactividad. La prueba de Kruskall-Wallis mostro
diferencias entre los IA para sarampion, rubéola y varicela zoster para los
patrones de reactividad Il, Il (**p<0.01). La prueba de Mann Whitney permitié
definir las diferencias, significativas para los valores del IA contra el sarampion

y la rubéola (**p<0.01,) Fig 14.

&= Sarampeon Z = 2,47; p = ,0130 **

Rubeola Z=7,268; p =,007 —_—
35, V Zoster Z=1,273; p = 0,2026
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Fig 14. IA en pacientes EM con diferentes patrones de reactividad para los virus neurotrdpicos.
Los valores se expresan como la mediana/rango del IA. Mann Whitney U test, ~p<0.01
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El analisis de interaccion del IA para los virus neurotrdpicos en los pacientes
EM, con patrones Il y Ill de reaccionsgz, no fué significatvo en ningln caso. Las
personas con patrones Il y Ill de reactividad mostraron una relacion negativa,

no significativa, entre el IAs e IAzy del 1Az con los IAs e |A;.

4.2.3. Patrones de reaccidnsz; en personas cubanas y europeas con EM

La concentracion de Acs contra la rubéola en la poblacion cubana, para el
rango de edad de las personas estudiadas, también fue estimada. Se tuvieron
en cuenta los datos registrados en la Direccion Nacional de Estadistica y
Registros Médicos del MINSAP, sobre la infeccion por rubéola en Cuba y los
esquemas de inmunizacion aplicados entre los anos 1970 y 1986 Anexo 4. Los
datos aportados por esta instancia indicaron una baja incidencia de infeccion
por rubéola en la poblacién cubana, una inmunoreactividad natural (Acs
naturales) cercana al 4% y una seropositividad del 50%. Los datos
correspondientes a la poblacion europea muestran un 50-70% de anticuerpos
séricos naturales contra rubéola y un 80-90% de positividad para estos

anticuerpos (Comunicacion personal Prof. Hansotto Reiber, Gottingen University, 2006)

La distribucion por género (m: f =1:1,9) y edad (media en anos =38) de los
personas cubanas con EM, fue similar al grupo europeo, razén de género (m: f
1:2) y edad (media en anos =36). La respuesta inmune intratecal mostro
también una frecuencia similar de S| para los diferentes isotipos de Igs (IgG:
IgM: 1gA) (10:4:1 vs 10:3:1) ©7®) comparada con el grupo europeo, y fue

decreciente en frecuencia para la IgG, la IgM y la IgA. La SI de IgM se observo
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en pacientes con IA positivo para VZ, mientras la Sl de IgA se observo en 1

paciente con IA positivo para las tres especies virales.

La diferencia mas relevante entre los grupos cubano y europeo, estuvo
focalizada en la disminucidn significativa de la frecuencia de positividad del

IAR en los pacientes cubanos (30%), comparado con la poblacion europea (60%)

(Comunicacion personal Prof. Hansotto Reiber, Gottingen University, 2006)

4.2.4. Respuesta de Ac contra la PLNF en LCR de personas con EM

La respuesta de Ac contra la PLNF en LCR de 26 personas con EM se estimo por
el IApnr Y la intensidad de la respuesta de Ac contra la PLNF (Fepune) %), Once
personas con EM (42%) fueron positivas para el IApne ¥ 13 negativas. Dos
mostraron valores por debajo del limite de deteccion. Dos personas con lAp e
positivo fueron excluidos del analisis por presentar valores de Qesp<Qmedia pinr,
segln consideraciones reportadas para el analisis de esta variable. El valor
promedio de intensidad de la respuesta de Acpne €n el grupo | (EM) fue de
29.7%. La Fep.ne NO mostro correlacion con las variables Qup, 1gGLOCP N € |ApiNE

(Prueba de Correlacion de Spearman, p>0.05).

La tabla 6 muestra los resultados del analisis de correlacion entre la razon
albumina, y la respuesta frente a la proteina ligera de neurofilamento. La
prueba de correlacion de Spearman no mostré relacion significativa para

ninguna de las variables. La relacion entre la Qup y el IApne fue negativa.
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Tabla 6. Analisis de correlacion de Qaig y la respuesta a la PLNF en EM

Variables n r p
Qae & FEPLNF 9 0.06 0.53
Qars & 1gGLOCRLNF 9 0.25 0.17
QaLs & IApLNF 17 -0,30 0,24

n: numero de casos validos para el analisis

A partir de la relacion significativa observada entre las IgGLoc y la fraccion
intratecal de IgG (Fig 12), y su no asociacion con la PLNF y la Fep.nr, se exploro
el nivel de interaccidén entre la IgGLoc total y la especifica para la PLNF
(IgGLocpinr). La prueba de correlacion de Spearman, no mostrd asociacion

significativa entre estas variables.
Patrones de combinacion del I1Ap Ne Y la reaccionsgz en personas EM

Del los 26 pacientes evaluados para la reaccionsgz y el |Apnr, 8 fueron positivos
para ambos indices y 4 negativos. La prueba Chi cuadrado, no mostré
diferencia entre las frecuencias de positividad y negatividad para estos indices
en el grupo EM, p>0.05. El analisis de correlacion de Spearman, tampoco
mostro relacion significativa entre la Qawp, €l indice de Ac para la proteina

ligera de neurofilamento y la reaccionsz, p>0.5.
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4.3. Objetivo 3. Aspectos clinicos de la deteccidn de la respuesta idiotipica
en EM

La tabla 7 muestra las variables clinicas evaluadas en el grupo de pacientes
con EM. El tiempo de evolucion se expreso en anos, el ritmo de recaidas como
el numero de ataques por ano y el deterioro neurolégico fue medido como la

escala del estado de discapacidad extendido de Kurtzke (EDSS).

Tabla 7. Valores de las variables clinicas evaluadas en el grupo EM

EDSS 14 6 3,5-6,5
Tiempo de evolucion 17 10 5-13

15 5 4-9
Ritmo de recaidas

RIQ: Rango interquartil

4.3.1. Formas clinicas y respuesta isotipica en EM
La Fig 15 muestra el comportamiento de la respuesta isotipica en los

subgrupos de pacientes del grupo | (EM). La frecuencia de sintesis intratecal
en los pacientes con EMSProg (3/8) y EMRR (5/6) no mostro diferencia
significaticativa (Prueba Chi cuadrado, p>0.05), debido, posiblemente, al
tamano muestral. La fraccion intratecal de IgG, tampoco mostré diferencias
significativas para las formas clinicas de la enfermedad en los pacientes con

EM. Un paciente portador de EMSProg, mostré sintesis aislada de IgA, mientras
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la sintesis combinada para los tres isotipos de inmunoglobulinas se observo en

un paciente portador de EMRR. El isotipo dominante fue la IgM.
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4.3.2. 1A, 1Ag, 1Az, formas clinicas, EDSS, tiempo de evolucién y ritmo de

recaidas en EM

La positividad del IAg fue menos frecuente en la forma clinica EMRR (38,4%), y

significativamente menor que el IAs (92%) y 1Az (78%) en este subgrupo clinico y

comparado con el IA para los tres virus neurotrépicos en la forma EMSProg. La

Fig 16 muestra la frecuencia de positividad del IA para las especies virales

evaluadas en personas EMSProg y EMRR, p>0.05, Prueba exacta de Fisher.

100+
75+
o
3
<
50+ *
**
25+
EMSProg EMRR

Grupos

3 sarampion
[ Rubeola
[ Vvaricela Zoster

Fig 16 Frecuencia de |As+ IAg+, IAz+ para virus neurotropicos en personas EMRR y EMSProg.
Disminucion significativa de la frecuencia de positividad del IAz en personas EMRR. Diferencias
de frecuencia en relacion con el IAsy el IA; en EMRR (**p<0.01, Prueba exacta de Fisher) y
comparado para los lAs, IA; comparado con el grupo EMSProg (p<0.05, Chi cuadrado (B/C). Los

valores se expresan como porcentaje de casos.

La prueba de correlacion de Spearman, no mostro asociacion entre los IAs 1Ag,

IAz y la EDSS, el tiempo de evolucion y el nimero de recaidas en EM (p>0.05),

tabla 8.
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Tabla 8. IAs, 1Ag, 1Az, EDSS, tiempo de evolucidén y nUmero de recaidas en EM

EDSS 12 0,45 0,13
Tiempo de evolucion | 14 0,16 0,56
Namero de recaidas 12 0.14 0.65

n: numero de casos validos para el analisis

4.3.3. IAp.nr, formas clinicas, EDSS, tiempo de evolucién y numero de
recaidas en EM

La frecuencia de positividad del 1Ap.\f, fue similar entre los personas EMSProg
(60%) y EMRR (58%). La prueba de correlaciéon de Spearman, no mostro
asociacion entre el |Ap.\r la intensidad de respuesta para esta proteina (Fepinr)
y las formas clinicas de la enfermedad, la EDSS y el tiempo de evolucion en el

grupo EM.

La correlacion entre el IAp.nr Y €l nUmero de recaidas en los pacientes EM fue
significativa (r=-0,82, p= 0.04), no asi para la Fepr, la cual no mostro

asociacion con esta variable clinica, Fig 17.
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Ritmo de recaidas = 3,0344+1,5814*x; 0,95 Conf.Int. P
1Ap ¢ Ritmo de recaidas: r? = 0,3089; p = 0,0391 -

12 ¢

Ritmo de recaidas
—
0] o

o

0,67 1,03 1,33 1,75 2,22 2,90 3,25 4,10

1Ap

Fig 17. Analisis de correlacion entre el |Apnr, €l nimero de recaidas en EM. Relacion
significativa entre el |Ap \r y €l ritmo de recaidas. Prueba de correlacion de Spearman* p<0.05.

Los aportes mas significativos de la evaluacion de la respuesta idiotipica en las
personas con EM.fueron; la relacién significativa observada entre el IAPLNF y
el ritmo de recaidas, no reportado con anterioridad para la enfermedad; la
eficiencia del método de ELISA aplicado para evidenciar la respuesta idiotipica
en estas personas y el condicionamiento probable de la respuesta contra virus
neurotropicos en SNC de personas con EM, por la no inmunizacion para el virus
de la rubéola, en etapas tempranas de la vida, aspectos estos que si bien se
sustentan, al menos en parte, por la hipdtesis de la higiene, no existen

reportes previos. Los resultados que se presentan constituyen herramientas
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paraclinicas que contribuyen al diagnostico precoz y seguimiento clinico

terapéutico de la enfermedad.
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5. DISCUSION

v' Asimilacién del método de FIE en agarosa e Inmunofijacion para la
deteccidon de BOC de IgG en el LCR.

La sensibilidad del método de FIE en agarosa e inmunofijacion para la
deteccion de BOC en el LCR fue superior a la obtenida por electroforesis de
proteina en disco en geles de acrilamida y el indice IgG, métodos aplicados en
la actualidad en los laboratorios del pais. La afirmacion esta avalada en los
resultados de la eficacia global y valor predictivo de positividad, superiores al
90% en el grupo EM y de la prueba del producto cruzado mayor del 20%,

similares a los publicados por otros autores /37%:82:84)

El indice Kappa resulta de valor para el analisis de la concordancia entre los
métodos aplicados para identificar la presencia de SI. El mismo presupone una
buena concordancia de los resultados cuando sus valores estan entre 0.61 y
0.80 "8 El valor de concordancia obtenido por nosotros durante la validacién
del método de FIE en agarosa e inmunofijacion estuvo en el limite superior del
rango referido, lo que permitio evidenciar la mayor capacidad del método
para confirmar de la presencia de sintesis intratecal y su factibilidad, como
herramienta auxiliar de valor diagnostico en enfermedades neuroldgicas.

Durante décadas, las BOC han sido reconocidas como un elemento clave para

el diagndstico en enfermedades neuroinflamatorias °, con una mayor

(153

utilidad en la EM primariamente progresiva ">*. Variaciones, referentes a la
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deteccion de BOC en LCR, se han reportado en diferentes regiones, en EM (60%
en la poblacién japonesa y hasta el 97% en las poblaciones sueca e inglesa) *”

28,139). |as cuales son atribuidas a las diferencias de sensibilidad de los métodos

82-87,1%) Resultado de un estudio realizado en Cuba por Cabrera y

aplicados
cols en 30 personas con EM, mostrd un 58.7% de positividad de BOC en el LCR,
por el método de electroforesis en disco, en gel de poliacrilamida”,en
contraposicion con una frecuencia significativamente superior a la obtenida en
este estudio por FIE, en un mismo nimero de personas con EM. Los resultados
del indice I1gG fueron similares en ambos grupos (60%). Las diferencias

observadas se explican por la menor sensibilidad del método de EFP en

acrilamida comparado con la FIE, resultado este ya reportado con anterioridad

(27-29)

La frecuencia con que aparecen las BOC en el LCR de las personas con EM, no
siempre es elevada. Varios estudios han reportado, una baja frecuencia o
ausencia de BOC en LCR de algunas poblaciones (caucasianos, japoneses, de la
peninsula Arabica y Taiwan), sin que esto sugiera una influencia geografica

136,157) ~ Recientemente un

adicional a los factores clinicos determinantes ¢
estudio en personas portuguesas portadoras de EM con y sin BOC en el LCR,
demostré que ambos grupos eran muy similares respecto al sexo, edad de
comienzo, proporcion de casos con la forma EM primariamente progresiva,
frecuencia de imagenes patologicas detectadas por RM y la severidad de la
enfermedad, sugiriendo un comportamiento modulado por el patrén inmune y

158

genético de cada grupo *®.El analisis del comportamiento genético de esta
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poblacion de personas portadoras de EM, no fue realizado por no constituir un

objetivo de este trabajo.

En la actualidad, es criterio establecido que la respuesta intratecal oligoclonal
en EM evidencia una reaccion cronica autoinmune en el SNC, aunque sin un
consenso del origen de las BOC en estos enfermos, ni de su relacion con la

'822) " Algunas hipétesis sefialan que la

fisiopatologia de la enfermedad !
persistencia de BOC en el LCR obedece a la supervivencia prolongada de las
poblaciones de células plasmaticas y al microambiente que favorece la

159,160)

permanencia de células B a este nivel , mientras otros lo atribuyen a la

respuesta persistente frente a un estimulo antigénico en el SNC, como

resultado del proceso de desmielinizacion y degeneracion axonal ®",

Algunas hipotesis sefalan que la persistencia de BOC en el LCR obedece a la
supervivencia de células plasmaticas en el SNC y al micrambiente que favorece
la permanencia de células B a este nivel,mientras otros lo atribuyen a la
persistencia de un estimulo antigénico a este nivel, como resultado del

158.161) " Una interpretacion

proceso de edesmielinizacion y degeneracion axonal'
adicional a la ausencia de BOC en EM, ha sido dada como indicativo de un
mejor pronostico para la enfermedad y un bajo indice de progresion en estas
personas. Sa Maria-José y cols demostraron una mayor frecuencia de
anticuerpos anticardiolipina en personas positivas para BOC portadoras de EM

con un curso clinico mas benigno de la enfermedad que en aquellos negativos

para BOC ®”- 19 A nuestro juicio, la ausencia de BOC en LCR, presupone un
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mejor pronostico para la enfermedad, a partir del nimero limitado de clones
reactivos de células B contra la mielina.

Las BOC son un factor inmunopatologico clave en EM y otras enfermedades
neuroinflamatorias y son representativas de un proceso inflamatorio crénico

del SNC, luego cambios en el patron de BOC Estan relacionados con la

neuropatologia.

La negatividad de BOC observado por nosotros en este estudio en algunos
pacientes con diagnostico clinico confirmado de EM, se inserta en el

27"29) y en nuestro criterio es

porcentaje de casos reportado por otros grupos
consecuencia de los eventos asociados al curso de la enfermedad en cuyo
contexto tiene lugar una compartimentacion de la respuesta inmune, con
competencia limitada de las células B, que han perdurado durante afos en el

SNC de estos enfermos, por su blanco antigénico "*®,

El grupo con patologias no neuroldgicas mostré la presencia de BOC en una
frecuencia significativamente menor que el de EM, resultado similar a los

162,163

reportes publicados previamente ). La positividad de BOC fue observada

en una persona portadora de un sindrome neuroldgico paraneoplasico,

recientemente reportada en esta entidad '¢?.

De igual manera, la negatividad de BOC en enfermedades no desmielinizantes,
es una consecuencia del cese de la exposicion a nuevos antigenos derivados
del dano del parénquima, mientras los cambios en el patron de BOC

observados en algunas personas con enfermedades neuroldgicas puede ser
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resultado de la competencia de las células plasmaticas por un nicho de

supervivencia limitada (12139 164.163)

Estudios protedmicos han evidenciado que todas las células presentes en el

LCR, son del mismo origen clonal que las productoras de BOC y representan

160,165

una respuesta inflamatoria no exclusiva para la EM ). Asi, se ha reportado

una baja frecuencia de BOC (7.5-30 %), en enfermedades isquemias y cerebro-

79 y en procesos infecciosos encefalicos en nifios y

vasculares del SNC, !
adultos ®?. La positividad de BOC observada en el grupo no EM coincidié con

los reportes ya referidos para las personas con patologias diferentes a la EM

(29,30)

Los patrones de bandas oligoclonales de IgG en LCR contribuyen también a la
heterogeneidad de la EM. Asi BOC contra los lipidos de la mielina se asocian con

la EMRR, EMSProg y no con la EMPP, mientras la EMPP en su mayoria, muestra un

patron de BOC en LCR y suero con BOC adicionales en el LCR, patron de

comportamiento que pudiera atribuirle un valor prondstico en EM. Diferencias

sobre la presencia de BOC en el LCR respecto a la edad, género, duracion de la

enfermedad y severidad clinica y caracteristicas de la RM también introducen

heterogeneidad en la EM.

v Caracterizacion de la respuesta idiotipica en EM

Sistema de barreras en EM
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Las barreras del cerebro son vitales para el mantenimiento de la homeostasis
interna y la preservacion de la integridad neuronal. De la misma manera, los
Acs presentes en el SNC provienen tanto de la produccion local, como de su
transferencia desde el compartimiento intravascular, mientras, el paso de Igs
desde la sangre al SNC es regulada por el sistema de barreras, de ahi el interés
de su valoracion en el analisis de la respuesta de Acs. En este estudio se
observo, un bajo porcentaje de personas con disfuncion de la barrera Sangre-

LCR, resultado que se insertan en los reportes diversos referidos en la EM % 6"

63, 65, 117, 167.168) | a frecuencia no significativa observada para la disfuncion de
barrera en este estudio, no niega el papel patogénico que puede jugar la

disfuncion del sistema de barreras en la respuesta autoinmune cronica

responsable de la progresion del dano axoneuronal en EM.

En la EM, el sistema nervioso central se convierte en un compartimento
inmunologico con inflamacion local lesional y produccion intratecal de
inmunoglobulinas asociada o no a la presencia de BOC que responden en gran
medida a la persistencia de células inmunes a este nivel y a la disfuncion del

sistema de barreras, incluso fuera de las lesiones activas. El incremento de la

permeabilidad de la barrera, ha sido confirmada recientemente en EM 1*%170)

hecho este que argumenta la invasion temprana de células inmunes al cerebro

(171 169-

seguida de desmielinizacién, """ inflamacién microvascular y dafo axonal ¢

171)

.
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Si bien, el cociente albumina es considerado, como un marcador de integridad
de la barrera y el reibergrama como una herramienta que ha aportado una
mayor precision a la interpretacion de los resultados que se obtienen en el
analisis del LCR normal y patoldgico; no existe un patron especifico para la
disfuncion de la barrera en el LCR y los resultados, en ocasiones
inconsistentes, evidencian la necesidad del uso combinado de metodologias y
marcadores que permitan definir con precision, los cambios en la UNV en el
contexto de procesos neurodegenerativos, mas alla de la integridad fisica de la

barrera, evaluada por el cociente albumina. ®*'72),

Por otro lado, el grupo de Simka y cols sefala que el compromiso del sistema
de barrera y la inflamacion endotelial en la EM, tiene lugar por la influencia
de cambios hemodinamicas que interesan a los vasos extracraneales y causan
un reflujo venoso retrdogrado con una mayor entrada de proteinas séricas hacia

el cerebro "3

). Staines y cols, refiriéndose a la influencia de neuropéptidos
vasoactivos sobre la funcion de la barrera en la EM, considerd la EM, como una
enfermedad hemodinamica donde la autoinmunidad vascular contribuye de

79 Los grupos de

forma importante a la etiopatogenia de la enfermedad
Kom, Palmer, Linker sostienen, a su vez, que la transferencia, desde la
periferia hacia el cerebro, de células T CD4 positivas, especificas para la

mielina, argumentan el papel de la barrera en la fisiopatologia de la EM ©®

175,176)
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A partir de las consideraciones planteadas, la disfuncion de la barrera parece
involucrar no sélo cambios estructurales y en la dinamica de flujo del LCR,
sino también cambios hemodinamicas y una respuesta autoinmune que
interesan a la vasculatura extracerebral con un reflujo patologico que propicia
una mayor entrada de proteinas séricas al cerebro y una mayor activacion

microglial e inflamacién microvascular (1°%162:163:174)

El mayor drenaje de
proteinas séricas al cerebro, obviamente implica la mayor entrada de autoAcs
hacia este sitio, y es la causante de desmielinizacion y progresiéon del dano

axonal (152 178,179)

A partir de los cambios hemodinamicos periféricos que influencian la
homeostasis interna del cerebro, la evaluacion de QAlb resulta insuficiente
como indicativo de alteracion en la dinamica de flujo del LCR, de ahi que
investigaciones futuras deberan trazar pautas dirigidas a validar marcadores
bioldgicos que permitan evidenciar la existencia del dano de la barrera, en
este contexto en el curso de la enfermedad y al mismo tiempo, aporten una
herramienta de utilidad para monitorear la respuesta a tratamientos que

(180)- | 3 influencia de

tienen como blanco la existencia del daho de barrera
factores hemodinamicos extracraneales en el curso de la EM, son aspectos
novedosos de investigacion a ser explorados por su influencia sobre el

endotelio vascular, la modificacion del sistema de barreras y su valor probable
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endotelio vascular como una diana a tener en cuenta en la implementacion

de nuevas estrategias terapéuticas.

Respuesta isotipica en EM

Estudios relativo al comportamiento de las clases de inmunoglobulinas en el

SNC de personas portadoras de EM, han sido abordado por diferentes grupos

(181-183) y esta ha sido motivo de andlisis en la interpretacion de la respuesta de

(34,113).

Ac especifica en el SNC de estos pacientes En este sentido, las

diferentes clases de inmunoglobulinas, parecen tener que ver de manera
diferencial con diferentes efectos patogénicos en el contexto de las

181, 182,184

enfermedades neurolégicas ). Asi la IgG se le ha atribuido un accién

mediadora en los mecanismos de citotoxicidad y activacion del complemento

contra los virus varicela zoster y sarampiéon en EM (18

, mientras que la IgM
parece reflejar la permanencia del estimulo antigénico en el SNCy se sugiere
una asociacion con las recaidas agudas y como indicativo de un peor

prondstico para la enfermedad 8",

La evaluacion de la respuesta oligoclonal en el grupo de paciente con EM,
mostré un comportamiento similar a lo reportado por otros estudios en EM, la
mayor frecuencia de sintesis intratecal fue observada para la 1gG y un solo
caso mostréo dominancia de IgM en el contexto de la sintesis combinada para

26,76).

las tres clases de inmunoglobulinas La identificacion de una respuesta

oligoclonal en relacion con la respuesta contra virus neurotrépicos no fue
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significativa para ninguno de los pacientes estudiados y en ningln caso se

observo infeccion activa para estos virus.

En este estudio, la sintesis intratecal de IgM, fue observada en un paciente
EMRR con un patron de respuesta contra virus neurotropico tipo Ill, una EDSS
de 6.5 y 3 recaidas por ano, hallazgos estos que pudiera sustentarse en el

181

valor pronostico atribuido a la IgM "®" y discrepa con el criterio de Schneider y

cols, quienes niegan el valor de la IgM para predecir el curso clinico

desfavorable de la enfermedad ("8,

La SI de IgA fue también poco frecuente en este estudio y no se observo
relacion alguna con datos clinicos en estos pacientes, en coincidencia con lo
reportado para este isotipo de inmunoglobulina. Una frecuencia entre el 7-41%

ha sido reportada en EM (8%

El grupo con patologias no esclerosis multiple no mostré cambios relevantes en
el comportamiento isotopico de la respuesta de Acs. SO6lo un paciente con
demencia senil mostrd sintesis aislada de IgA sin que se pudiera establecer
ninguna relacion de interés con la fisiopatologia de la enfermedad. Este
hallazgo este ha sido reportado con anterioridad y en nuestro criterio no

representa un hallazgo patologico relacionado con esta enfermedad.

Un elemento nuevo considerado en este estudio fue la determinacion de Ig
producida localmente (IgLoc) y la intensidad de la respuesta para las
diferentes clases de inmunoglobulinas (Fllgs), a partir de los datos del LCR

(107

obtenidos por el reibergrama %’ Los valores obtenidos para estas variables
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evidenciaron una relacion significativa solo para la clase 1gG, aunque sin una

relacion relevante respecto al estado clinico-diagnostico de la enfermedad.

Nuestros resultados, evidenciaron una correlacion significativa, entre los
valores de IgGLoc y la fraccidn intratecal de 1gG, no asi para la IgM. Si bien
este analisis no habia sido reportado con anterioridad, no existe una
referencia para emitir criterio respecto al comportamiento de esta variable en
nuestro estudio. Sin embargo, como ambas estimaciones muestran un
significado diferente en el contexto de la dinamica de la respuesta inmune
intratecal su validacion, para todas las clases de inmunoglobulinas, pudiera ser
de utilidad para distinguir la dominancia de dicha respuesta desde el punto de

vista del agente causal o en relacion al curso clinico de la enfermedad.
Reaccidnggz en el sistema nervioso central de personas con EM

Desde principios del siglo XX, se ha acumulado mucha informacion sobre el
papel de los virus en el proceso de desmielinizacion en el SNC y se sabe que
mas de 10 clases de virus pueden inducir lesion en la sustancia blanca, tanto

en modelos animales como en humanos ('8¢192),

Mas del 80% de los personas con EM desarrollan una respuesta inmune humoral

contra agentes virales como el sarampion, la rubéola, varicela zoster y virus

Epstein Barr, entre otros (%'

, ho relacionado a infecciones agudas. Por esta
razon, hoy dia, se considera la presencia de respuesta inmune contra estos
virus como una evidencia Uutil para el diagnostico en enfermedades

neurologicas autoinmunes 7%,
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La evaluacion de la respuesta de Acs contra virus neurotropicos en el grupo de
pacientes con EM, mostro un patron de comportamiento similar a lo reportado

19%) El aspecto distintivo de nuestros resultados

por el grupo de Reiber y cols
estuvo dado por una muy baja frecuencia de Acs contra el virus de la rubéola,
en el grupo de pacientes cubanos comparado con personas europeas.

Diferentes explicaciones pudieran explicar el comportamiento para este virus

en el grupo EM.

Aspectos epidemiologicos relacionados con la edad, inmunizaciones previas o
estado de no respuesta particular para estos virus en el SNC de estos enfermos
pudieran ser algunos de estos argumentos. Sin embargo, protocolos
epidemiologicos y de inmunizacion desarrollados en otras regiones reportan,
una baja respuesta de Acs (30%) para rubéola en personas menores de 35 afos
procedentes de regiones tropicales (Trinidad y Panama), comparado con mas
del 80% en Europa y EUA """, La media de edad de nuestra muestra en estudio
es superior a los 35 afnos, Diferencias epidemiologicas respecto al sexo y la
procedencia (region tropical), comparado con el grupo de referencia, no son
explicables. Si bien ambos grupos mostraron una distribucién similar de
acuerdo al sexo y edad, las diferencias de procedencia no pueden ser
explicables solo para esta especie viral. El Unico factor para el cual se observo
la diferencia estuvo relacionado con el estado de inmunizacion para este virus
en etapas tempranas de la vida en este grupo de pacientes, que tiene su

argumento en la hipotesis de la higiene, referida en este trabajo.
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Otro aspecto a considerar en este analisis es lo relacionado con
inmunizaciones previas en este grupo de pacientes, a partir de la conocida
hipotesis de la higiene, ya referida en este trabajo. En este grupo, existio el
antecedente, de que estos pacientes, en su mayoria del sexo masculino, no
fueron inmunizados para este virus, ni se recoge antecedente de haber
padecido la enfermedad durante su ninez o adolescencia (datos obtenidos de
las instancias de salud autorizadas, Anexo 4), resultado este que sustenta la
hipotesis de la higiene y argumenta la baja frecuencia de respuesta para este
virus particular en este grupo de pacientes y su diferencia respecto al grupo

europeo.

El comportamiento diferencial de la respuesta de Acs contra las especies
virales del sarampion y la rubéola es un argumento adicional a la hipotesis
planteada. El estado de no respuesta para virus neurotropicos en el SNC,
aunque es un elemento a considerar en el comportamiento de este grupo de
pacientes, en nuestro caso no es argumento para explicar la baja frecuencia
de respuesta particular observada contra el virus de la rubéola en este grupo,
dado que la respuesta para los otros virus neurotropicos mostréo un
comportamiento similar a lo reportado por otros grupos “* 1% = que
evidencia el estado de competencia inmune en estas personas. Por otra parte,

la respuesta de Acs contra estos virus neurotropicos es del isotipo 1gG, la cual

mostré un comportamiento similar a lo reportado en el SNC de estos enfermos.

81



En nuestra opinion, la baja reactividad inmune para el virus de la rubéola
observada en el grupo de pacientes cubanos EM estudiados, no puede ser
considerada por la influencia de factores demograficos referidos al sexo o
procedencia regional, sino que probablemente otros factores condicionantes
como la inmunizacion pasiva o la infeccion natural por alguno de estos virus,

42,43, 192,194 | 3 inmunizacion selectiva

pudiera ser un elemento a considerar
de las mujeres con anterioridad a la campana de vacunacion en Cuba en 1986,
es un argumento adicional a la hipétesis planteada, dado que mayor

frecuencia de positividad del IA contra esta especie viral fue observada en las

personas del sexo femenino, que si fueron vacunadas contra esta especie viral.

Si bien, no existen reportes previos referidos al comportamiento de la
respuesta de Ac contra el virus de la rubéola en SNC de personas con EM, este
hallazgo constituye un reporte novedoso, que aunque sustentado en la
hipotesis de la higiene, debe ser confirmado en otros estudios para establecer
su verdadera relevancia. No se descarta la posibilidad de subregistros
relacionados con la infeccion por el virus de la rubéola u otros virus
neurotropicos en la nifez o la adolescencia, incluso en areas donde los

reportes son obligatorios "%

Si los Acs son sintetizados, secundariamente a una vacunacion o a una
infeccion natural, durante la infancia, dicha reaccionsg; pudiera considerarse
entonces como una senal, razonablemente evaluable al inicio de la

enfermedad.
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Un Ultimo aspecto a considerar en este analisis, es lo relacionado con el efecto
de la vacunacion, como elemento inductor de la enfermedad. La asociacion de
la vacunacion con la EM ha sido reportado a la inmunizacion contra el virus de
la influenza, el tétano y la hepatitis B, los cuales han estado asociados con el

192,194)

inicio y/o empeoramiento de la enfermedad , aunque estos mismos

refieren que estos hallazgos pudieran ser resultado de factores propios del

preparado vacunal, como los adyuvantes (192194

La seguridad de las vacunas virales actuales y las manifestaciones clinicas
derivadas de su aplicacion han sido probadas, y aunque en opinion de algunos
autores vacunacion ha sido asociada con el curso de la EM, la baja frecuencia
de enfermedades autoinmunes posterior a la vacunacion y su no asociacion con
otras enfermedades como las vasculitis la diabetes mellitus, no permiten
establecer un consenso sobre la influencia de la vacunacién contra virus con

tropismo hacia el SNC, en la incidencia o el curso de estas enfermedades "%

La evidencia de reaccion positiva para los virus neurotropicos en personas con
demencia y vasculitis también fue observada en este estudio. Esto, coincide
con algunos reportes de la existencia de respuesta contra estos virus en
enfermos con patologias no EM, como evidencia del caracter autoinmune
general que evidencia esta reaccionsg; y su relacion con los procesos

inflamatorios crénicos que tienen lugar en el SNC.

La alta frecuencia de respuesta poliespecifica contra virus neurotropicos

reportada en EM, ha argumentado su validez para distinguirla de otras
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enfermedades inflamatorias del sistema nervioso “» 4109

Una baja
frecuencia de la reaccion poliespecifica contra virus neurotropicos se ha
reportado en enfermedades infecciosas del SNC y en otras enfermedades
neurologicas que le han aportado a este analisis elementos relevantes, desde

el punto de vista del diagnostico diferencial 3 10%126),

v' Aspectos clinicos de la identificacién de la reacciénsgz en EM

Muchos son los reportes que avalan la hipotesis medio ambiental como un
factor predisponente para padecer la EM; sin embargo, no queda claro si la
autoinmunidad del SNC induce la lesion primaria de la mielina, o si para que
esta tenga lugar, se requiere de cambios degenerativos primarios a nivel del

(33-35, 109, 173,175

axon ). En este estudio no se observo relacion significativa entre

la reaccionsg; y las variables clinicas estudiadas.

Como quiera que la reaccionsgz no refleja un estado de respuesta a una
infeccion activa, la no diferencia de comportamiento de la reaccion en
relacion a las variables clinicas: formas clinicas de la enfermedad, el ritmo de
recaidas y la escala de discapacidad, sustenta el caracter inflamatorio
autoinmune dado a este analisis, que tienen lugar en todas las etapas de la

enfermedad ¥,

Un mecanismo propuesto para el empeoramiento de los sintomas en EM, esta
relacionado con factores inflamatorios agudos que aceleran el bloqueo de

conduccion y causan agravamiento, al menos, temporal del deterioro
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(195,196)

neurologico . En este sentido, se ha senalado, que las infecciones

40) | a ausencia de

pueden inducir recaidas prolongadas y discapacidad en EM
infeccion viral activa en estos pacientes pudiera ser un elemento a tener en

cuenta en los resultados obtenidos.

v'  Respuesta de anticuerpos contra la PLNF en EM

La sensibilidad de las formulaciones y los métodos analiticos aplicados en la
interpretacion de las variables biologicas del LCR, son de importancia vital
para evidenciar su implicacion clinica e inmunoldgica. El método de ELISA por

nosotros aplicados es un método sensible y validado para el analisis de la

respuesta de Ac especifica en LCR (%)

Nuestros resultados mostraron una frecuencia de positividad del IAp N similar

en los grupos EMRR y EMSProg, y esta en correspondencia con lo reportado por

112,113)

Bartos y cols, , aunque en contraposicion a lo reportado por los grupos

de Silver y Eikelembon “+*)

Los reportes de Silver y Eikellembon, referidos al incremento de Acs especifico
contra la PLNF en LCR, mostraron una mayor frecuencia de positividad en
personas con EMSProg, a partir de lo cual sugirieron su utilidad para distinguir

la forma progresiva de la enfermedad “**)

. Por otro lado, Bartos y cols
negaron las diferencias para este indice respecto a la forma clinica vy
sugirieron que el mismo, reflejaba un factor inflamatorio general no

relacionado a las variables clinicas en EM (%113,
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Otros analisis en suero y LCR han demostrado la estabilidad de la produccion
intratecal de estos Acs y sostienen el criterio de que las variaciones
observadas por los diferentes grupos en dicha respuesta responde a otros
factores no relacionados con estos factores y que la deteccion de los isotipos

IgM e IgG contra la PLNF no mostraron variaciones en el SNC de estos enfermos

(114)

La relacion significativa observada entre el IApne y las variables clinicas
observada en este estudio, tiene como antecedente los estudios de Silver y

44)

cols “ respecto a las formas clinicas de la enfermedad y de Bartos y cols

respecto a las formas clinicas y la EDSS (112

, sin embargo, en la literatura, no
han sido referido estudios referentes al comportamiento del ritmo de recaidas
no han sido referidos. Un resultado novedoso de este trabajo, fue la
correlacion significativa observada entre el nUmero de recaida y el |Ap.ne.que

sugiere su validez como marcador biolégico en relacion con esta variable

clinica y de utilidad para evaluar la progresion de la enfermedad en EM

La historia natural de la EM sigue un patron evolutivo muy variable e
individualizado, en el cual la enfermedad puede permanecer estable durante
largo tiempo, ser interrumpida por una recaida o progresar rapidamente desde

sus inicios con o sin recaidas sobreanadidas "4

). Las bases biologicas de las
recaidas, aunque involucran mecanismos inflamatorios en general, muestran
diferencias para las formas clinicas EMRR y EMSProg, en la primera, se asocia a

un patron de actividad caracterizado por inflamacién, desmielinizacion vy
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transaccion axonal con duracion y distribucion temporo-espacial variable del

dafio neurologico ®®2°Y: mientras en la forma EMSProg, se asocian de manera

sustancial al dafio axonal y la acumulacion de la discapacidad ?7-2°",

Con independencia de la relacion significativa reportada por Silver y cols entre

4“44) " en nuestro criterio, la

el IA contra PLNF y la atrofia cerebral en EM !
significacion de la relacion de este indice con el ritmo de recaidas aporta la
posibilidad de evidenciar de manera precoz cambios relativos al dano axonal.
De manera adicional, sirva para predecir de manera indirecta el curso clinico o
de progresion de la enfermedad, a partir del criterio establecido, de que el

proceso de degeneracion axonal, tiene lugar desde las etapas tempranas de la

enfermedad.

Como quiera que cambios relativos al dano axonal pueden ser significativos en
cualquiera de las etapas de la enfermedad., el IA para la PLNF, como
indicativo de progresion pudiera ser también de utilidad para monitorear
intervenciones terapéuticas antiinflamatorias desde los estadios mas

tempranos de la enfermedad.

La evaluacion de la intensidad de la respuesta de Ac especifica en EM, es otro
elemento abordado por primera vez en nuestro medio. Este tiene como
antecedente los reportes de Jacobi y cols en el 2007 °? referidos a la
imposibilidad de evaluar la intensidad de la respuesta especifica en el SNC,
basado en el estudio del IA especifico y si por la evaluacién de la fraccion

intratecal %,
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Desde este enfoque, la estimacion de la fraccion de Ac especifica, resulta
novedosa en la interpretacion de la respuesta de Acs en el LCR, pues permite
distinguir el grado de intensidad de la respuesta en cada caso particular.
Nosotros no observamos diferencias significativas de los resultados obtenidos
en el analisis de la intensidad de respuesta para la PLNF, ni fue de interés
respecto a las variables clinicas. En la literatura no existen reportes previos de

este analisis para la PLNF.

Luego, esta reaccion inflamatoria derivada de las células T autoreactivas,
pudiera ser el enlace responsable de la desviacion de la respuesta hacia un
patron Th2 con produccion de Acs contra la PLNF, teniendo como sustento la
supervivencia de clones de células B en el SNC de estos pacientes (. De la
misma manera, la ruptura de axones y neuronas asociados a la desregulacion
inmune podria ser, en mayor o menor medida, un elemento comun a todas las
fases de la EM como argumento a la positividad del indice en ambas formas

clinicas de la enfermedad.

Estos resultados, son una evidencia mas de que antigenos secretados desde el
tejido cerebral danado, pueden inducir la produccion de autoAcs en EM en
asociacion al comportamiento de determinadas variables biologica. La
correlacion positiva observada entre el ritmo de recaida y el IAp.nr, constituye
un resultado novedoso, que aporta un sustento clinico al valor del IAp N cOmMoO
indicador de progresion en pacientes EM, y pone en evidencia un punto de

contacto de clinico/biologico.
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Si se asume que la inflamacion es el conductor principal de la

neurodegeneracion en EM (1%

, estas implicaciones pudieran ser importantes a
tener en cuenta en el contexto de validar el papel de los Acs respecto a los
diferentes estadios clinicos de la enfermedad, y su valor para evidenciar el

dano o la recuperacion axonal, con el uso combinado de metodologias

sensibles y validadas.

La heterogeneidad de la enfermedad respecto a su comienzo, curso clinico y
respuesta al tratamiento, la sensibilidad de los métodos empleados para el
estudio de marcadores en los fluidos bioldgicos, las formulaciones empleadas
para el analisis y la interpretacion de los resultados, asi como la seleccion y
caracterizacion de las muestras en estudio son elementos a tener en cuanta
para este analisis en virtud de poder arribar a un consenso necesario en la
busqueda de marcadores biologicos ligados a la neuropatologia de la
enfermedad. Estos elementos permitiran, por una parte explicar las
diferencias en los resultados obtenidos por los diferentes grupos y por otro
lado atribuir la relevancia de este analisis en el contexto de las diferencias

observadas por los diferentes grupos en EM (112 113, 198,199)

La ausencia de marcadores diagnosticos especificos es particularmente
deletérea para el diagnostico de la EM y como consecuencia los pacientes no
pueden ser evaluados, ni manejados adecuadamente desde el punto de vista

145,202)

terapéutico. . Los métodos de FIE en agarosa y ELISA para la evaluacion

de la respuesta idiotipica, asimilados en este trabajo, permiten disponer de
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tecnologias altamente sensibles para el diagnostico precoz y la evaluacion del
curso clinico de la enfermedad, apoyado en la evidencia novedosa de la
relacion significativa entre el ritmo de recaidas y la respuesta de Ac contra la

PLNF demostrada en estos enfermos.

En general las contribuciones principales de este estudio estan dadas en: 1)la
asimilaciéon del método de FIE e Inmunofijacion con una alta sensibilidad para
la identificacion de la presencia de sintesis intratecal de IgG en el LCR y/o la
confirmacion diagnostica, 2) la validez de la identificacion de la respuesta de
Acs especifica en SNC de pacientes con EM, apoyado en el uso del ELISA
combinado con otras metodologias y herramientas auxiliares para el analisis de
los datos del LCR, 3) la eficiencia del método de ELISA para evidenciar la
respuesta idiotipica distintiva en personas portadoras de EM y 4) la relacion
significativa entre el |Apnr ¥ €l ritmo de recaidas como un elemento novedoso

que aporta una herramienta auxiliar para el seguimiento clinico en EM.

Nuestros resultados aportan herramientas para el diagnostico precoz y el
seguimiento de la EM, en relacion con variables clinicas determinantes,
aspectos de impacto clinico bioldgico para la enfermedad. Al mismo tiempo,
los mismos sientan pautas para el diseno de nuevas investigaciones dirigidas al
estudio de nuevos marcadores para la evaluacion de la funcion del sistema de
barreras en el contexto de estas enfermedades y el estudio de
condicionamientos genéticos que pudieran modular la respuesta de Acs contra

virus neurotropicos en SNC de estas personas.
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Los métodos de FIE en agarosa y ELISA para la evaluacion de la respuesta
idiotipica, asimilados en este trabajo, permiten disponer de tecnologias de
valor diagnostico y la evaluacion del curso clinico y/o progresion de la
enfermedad, apoyados en la evidencia de su relacion con variables clinicas
determinantes para la enfermedad, aportan precision al diagndstico en EM y
nos ponen en condiciones de poder contribuir al conocimiento de nuevos
eventos relativos al curso clinico de la enfermedad y el monitoreo de nuevos
farmacos en EM, aspectos estos de impacto clinico biolégico no exclusiva para

la EM.

Por todo lo referido, se hace necesario el desarrollo de protocolos de
investigacion dirigidos a la busqueda y validacion de marcadores
neurobioldgicos que permitan establecer un diagnostico temprano mas preciso
y un seguimiento clinico y terapéutico en EM, apoyado en el uso combinado de

meétodos de sensibilidad validada.
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6. CONCLUSIONES

1.

El método validado aporta una herramienta auxiliar de apoyo clinico
asistencial, no disponible en la actualidad en nuestro medio.

El comportamiento diferencial de la respuesta contra virus neurotrépicos
en personas cubanas con EM respecto a lo reportes previos, se sustenta
en factores referidos a la hipotesis de la higiene.

EL punto de contacto neurobioldgico demostrado entre el indice de Acs
para la PLNF y el ritmo de recaidas en las personas con EM, aporta una

herramienta auxiliar como indicador de progresion para la enfermedad
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7. RECOMENDACIONES

1.

Extender al resto de las instituciones del pais, el método de FIE en
agarosa e inmunofijacion asimilado para su aplicacion como herramienta
paraclinica en el estudio de enfermedades neuroldgicas.

Disenar investigaciones que permitan evaluar la relevancia del |Apnr
como marcador de progresion y su utilidad para distinguir cambios
clinicos de mayor espectro en el curso de la EM.

Promover el desarrollo de investigaciones para el estudio de los factores
hemodinamicos con repercusion en la fisiopatologia de enfermedades
neurologicas como la EM.

Desarrollar protocolos de investigacion para validar nuevos marcadores
neurobiolégicos que permitan un diagnostico y  monitoreo

clinico/terapéutico temprano en la EM.
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10.ANEXOS

ANEXO 1

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN INVESTIGACION CLINICA

YO! mmmm e o e estoy de acuerdo en
participar como paciente en la investigacion clinica dirigida a estudiar la
presencia de bandas oligoclonales y otros marcadores bioldgicos en liquido

cefalorraquideo y suero de pacientes con esclerosis multiple.

Yo he sido informado de los objetivos de esta investigacion y de lo que
representaria para nosotros, que padecemos de esta enfermedad. Esta
aprobacion es totalmente voluntaria y no representa ningn compromiso, pues
estoy en plena libertad de no aceptarla con garantia de recibir una atencion

médica adecuada.
Al firmar este documento autorizo mi inclusion en dicha investigacion y para
que asi conste y por mi libre voluntad firmo la presente. Consentimiento, que

doy en presencia del médico que me asiste y del cual he recibido todas las

explicaciones, a los --- dias del mes ---- del 200---.

Testigo

110



ANEXO 2

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN INVESTIGACION CLINICA

Y Or o e e estoy de acuerdo en
participar como control en la investigacion clinica dirigida a estudiar la
presencia de bandas oligoclonales y otros marcadores bioldgicos en liquido

cefalorraquideo y suero de pacientes con esclerosis multiple.

Yo he sido informado de los objetivos de esta investigacion y de lo que
representaria para las personas que padecen de esta enfermedad. Esta
aprobacion es totalmente voluntaria y no representa ningn compromiso, pues

estoy en plena libertad de no aceptarla.

Al firmar este documento autorizo mi inclusion en dicha investigacion y para
que asi conste y por mi libre voluntad firmo la presente. Consentimiento, que
doy en presencia del médico que solicita mi colaboracién y del cual he

recibido todas las explicaciones, a los --- dias del mes ---- del 200---.

Firma del enfermo Firma del médico

Testigo
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ANEXO 3

Aval de validacion externa

Date: Mon, 30 Jun 2003 16:29:48 +0200

From: Hansotto Reiber <hreiber@med.uni-goettingen.de>
To: Maria Robinson-Agramonte <robin@linux.neubas.sld.cu>,
Subject: IEF

Dear Maria!

Your results of the isoelectric focussing with oligoclonal IgG detection

have been perfect regarding the interpretation. Lore found in case 3 as much
bands as you have described, and also in case 5 she found 5-6

oligoclonal bands, one in the far alkaline range. So, may be your method
could be a bit more sensitive or your electrophoretic range is not so far

into the alkaline region. But the many bands in case 3 are in the

normal pH range between 7 and 9.
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ANEXO 4
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