Estudio de las subpoblaciones linfocitarias y secrecion
intratecal en pacientes con esclerosis multiple definida
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La esclerosis multiple (EM) es una
enfermedad inflamatoria desmielinizante
del sistema nervioso central que afecta al
cerebro y a la médula espinal que se
caracteriza por inflamacion, desmie-
linizacién, pérdida neuroaxonal y gliosis en
diferente grado. El siguiente trabajo
realizado en colaboracidn entre la Facultad
de Medicina de la Universidad Auténoma de

Chile de Talca; el Laboratorio de Riesgo
Vascular, UGC de Bioquimica Clinica del
Hospital Universitario Virgen Macarena de
Sevilla, Espafia y la Unidad de Esclerosis
Multiple del Hospital Universitario Virgen
Macarena de Sevilla, Espafa tuvo como
objetivo la cuantificacién de subpoblaciones
linfocitarias en liquido cefalorraquideo vy
sangre de pacientes diagnosticados de
esclerosis multiple y en pacientes con
enfermedades no degenerativas (controles),
con el fin de encontrar variables o relaciones

Pty

entre las mismas que permitan diferenciar el
estado inmunoldgico de los pacientes de
cadagrupo.
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Resumen

La esclerosis multiple (EM) es una
enfermedad inflamatoria desmielinizante y
autoinmune del sistema nervioso central
que afecta al cerebroyalamédulaespinal. El
objetivo del estudio fue la cuantificacién de
subpoblaciones linfocitarias en liquido
cefalorraquideo y sangre de pacientes
diagnosticados de esclerosis multiple y en
pacientes con enfermedades no
degenerativas (controles), para encontrar
variables o relaciones entre las mismas que
permitan diferenciar el estado inmunolégico
de los pacientes de cada grupo. Este trabajo
se ha llevado a cabo conjuntamente con el
Hospital Universitario Virgen Macarena de
Sevilla entre los afios 2008 y 2010. Es un
estudio de tipo descriptivo, transversal y de
cohortes. La poblacién seleccionada (n=142)
estuvo compuesta por sujetos a los que se
les realizé una punciéon lumbar y una
citometria de flujo, tanto de LCR como de

sangre. El Grupo 1 (n=70) fue el grupo
control, Grupo 2: (n=53): pacientes con
esclerosis multiple remitente recidivante
(EMRR), Grupo 3: (n=5), pacientes con
esclerosis multiple de tipo primaria
progresiva y Grupo 4 (n=14), pacientes que
presentaban un sindrome neuroldgico
aislado. Los resultados mostraron un
aumento de células B en LCR en pacientes
con EM que sugirieron un aumento de la
actividad inflamatoria focal en el SNC. En
cuanto a NKCD8- se observd una
disminucion de los niveles totales de NK, asi
como de los NKCD8 con respecto a los
controles y un mayor valor del indice de IgG
enlos pacientes con EMRR.

Palabras clave: esclerosis multiple *
subpoblaciones linfocitarias * bandas
oligoclonales * citometria de flujo.

Introduccion

La esclerosis multiple (EM) es una
enfermedad inflamatoria desmielinizante
del sistema nervioso central que afecta al
cerebro y a la médula espinal que se
caracteriza por inflamacién, desmie-
linizacién, pérdida neuroaxonal y gliosis en
diferente grado. Se describié por primera
vez por Charcot (1) en el hospital alpétriere
de Paris. Se caracteriza por la presencia de
infiltrados perivenulares de macréfagos y
células mononucleares de la sustancia
blanca y destruccién de la vaina de mielina
que recubre las fibras nerviosas; también se
produce dafio axonal, que es responsable de
la discapacidad permanente que se origina
en esta enfermedad.

La prevalencia de la EM es
geograficamente variable. Aumenta de
manera caracteristica a medida que
aumenta la distancia respecto del ecuador,
siendo los paises con mayor numero de
enfermos aquellos del norte de Europa,
EE.UU., Canadd, Nueva Zelanda y Australia.
De esta manera se convierte en la
enfermedad neuroldgica créonica mas
frecuente en adultos jovenes en Europa y
Norteamérica, con edad de comienzo entre
los 20y 40 afios. Afectaamasde 2,5 millones
de personas en todo el mundo, siendo mas
comun en mujeres que en hombres,
aproximadamente en una proporcion 2:1.

Con respecto a la etiologia de la
EM, estd aceptado considerarla como una
enfermedad autoinmune dado que en las
lesiones agudas se detectan células T
colaboradoras (CD4+) (linfocitos T
autorreactivos especificos para el antigeno
(2)) y una expresién anémala de los
antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il en macréfagosy
astrocitos. Ademas, existe también
activacién de las células B, demostrada por
la presencia de inmunoglobulinas
sintetizadas en el sistema nervioso central,
que dan lugar al hallazgo caracteristico de
bandas oligoclonales en el LCR liquido
cefalorraquideo (LCR).

La EM en mas del 50% de las
ocasiones se asocia a la region HLA
(complejo mayor de histocompatibilidad) en
el cromosoma 6 (3). En un estudio
poblacional, este vinculo también se
establecié en un area del cromosoma 14 (4).
Datos epidemioldgicos sugieren que la
exposicion a un factor ambiental en la
infancia (virus) predispone a un individuo a
desarrollar esclerosis multiple (5). Este
posible desencadenante ambiental puede
producir linfocitos T autorreactivos, lo cual
crea un estado de autoinmunidad, que tras
un periodo de latencia en presencia de un
factor desencadenante (posiblemente una
infeccidn) da lugar a la enfermedad clinica
(6). Otra posibilidad que se supone, es la
exposicion a un superantigeno que pueda
activar de forma no especifica un subgrupo
de linfocitos T. Una vez activados, estos
linfocitos T atraviesan de forma selectiva la
barrera hematoencefélica y, al volverse a
exponer a su autoantigeno, inician una
reaccion inflamatoria que provoca
desmielinizacion y pérdida axonal. Esto
puede causar deterioro neurolégico dando
lugar a una desmielinizacién persistente,
pérdida axonal y gliosis que son los sustratos
patoldgicos de la incapacidad permanente

(7)(8).

Recientemente se ha publicado un
articulo (9) que nuevamente pone de
manifiesto lainfluenciade lascélulasByTen
los procesos de autoinmunidad de la propia
enfermedad y evidencia como estas células
parenquimales estan ausentes en las areas
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de pérdida inicial de oligodendrocitos y en
areas de degeneracion y muerte de los
infiltrados de mielina por fagocitosis de
mielina. En contraste, en las areas finales de
completa desmielinizacién, se observd un
gran numero de células T, células B e
inmunoglobulina G (1gG)-positiva de células
plasmdticas, poniendo de manifiesto la
participacién de las células Ty B en el
proceso de activacién de la respuesta
inmune adaptativa (9).

El estudio de los biomarcadores
refleja la alteracion del sistema inmune en
pacientes con EM, entre los que se encuen-
tran los cambios en las subpoblaciones
linfocitarias que alertaran ante una situacion
anormal de su sistema inmune, que se vera
reflejada en la cuantificacién y los ratios
obtenidos mediante la determinacién de
estos parametros por citometria de flujo.

El objetivo del estudio fue
cuantificar subpoblaciones linfocitarias en
LCR y sangre de pacientes diagnosticados de
esclerosis multiple con y sin tratamiento
farmacolégico y en pacientes con
enfermedades no degenerativas (controles),
con el fin de encontrar variables o relaciones
entre las mismas que permitan diferenciar el
estado inmunoldgico de los pacientes de
cadagrupo.

.

Materialesy Métodos

Este trabajo se realizé6 conjun-
tamente por la Unidad de Esclerosis Multiple
y el Laboratorio de Bioquimica Clinica y
Biologia Molecular del Hospital Universitario
Virgen Macarena de Sevilla entre los afios
2008 y 2010. Es un estudio de tipo
descriptivo, transversal y de cohortes. La
poblacién seleccionada estuvo compuesta
por sujetos a los que se les realizd una
puncién lumbar y una citometria de flujo
tanto de LCR como de sangre, considerando
para la obtencién de los resultados el
diagnéstico en el momento de la realizacidn
de la puncidn lumbar. Se excluyeron aquellos
pacientes con edad inferiores a 14 afios ya
que los mismos pertenecian al servicio de
pediatria y son casos atipicos de desarrollo
temprano de la enfermedad. El estudio se
realizé con una cohorte de 142 pacientes
seleccionados entre las fechas ante-
riormente mencionadas que fueron
clasificados en diferentes grupos segun su
patologia. El Grupo 1 (n=70) fue el grupo de
pacientes control, con enfermedades
neuroldégicas no desmielinizantes,
diagndstico de hipertension intracraneal
benigna o hidrocefalia normotensiva; Grupo
2 (n=53) fueron pacientes diagnosticados de
esclerosis multiple remitente recidivante
(EMRR); Grupo 3 (n=5), pacientes
diagnosticados de esclerosis multiple de tipo
primaria progresiva (EMPP) y Grupo 4
(n=14), pacientes que presentaban un

sindrome neuroldgico aislado susceptible de
convertir a esclerosis multiple definida
(SNA).

La extraccion de sangre se realizo
simultdneamente con la de LCR. Todas las
punciones lumbares se realizaron previo
consentimiento informado del paciente.

Una alicuota de la muestra de LCR
fue centrifugada y alicuotada junto al suero
para realizar las diferentes medidas por
nefelometria (cuantificacion de inmu-
noglobulinas G, A y M), determinacién de
bandas oligoclonales (BOCG) y citometria de
flujo. Para la determinacion de las BOCG, el
protocolo que se siguid estuvo basado en el
método de mayor sensibilidad y espe-
cificidad descrito hasta el momento para
este tipo de prueba (10). Se realizd6 un
isoelectroenfoque seguido de transferencia
e inmunodeteccién mediante anticuerpos
frente a inmunoglobulina G humana
marcados con fosfatasa alcalina. Tras la
incubaciéon, la membrana se reveld
observédndose el resultado de la prueba.

A todas las muestras de los
pacientes incluidos en el estudio se les
realizdé una citometria de flujo mediante el
Sistema: BD FACSCantoTM (Beckton
Dickinson) tanto de LCR como de sangre. Los
parametros celulares incluidos en el perfil de
citometria de flujo analizados, tanto en
muestras de sangre (suero o plasma) como
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en LCR, se muestran en laTablal. Ademas, se
han evaluado las posibles diferencias entre
los ratios de los marcadores celulares
LCR/suero.

Todos los datos obtenidos se
recogieron en una base de datos Excel
creada especificamente para el estudio.
Ademas de las variables incluidas en la Tabla
I, se incluyeron datos generales de los
pacientes como edad, sexo, niumero de
registro de la muestra, fecha de extraccion y
datos mas especificos de su enfermedad
como tiempo de evoluciéon, tratamientos
recibidos, numero de brotes antes y después
del tratamiento. A partir de la base de datos
se elabord su conversion al programa SPSS
para Windows v.13.0. para proceder al
estudio estadistico de las variables. Los
primeros resultados se han obtenido a partir
de los datos de los dos primeros grupos de
estudio, el grupo 1: grupo control (70) y el
grupo 2: pacientes con EMRR (53), por ser
éstos los de mayor numero de pacientes. Se
realizé un contraste con muestras
independientes y se comprobd previamente

si las medias de los grupos para cada una de
las variables estudiadas eran similares,
observando que la distribucién de las
muestras no fue normal para ninguna de las
variablesincluidas en el estudio. Por tanto, el
test estadistico utilizado para evaluar los
resultados es el de Mann-Whitney de
pruebas no paramétricas para muestras
independientes. (Tablal)

Resultados

Los resultados obtenidos tras el
analisis de los grupos 1 (controles) y 2
(EMRR) se observan en la Tabla Il donde se
presentan Unicamente aquellos resultados
que obtuvieron significacion estadistica
mostrando la p correspondiente para cada
variable obtenida. También se llevd a cabo
un estudio preliminar de comparacion entre
los grupos de pacientes con EMRR, SNA y
EMPP (recodificacién de los Grupos: 1,2y 3
respectivamente).

Se buscaron diferencias de
distintas variables numéricas (los distintos

marcadores celulares) entre varios grupos
(3). Ladistribucion de los datos no es normal
por lo que el test estadistico que se utilizd
para evaluar los resultados es el de Kruskal-
Wallis de pruebas no paramétricas para
varios grupos. En la Tabla 11l se muestran los
resultados obtenidos tras la comparacion
entre grupos. (Tabla lly 1)

Discusién

Al ser un estudio descriptivo, sélo
se exponen los resultados obtenidos del
estudio cuantitativo de las subpoblaciones
linfocitarias y sus relaciones en muestras de
LCRysangredelosgruposde trabajo. No hay
ninguna hipdtesis de partida por lo que los
resultados del estudio no son concluyentes,
tan sélo comparativos con lo descrito en la
literatura hasta la fecha. No obstante, cabe
destacar que la poblacién muestral de los
grupos 1 (controles) y 2 (EMRR) no es
pequefia, por lo que los resultados
obtenidos con alta significacion estadistica
deben ser tenidos en cuenta a la hora de
realizar futuros estudios de similares
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caracteristicas. Respecto a los resultados
presentados en la Tabla I, obtenidos de la
comparacion de las variables entre los
grupos 1 (controles) y 2 (pacientes EMRR)
cabe destacar el aumento de los linfocitos B
CD19 en el LCR de los pacientes diagnos-
ticados de EM. Un aumento de células B en
LCR en pacientes con EM sugiere un
aumento de la actividad inflamatoria focal
en el SNC, sobre todo en los pacientes con
EMRR, en los cuales el curso clinico consta
de una sucesién de brotes clinicos
espaciados en el tiempo, sobre todo en
estadosiniciales (11). Encuantoa NKCD8-en
los pacientes con EMRR, se observd una
disminucion de los niveles totales de NK asi
como de los NKCD8-, dato interesante,
causante de gran controversia en la
bibliografia cientifica debido a que poseen
una funcién citolitica innata por su
capacidad de secrecién de diferentes
citoquinas (sobre todo IL-2); pero en la
esclerosis multiple aun no esta claro su papel
protector. Por todo ello, un descenso de esta
subpoblacién linfocitaria tal y como ya se
comento en la fase preliminar del estudio,
puede demostrar entre otras cosas la
eficacia del inicio terapéutico con
interferones. En cuanto a los linfocitos T
también presentes en el LCR, las
investigaciones realizadas tratan de
averiguar qué papel cumplen estas células
enla EM. El conocimiento de un aumento en
la relacion entre células T CD4/CD8 en
pacientes con EM, que es mas evidente aun
en los pacientes que se encuentran en un
brote (12), ha sido ampliamente estudiado,
sugiriendo que los linfocitos T juegan un
papel importante en la patogénesis de la
enfermedad. Sin embargo, los resultados
obtenidos en el presente estudio indican un
descenso de los linfocitos T CD4 y un
aumento de linfocitos T CD8 en el LCR de los
pacientes con EMRR, lo que conlleva a una
disminucion de la relacién CD4/CDS8, en
contraposicidn alodescrito anteriormente.

Muy probablemente este resultado se deba
a un sesgo importante con el que cuenta el
estudio, ya que el conjunto de pacientes con
EMRR se consideré como un conjunto
homogéneo cuando en realidad se debieron
considerar subgrupos. En la mayoria de los
casos los tratamientos disminuyen la
producciéon de linfocitos By T CD4+
alterando la relacion celular T CD4+/CD8+

(13-16).

En cuanto a los datos obtenidos en
relacién a los indices de las inmuno-
globulinas, un mayor valor del indice de 1gG
en los pacientes con EMRR respecto a los
pacientes control era totalmente esperable,
ya que la secrecion intratecal de IgG es una
caracteristica que se observa en el 95% de los
pacientes con EM.

Se debe destacar también de los
resultados, el aumento del indice de IgA en
los pacientes con EMRR respecto al grupo
control. Sobre la IgA y su implicacién en el
mecanismo inmunolégico de la enfermedad
hay poco descrito y con resultados
contradictorios. En 2004, un grupo del
Hospital Universitario de Suecia, estudio el
valor prondstico de los indices de IgA e 1gG
del LCR en pacientes con EM y se observo
que los anticuerpos IgA pudieran competiry
proteger contra la degradacion de la mielina
causada por IgM e IgG en la esclerosis
multiple (17).

En 2005, mediante estudios
inmunohistoquimicos se demostré una
infiltracidon de células plasmaticas positivas
para el dimero y polimero IgAl y A2. Los
resultados sugieren que las IgA en el SNC
pudieran contribuir al dafio axonal en la EM
(18). No obstante, en el presente estudio la
significacion estadistica respecto a esta
variable se encontré en el limite (0,05) y
habrd que comprobar de nuevo los datos
que se obtengan cuando se amplie el
tamafio muestral del estudio.

Los resultados presentados en la
Tabla Il de parametros bioquimicos
analizados en liquido y suero de pacientes y
controles muestran que existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) a
pesar del limitado nimero de muestras.
Estos resultados deberian ser comprobados
con un tamafio muestral mas amplio para
incrementar dicha significacién estadistica.

Conclusiones

El aumento de los linfocitos B
CD19 en muestras de LCR de pacientes
sugirié un aumento de la actividad
inflamatoria focal en el SNC, sobre todo en

los pacientes con EM. La disminucién de los
niveles totales de NK, asi como de los
NKCDS8-, demuestra la eficacia del inicio
terapéutico con interferones. Existe un
descenso de los linfocitos T CD4 y un
aumento de linfocitos T CD8 en el LCR de los
pacientes con EMRR, lo que conlleva a una
disminucion de la relacién CD4/CDS8, en
contraposicion a lo descrito anteriormente
en la bibliografia. Por ultimo, se deben
destacar los resultados del incremento del
indice de IgA en los pacientes con EMRR
respecto al grupo control, que pudieran
contribuir a potenciar el dafio axonal en la
EM.
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Para la deteccion de Dimero D ante
sospecha de eventos tromboemboliticos.

Para deteccidn de Péptido
natriurético tipo B en insuficiencia cardiaca.

Troponina |, CK-MB y Mioglebina
Para diagnostico del infarto.
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