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Resumen:
							                           
La presencia de bandas oligoclonales (BO) en líquido cefalorraquídeo (LCR) es de importancia diagnóstica en la esclerosis múltiple (EM). La EM es una enfermedad inflamatoria, desmielinizante y neurodegenerativa del sistema nervioso central, de origen autoinmune, que presenta dos fases evolutivas: inflamatoria y neurodegenerativa. El tratamiento de la EM continúa transformándose con opciones a varias terapias. Se propuso hallar el perfil proteico en LCR, en el comienzo de la enfermedad, donde predomina la reacción inflamatoria, mediante electroforesis bidimensional para uso clínico. Para esto se contó con 37 muestras pareadas (LCR y suero) con solicitud médica para estudio de BO por isoelectroenfoque. Como control de LCR, se utilizaron 5 muestras provenientes de fístula nasal espontánea de pacientes sin enfermedad neurológica. De los 37 pacientes con sospecha de EM, el 54% presentó BO, de los cuales el 65% presentó apolipoproteína A-I (Apo A-I) con significación estadística (p=0,001, 87% de sensibilidad y 68% de especificidad, VPP 65% y VPN 88%). La Apo A-I se acompañó de proteínas reactantes de fase aguda positivas: haptoglobina en el 100% y orosomucoide en el 69% de los casos. Se contó con el diagnóstico en 7 de los 37 pacientes: 1 espectro de neuromielitis óptica y 6 EM de evolución “remitente-recurrente”: 4 sin lesión activa por resonancia magnética (RMN) y 2 con lesión activa por RMN, con gadolinio. La haptoglobina y/u orosomucoide se observan cuando hay lesiones activas en RMN. Por lo tanto, la presencia de Apo A-I podría representar una lesión desmielinizante activa en pacientes con EM.



Palabras clave: Apolipoproteína A-I, Líquido cefalorraquídeo, Esclerosis múltiple, Haptoglobina.
		                         


Abstract:
						                           

The presence of oligoclonal bands (OB) in cerebrospinal fluid (CSF) is of diagnostic importance in multiple sclerosis (MS). MS is an inflammatory, demyelinating and neurodegenerative disease of the central nervous system, of autoimmune origin that presents two evolutionary phases: inflammatory and neurodegenerative. MS treatment continues to transform with options for various therapies. The objective of this work was to find the protein profile in CSF, at the beginning of the disease, where the inflammatory reaction predominates, by two-dimensional electrophoresis for clinical use. To this aim, 37 paired samples (CSF and serum) with medical request for study of OB by isoelectric focusing were introduced. As CSF control, 5 samples from spontaneous nasal fistula of patients without neurological disease were used. Of the 37 patients with suspected MS, 54% presented OB, 65% of which presented apolipoprotein A-I (Apo A-I), with statistical significance (p=0.002, 87% sensitivity and 68% specificity, PPV 65% and NPV 88%). Apo A-I was accompanied by positive acute phase reactant proteins: haptoglobin in 100% and orosomucoid in 69% of cases. There was a diagnosis in 7 of the 37 patients: 1 spectrum of neuromyelitis optica and 6 MS with a “relapsing-remitting” course: 4 without active lesion by magnetic resonance imaging (MRI) and 2 with active lesion by MRI, with gadolinium. Haptoglobin and/or orosomucoid are seen when there are active lesions on MRI. Therefore, the presence of Apo A-I could represent an active demyelinating lesion in MS patients.




Keywords: Apolipoprotein A-I, Cerebrospinal fluid, Multiple sclerosis, Haptoglobin.
                                


Resumo:
						                           

A presença de bandas oligoclonais (BO) em líquido cefalorraquidiano (LCR) é de importância para o diagnóstico de esclerose múltipla (EM). A EM é uma doença inflamatória, desmielinizante e neurodegenerativa do sistema nervoso central, de origem autoimune que apresenta duas fases evolutivas: uma inflamatória e outra neurodegenerativa. O tratamento da EM continua sendo transformado com opções de várias terapias. A proposta foi achar o perfil proteico em LCR, no inicio da doença, onde predomina a reação inflamatória, através de eletroforese bidimensional para uso clínico. Para isso houve 37 amostras pareadas (LCR e soro) com pedido médico para estudo de BO por isoeletroenfoque. Como controle de LCR, foram utilizadas 5 amostras provenientes de fístula nasal espontânea de pacientes sem doença neurológica. Dos 37 pacientes com suspeita de EM, 54% apresentaram BO, dos quais 65% apresentaram apolipoproteína A-I (Apo A-I), com significação estatística (p=0,001, 87% de sensibilidade e 68% de especificidade, VPP 65% e VPN 88%). A Apo A-I foi acompanhada de proteínas reagentes de fase aguda positivas: haptoglobina em 100% e orosomucóide em 69% dos casos. Em 7 dos 37 pacientes se contou com o diagnóstico: 1 espectro de neuromielite óptica e 6 EM de evolução “remitente-recorrente”: 4 sem lesão ativa por resonância magnética (RMN) e 2 com lesão ativa por RMN, com gadolínio. A haptoglobina e/ou orosomucóide são observados quando há lesões ativas em RMN. Portanto, a presença de Apo A-I poderia representar uma lesão desmielinizante ativa em pacientes com EM.




Palavras-chave: Apolipoproteína A-I, Líquido cefalorraquidiano, Esclerose múltipla, Haptoglobina.
                                








Introducción


La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad inflamatoria, desmielinizante y neurodegenerativa del sistema nervioso central (SNC), de origen autoinmune. La detección de bandas oligoclonales (BO) en líquido cefalorraquídeo (LCR) indica síntesis intratecal de inmunoglobulinas y se utiliza como criterio diagnóstico paraclínico en la EM (1). El 85% de las personas diagnosticadas durante el inicio de los síntomas cursan la evolución “recurrente-remitente” (EMRR), con mejorías y recaídas a lo largo del tiempo; luego de 10 a 20 años pueden desarrollar un deterioro irreversible y progresivo, característico de la evolución progresiva (EMP). El 15% restante desarrolla desde el inicio un curso clínico progresivo (2). Mientras que en la EMRR, considerada como fase inicial de la enfermedad, predomina el proceso inflamatorio, en la EMP, la neurodegeneración es la principal causa de los síntomas. La EM se caracteriza por la acumulación de lesiones (3). Para identificar las lesiones activas de la EM se administran agentes de contraste basados en gadolinio para mejorar el contraste en la resonancia magnética nuclear (RMN) (4); se utilizan para controlar la progresión de la enfermedad y evaluar la eficacia y efectividad de los agentes antiinflamatorios en la práctica clínica de la EM. La captación de material de contraste administrado por vía intravenosa en lesiones nuevas en el cerebro indica la ruptura de la barrera hematoencefálica (BHE) y la inflamación activa (5). Como bien se sabe, la etapa inicial de la enfermedad es un proceso inflamatorio, pletórico de reactantes de fase aguda (RFA), acompañada de un marcador inmunológico, como las BO. Por otra parte, la detección de BO es la puerta de entrada para diagnosticar EM en el laboratorio bioquímico (1), cuyos marcadores pronósticos se desconocen. Sería posible, a priori, encontrar proteínas inflamatorias en LCR que identifiquen etapas previas a la neurodegeneración. El objetivo de este trabajo fue identificar proteínas por electroforesis bidimensional para uso clínico (2D-UC) (6) en LCR en pacientes con solicitud de BO y postularlas como marcadores bioquímicos de la fase inicial de la enfermedad.





Materiales y Métodos




Muestras


Se procesaron 37 muestras pareadas (LCR y suero) con solicitud médica para estudio de BO por isoelectroenfoque (IEE) y, como control de LCR, 5 muestras provenientes de fístula nasal espontánea de pacientes sin enfermedad neurológica. Se agruparon en:


Grupo control: 5 LCR provenientes de fístula nasal espontánea de pacientes ambulatorios sin alteraciones neurológicas (rinolicuorrea). Estas muestras se utilizaron como control negativo, debido a estudios previos, que avalaron las diferencias con la secreción nasal (7).


Grupo 1: 17 pacientes con sospecha de enfermedad desmielinizante y BO negativas, incluido uno con diagnóstico de espectro de neuromielitis óptica (NMO) y lesiones activas por RMN contrastada con gadolinio.


Grupo 2: 20 pacientes con sospecha de enfermedad desmielinizante y BO positivas. Se contó con 6 historias clínicas de pacientes que tenían diagnóstico de EM de evolución “remitente-recurrente” (EMRR), 2 con lesiones activas y 4 sin lesiones activas con el contraste con gadolinio.

Se consideró que una proteinorraquia menor de 45 mg/dL indicaba que la BHE no presentaba daño aparente (8). Los datos de albúmina, en LCR y en suero, y también el cociente, se utilizaron como marcadores de daño de la BHE.







Métodos



Cuantificación de IgG en suero y en LCR

Se realizó por turbidimetría en el equipo SPA PLUS (Binding Site, Birmingham, Reino Unido). Se utilizó la medición en suero y LCR para llevar a una concentración final de IgG de 3 mg/dL, en ambos líquidos biológicos, para la técnica de IEE.




Cuantificación de proteínas totales en LCR

Cloruro de bencetonio (Cobas-Roche Birmingham, Reino Unido). Método turbidimétrico de alta sensibilidad para la medición de proteínas totales en LCR.




Cuantificación de albúmina en suero y LCR

Se realizó por turbidimetría en el equipo SPA PLUS Binding Site. El cociente de albúmina (Q Alb) se definió como la relación entre la concentración de albúmina en LCR y la concentración de albúmina sérica: QAlb=albúmina LCR (mg/dL)/albúmina sérica (mg/dL) x 100.




Isoelectroenfoque

Se utilizó el equipo Hydragel CSF Isofocusing (Inter- Lab. Roma, Italia), (IEE) Hydragel csf isofocusing-Sebia, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Las proteínas se fraccionaron en función de su punto isoeléctrico. Posteriormente, se realizó una fijación con anti-IgG conjugado con peroxidasa y se colorearon las inmunoglobulinas de interés. Se consideró un resultado positivo cuando en el LCR se observaron, al menos, dos bandas extras respecto al suero (9) (10).

Se analizaron de acuerdo a los criterios de clasificación establecidos para el IEE (Tipo I-II-III y IV); los perfiles de tipo II y III se consideran positivos.




Western blot

Se utilizaron: gel de poliacrilamida, membranas de nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham, Biosciences), antisueros específicos anti-haptoglobina, orosomucoide y apolipoproteína A-I (Dako) y anti-IgG de cabra (Sigma) marcado con peroxidasa y revelado con 4-cloro-naftol (Sigma).





Electroforesis bidimensional para uso clínico (2D-UC)


Consiste en un primer fraccionamiento de las proteínas del LCR por carga, mediante el proteinograma en acetato de celulosa gelatinizado (Cellogel-Biosystem), con buffer veronal pH 8,6; Fi 0,05 (Helena) a 200 V en corriente continua durante 30 min. Finalizado este proceso, la tira de acetato de celulosa fue sometida a un fraccionamiento por tamiz molecular mediante el equipo Mini protean 3 System (Bio-Rad, EE.UU.) utilizando un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10%. Se realizó la electroforesis vertical durante 45 min a 200 V en buffer tris glicina con SDS (6). Finalizado el procedimiento se sometió el gel a la coloración argéntica descripta por Switzer et al. (11). La sensibilidad aproximada del método es de 5 mg/L de proteína (12).




Análisis estadístico

La presencia de proteínas por 2D-UC en relación a las BO se evaluó por el test exacto de Fisher para una cola, con un grado de significación del 5%. El análisis estadístico se realizó con la aplicación GraphPad Prism versión 5.03 (California, EE.UU.).







Resultados


En la Figura 1 se muestran la electroforesis 2D-UC de 2 LCR provenientes de fístula nasal y, en la Figura 2, la de un LCR con BO positivas (tipo II por IEE). Las proteínas que evidenciaron modificaciones en sentido positivo, es decir, que aumentaron su concentración, fueron haptoglobina (Hapto), orosomucoide (Oroso) y apolipoproteína A-I (Apo A-I). Dichas proteínas se identificaron por Western blot (Fig. 2B).

En el Grupo 1 (BO negativas) se observó un incremento de Hapto en el 76% (n=13), de Oroso en el 47% (n=8) y de Apo A-I en solo el 12% (n=2) (Tabla I). De los pacientes que presentaron Apo A-I, uno tenía proteinorraquia normal y el otro elevada.

En el Grupo 2 (BO positivas) se observó un incremento de Hapto en el 85% (n=17), de Apo A-I en el 65% (n=13) y de Oroso en el 55% (n=11) (Tabla II). De los 13 pacientes con Apo A-I, 6 presentaron proteinorraquia normal y 7 elevada.

En la Figura 3 se muestra el predominio de Apo A-I en los LCR de los pacientes que presentaron BO positivas con respecto a BO negativas, con significación estadística de p=0,001. En la Figura 4 se muestra la electroforesis 2D-UC de dos pacientes tipo I por IEE, RFA negativo y otro con Apo A-I, Hapto y Oroso, donde se observa un predominio de Oroso frente a Hapto. En la Figura 5, dos pacientes con diagnóstico de EMRR, ambos sin daño en la BHE, uno de ellos con Apo A-I y predominio de Hapto. En la Figura 6 se observa, en un único paciente con espectro de NMO, la ausencia de Apo A-I y el predominio de Oroso frente a Hapto.

En la Tabla III se muestran los 7 pacientes con historia clínica; ningún paciente con resultados negativos para el contraste con gadolinio por RMN presentó RFA y, los 3 con lesiones activas, mostraron incremento de RFA; uno de ellos presentó además, Apo A-I.
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Figura 1




Electroforesis bidimensional de utilidad clínica (2D-UC) de 2 LCR provenientes de fístulas espontáneas nasales.








Se utilizaron como controles de LCR por no poseer enfermedades neurológicas.
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Figura 2




Identificación por Western blot de las proteínas en LCR y su ubicación en electroforesis bidimensional.








A: Electroforesis bidimensional de LCR de un paciente con bandas oligoclonales (IEE tipo II). En primera dimensión se observa la corrida coloreada con tinción argéntica del LCR y en segunda dimensión el gel de poliacrilamida al 12% coloreado con tinción argéntica. Corrida en SDS-PAGE en una dimensión: a) LCR y b) patrón de peso molecular. B: Western blot con antisueros anti-: 1-albúmina, 2-inmunoglobulina G, 3-transferrina, 4-haptoglobina, 5-orosomucoide, 6-apolipoproteína A-I.
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Tabla I y II




Identificación por Western blot de las proteínas en LCR y su ubicación en electroforesis bidimensional.







I- Electroforesis bidimensional de utilidad clínica (2D-UC) de 2 LCR provenientes de fístulas espontáneas nasales. Se utilizaron como controles de LCR por no poseer enfermedades neurológicas.


II- Identificación por Western blot de las proteínas en LCR y su ubicación en electroforesis bidimensional. A: Electroforesis bidimensional de LCR de un paciente con bandas oligoclonales (IEE tipo II). En primera dimensión se observa la corrida coloreada con tinción argéntica del LCR y en segunda dimensión el gel de poliacrilamida al 12% coloreado con tinción argéntica. Corrida en SDS-PAGE en una dimensión: a) LCR y b) patrón de peso molecular. B: Western blot con antisueros anti-: 1-albúmina, 2-inmunoglobulina G, 3-transferrina, 4-haptoglobina, 5-orosomucoide, 6-apolipoproteína A-I.
















Discusión y Conclusiones


La EM es una enfermedad desmielinizante autoinmune del SNC. La determinación de un diagnóstico o de un pronóstico en patologías complejas y, el avance de drogas de primera o segunda línea para el tratamiento, llevan a la necesidad de la búsqueda de marcadores proteicos. En los perfiles proteicos observados en LCR en pacientes que presentaron BO positivas, la presencia de Apo A-I fue significativa. La metodología empleada fue la electroforesis 2D-UC, que permite abrir el espectro del perfil proteico y, a diferencia de la proteómica convencional, si bien la resolución es menor en 2D-UC, resuelve las muestras en forma individualizada y es aplicable al laboratorio clínico especializado en proteínas. La proteína Apo A-I es muy conocida por su presencia en la lipoproteína de alta densidad (HDL) por su papel fundamental en el transporte reverso de colesterol y también posee varias propiedades vasoprotectoras potentes, que incluyen: estimular la reparación endotelial, inhibir la inflamación, suprimir la apoptosis de las células endoteliales y la agregación plaquetaria y prevenir la oxidación de lípidos (13). En 1979, Roheim et al. (14) describieron la presencia de apolipoproteínas en el LCR, sin daño en la BHE y en 1991 Gelman et al. (15) respaldaron las sugerencias de que las apolipoproteínas tienen funciones importantes en la composición lipídica alterada de la mielina después de la desmielinización, y que pueden desempeñar un papel activo en la remodelación de la vaina de mielina días después de comenzar la desmielinización, sin degeneración axonal. Stukas et al., en 2014, describieron la presencia de Apo A-I en ausencia de ARN mensajero de Apo A-I en el cerebro, lo cual respaldó la hipótesis de que la Apo A-I ingresa al cerebro desde la periferia a través de un transporte celular específico, luego de la inyección intravenosa de Apo A-I humana recombinante (16) y por Apo A-I marcada con Alexa Fluor 647 (17). Estos hallazgos implican a la BHE como un portal importante para la entrega de Apo A-I al cerebro. En el presente trabajo fue notoria la presencia de Apo A-I en pacientes con BO positivas, tanto con BHE alterada o no, mientras que, en las muestras con BO negativas, la tendencia a la presencia de Apo A-I fue menor, aún con proteínas RFA, lo que podría sugerir en los pacientes con BO positivas, un transporte celular específico en respuesta a “alguna señal”. Karasinska et al. (18) demostraron que la deleción específica en cerebro murino del transportador de colesterol [ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1)] aumenta los niveles de Apo A-I en el LCR, lo que sugiere una regulación ascendente compensatoria de la translocación de Apo A-I plasmática para satisfacer la demanda de Apo A-I/HDL en el compartimento cerebral (18) (19). Recientemente, Li et al. comprobaron que la vía de señalización ABCA1/Apo E/HDL contribuye a la mielinización y la oligodendrogénesis en el cerebro isquémico después de un accidente cerebrovascular (20). Ganesan et al. en 2016 demostraron que la HDL internalizada se localizó conjuntamente con el receptor scavenger clase B tipo 1 (SR-B1), y que el SR-B1 en la BHE era responsable de la endocitosis de Apo A-I en el lado luminal (21). Tsujita et al. en 2021 publicaron que los niveles de Apo A-I en LCR de ratones estaban altamente correlacionados con los niveles de HDL esféricos en plasma, que estaban regulados por ABCA1 y LCAT y sugirieron que la proteína Apo A-I en el LCR se origina en el hígado y en el intestino delgado y se extrae del plasma (22).
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Figura 3 y 4



Figura 3 y 4






3- Gráfico de tablas de contingencia para la presencia de proteínas en LCR por electroforesis bidimensional y bandas oligoclonales por isoelectroenfoque (n=37). Tipo I y IV: BO negativas. Tipo II y III: BO positivas. A) Apolipoproteína A-I, orosomucoide y haptoglobina. B) Presencia de Apo A-I, en el 65% de los pacientes con bandas oligoclonales positivas con respecto a los que no las tienen. Significación estadística de p=0,001, sensibilidad 87%, especificidad 68%, VPP 65% y VPN 88%.


4- Electroforesis bidimensional de LCR tipo I por isoeelectroenfoque. Se muestran dos patrones de proteínas: A) Ausencia de haptoglobina, orosomucoide y Apo A-I y B) Paciente BAR: presencia de haptoglobina, orosomucoide y Apo A-I con alteración de la barrera hematoencefálica (proteinorraquia elevada). Predominio de Oroso frente a Hapto.
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Figura 5 y 6 



Figura 5 y 6






5- Electroforesis bidimensional de LCR de 2 pacientes con EMRR: paciente ONT con haptoglobina y Apo A-I, paciente MAR sin haptoglobina ni Apo A-I. Ambos sin daño en la BHE (proteinorraquia normal).


6- Electroforesis bidimensional de LCR de un paciente con espectro de neuromielitis óptica (NMO) con marcada orosomucoide y débil haptoglobina con alteraciones en la BHE. Predominio de Oroso frente a Hapto.
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Tabla III




Pacientes con diagnóstico conocido. Resultados de la resonancia magnética nuclear y proteínas por electroforesis bidimensional (2D-UC).








EMRR: Esclerosis múltiple recurrente-remitente, NMO: Espectro de neuromielitis óptica, PT: Proteínas totales, Alb: Albúmina, Apo A-I: Apolipoproteína A-I, HAPTO: Haptoglobina, OROSO: Orosomucoide, VR: Valores de referencia, NR: No realizado, IEE: Isoelectroenfoque Score 2D-UC (bidimensional de uso clínico): 0: ausente, 0+: muy débil, 1+: débil, 2+: marcado.












Meyer et al., en 2014, descubrieron que los pacientes con EM, según el grado de avance de la discapacidad, tienen valores plasmáticos de Apo A-I más bajos en comparación con pacientes con enfermedad EMRR estable y controles sanos de la misma edad (23). El aumento del 65% de Apo A-I en los LCR con BO positivas, podría estar evidenciando una translocación compensatoria de Apo A-I plasmática para satisfacer la demanda de Apo A-I/HDL en el compartimento cerebral. Su función podría ser favorable, ya que la HDL puede potencialmente inhibir la iniciación y/o el mantenimiento de la lesión de la BHE patógena después del primer evento de desmielinización (24), inhibir las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 (25), que ayudan en la extravasación de células T autorreactivas a través de la BHE (26) e interferir en la comunicación cruzada entre células T estimuladas y macrófagos, como inhibidor específico de la producción de citoquinas en la inflamación aguda o crónica (27) (28). Este hecho, aparentemente no sería exclusivo del SNC, sino también de las articulaciones, ya que, en la artritis reumatoidea disminuyó en el plasma y aumentó en el líquido sinovial, lo que sugiere infiltración de partículas HDL en la articulación inflamada, con inhibición de la producción local de citoquinas proinflamatorias, por lo que el secuestro de Apo A-I en el tejido inflamado puede, en parte, explicar la reducción de HDL circulante (29). Aparentemente, según un modelo murino para EM [la encefalomielitis alérgica experimental (EAE)], los ratones deficientes en Apo A-I sérica exhibieron peor enfermedad clínica, y más neurodegeneración, concurrente con mayores niveles de citoquinas proinflamatorias en comparación con los animales de tipo salvaje. Esto abre la posibilidad de que los agentes que aumentan los niveles de Apo A-I sean posibles terapias para la EM (23). En actualizaciones recientes sobre EM y Apo A-I se publicaron que mayores niveles de HDL séricos y apolipoproteínas asociadas a HDL estaban asociados con una mayor perfusión cerebral y un suministro de sangre cerebral más rápido (30). Otros autores estudiaron el papel de Apo A-1 en el proceso inflamatorio que ocurre en los familiares de primer grado de los pacientes con EMRR, que mostró una disminución significativa en este grupo, y concluyeron que puede considerarse como uno de los factores contribuyentes en la patogenia de la EMRR, aunque se necesita más investigación antes de asumirlos como biomarcadores predictivos (31). La Apo A-I también fue estudiada en otras patologías desmielinizantes, donde los niveles séricos fueron significativamente más bajos en pacientes con NMO en comparación con aquellos con mielitis transversa aguda, aunque la razón aún no está clara (32). En el presente trabajo, el único paciente con espectro de NMO presentó RFA, con predominio de Oroso y no se evidenció Apo A-I, lo que motiva para continuar estudiando si el nivel es bajo en plasma y también en LCR. Esto demostraría que el mecanismo sería distinto al de EM y sería una forma de diferenciar dichas patologías, un propósito fuertemente anhelado.

La Oroso es una proteína RFA positiva que es sintetizada por los astrocitos como principal fuente celular de Oroso2 en el cerebro de ratón inflamado y no en el normal (33). El tratamiento con proteína Oroso2 recombinante disminuyó la producción de mediadores proinflamatorios en la microglía y redujo la neurotoxicidad mediada por la microglía in vitro. La activación microglial inducida por lipopolisacáridos, las citoquinas proinflamatorias en el hipocampo y los déficits cognitivos asociados con la neuroinflamación también disminuyeron como resultado de la inyección intracerebro-ventricular de la proteína Oroso2 recombinante in vivo (33). Jo et al., en 2017, encontraron los valores de Oroso elevados durante el ataque, y no en remisión; concluyeron que Oroso en el LCR podría usarse como un “marcador de estado” en la EM (34). En el presente trabajo, Oroso acompañó a Hapto y, además, ambas estuvieron elevadas en 6 pacientes sin daño en la BHE, salvo en un paciente tipo IV por IEE, donde se evidenció Oroso solamente, sin Hapto y sin lesión en BHE. En el paciente BAR (Fig. 4B), tipo I por IEE, se observó un predominio de Oroso frente a Hapto, en coincidencia con el paciente VER, con espectro de NMO. Tal vez, el predominio de aumento de concentración de Oroso sobre Hapto oriente hacia un daño en la BHE con mayor compromiso de astrocitos y síntesis de Oroso.

La Hapto es una proteína RFA positiva, sintetizada principalmente por el hepatocito y por el tejido adiposo blanco (35) y sus niveles en sangre varían según el volumen de adiposidad en el cuerpo (36). La Hapto es conocida hasta ahora por su capacidad de unirse a la hemoglobina libre, para transportarla al hígado y, por lo tanto, limitar su acción prooxidativa (35). Además, se demostró que la Hapto actúa como antiinflamatoria, inmunomoduladora y antioxidante al prevenir la oxidación de la Apo A-I (37) (38) (39). Aunque la presencia de Hapto en el cerebro se sugirió inicialmente como un marcador de disfunción de la barrera sangre-LCR (40), diferentes estudios demostraron que se produce en este compartimento, en respuesta a estímulos de estrés (41) (42) (43), así como por astrocitos humanos in vitro (44). La Hapto se observa en el 86% de los pacientes con sospecha de enfermedad desmielinizante, en mayor porcentaje que la Oroso, teniendo un peso molecular aún mayor que la Oroso, por lo que respaldaría su síntesis en SNC, en forma inespecífica. En particular, en modelos animales de EM, al inhibir la síntesis de Hapto (modelo murino de EAE, Hapto knockout), se observó que la enfermedad era mucho más grave, lo que indica que los niveles de Hapto en sangre tienen un papel destacado en la progresión de enfermedades autoinmunes y específicamente en EM (38). Esto llevaría a pensar que la presencia de Hapto en un comienzo de la EM en LCR, ayuda a modular la reacción inmune. Se ha tenido acceso a 7 estudios de RMN, en la muestra de 37 pacientes con sospecha de enfermedad desmielinizante: 4 tenían lesiones por RMN sin captación con gadolinio y no se observaron Hapto, Oroso ni Apo A-I, lo que confirmaría la inactividad de la reacción inflamatoria en el mismo momento de la punción y de la RMN. Por lo tanto, dichas proteínas estarían evidenciando “un estado” de lesión inflamatoria activa. Solo el paciente MEZ no tuvo lesiones marcadas con contraste y se observó un débil aumento de la Hapto; esto tal vez podría ocurrir si se tiene en cuenta la diferencia de tiempo entre la punción y el estudio de RMN, el cual fue de 4 meses aproximadamente. Se conoce que el realce con gadolinio en la RMN es un predictor de la aparición de recaídas, pero no es un predictor fuerte del desarrollo de deterioro o discapacidad acumulada. Esta discrepancia apoya la idea de que, en la ocurrencia de recaídas y en el desarrollo de discapacidad a largo plazo en la EM, operan mecanismos patogénicos distintos (4). Con esto, Hapto, Oroso y Apo A-I estarían involucradas en la aparición de las recaídas. Singh et al. reconocieron que Hapto también podría ser utilizada como marcador pronóstico para terapias modificadoras de la enfermedad, como el natalizumab. La Hapto, la región C de la cadena μ de Ig y la CHI3L1 (chitinase-3-like protein 1) se hallaron significativamente más bajas en el LCR de pacientes con EM después de un año de tratamiento con natalizumab (45). En trabajos futuros habría que comparar el grado de discapacidad entre pacientes que presenten lesiones activas con y sin presencia de Apo A-I en LCR en el momento del diagnóstico, y su evolución, para evaluarlo como marcador pronóstico.

Por otro lado, Chang et al. (46) publicaron que la Hapto se encontró elevada en el LCR en pacientes con NMO en comparación con los controles y con pacientes que padecían EM, enfermedad de Alzheimer o enfermedades neurológicas no inflamatorias (46), mientras que en el presente trabajo, la Hapto estuvo presente en 30/37 muestras y en todos los LCR con Apo A-I. Se tuvo un solo paciente con espectro de NMO que presentó Hapto y Oroso con predominio de esta última. Varios informes indicaron que la inmunidad humoral participaba en la patogenia de la NMO, y el descubrimiento de anticuerpos NMO IgG, que se dirigen contra la acuaporina-4 (AQP4) es una prueba sólida. Un subconjunto de células B en los tejidos periféricos es estimulado para producir anticuerpos IgG anti-AQP4, lo que da como resultado una gran pérdida de astrocitos en regiones específicas del SNC a través de la citotoxicidad mediada por el complemento (47). Se sabe que existen diferentes mecanismos patogénicos que conducen a la desmielinización (48). Tal vez el paciente BAR sin BO (tipo I) presentaba un síndrome desmielinizante aislado, que podría estar indicando mecanismos distintos de desmielinización. Por todo esto son necesarios más casos para el estudio. Uher et al., en 2015, asociaron el cociente de albúmina con la progresión de la discapacidad clínica y con medidas de lesión y neurodegeneración por RMN cerebral. Un valor inicial se asoció con el empeoramiento de la discapacidad medida en la escala de estado de discapacidad ampliada (EDSS) y la escala de gravedad durante los 4 años posteriores al evento desmielinizante inicial de la EM (49). Se supuso que, si bien el compartimiento de HDL es importante para proteger contra el aumento de la permeabilidad de BHE en las primeras etapas de la EM, los compartimientos de colesterol LDL, colesterol total y Apo B se asociaron con un mayor número de “lesiones T2” en RMN, después de 2 años (50). Las intervenciones farmacológicas dirigidas a la homeostasis de los lípidos pueden ser clínicamente beneficiosas para interrumpir los procesos neurodegenerativos (51). Fellows et al. indicaron un papel protector para el colesterol de HDL en la lesión fisiopatológica de BHE que precede a la formación de lesiones de EM (24). La Apo A-I en LCR se identificó principalmente en pacientes con BO positivas, con o sin compromiso de la BHE y acompañada de proteínas RFA; dicho secuestro del plasma a través de receptores en BHE, estaría respondiendo a necesidades específicas de remielinización y modulación de la reacción inflamatoria en el SNC. La Apo A-I se observó en el 65% de los pacientes con BO positivas, con significación estadística de p=0,001, 87% de sensibilidad y 68% de especificidad, VPP 65% y VPN 88%. Si la Apo A-I ejerciera un papel protector, pero a su vez la lesión en la BHE se asociara con progresión de la enfermedad, habría que considerar a la Apo A-I presente en LCR como factor pronóstico beneficioso en pacientes que no presentan aún lesión en la BHE. En el presente trabajo, las proteínas Hapto y Oroso se observaron en los LCR aún sin presentar lesión en la BHE en los pacientes con sospecha de enfermedades desmielinizantes, con BO positivas y negativas, y no se observaron cuando las lesiones por RMN no captaron el contraste con gadolinio; esto concuerda con Jo et al. (34), con respecto a la Oroso, cuyos valores elevados en LCR se encontraron en la EM durante el ataque y no en remisión, lo que podría suponer que dichas proteínas mostrarían un proceso inflamatorio activo del SNC, independientemente de la evolución o de la gravedad de la patología. Por lo tanto, el perfil proteico en LCR en pacientes con BO en el comienzo de la enfermedad, donde se prioriza la reacción inflamatoria frente a la neurodegenerativa, evidenció la presencia de Apo A-I en el 65% de los LCR con BO, Hapto y/u Oroso. Hasta el momento se podría suponer que la presencia de Apo A-I en LCR en pacientes con sospecha clínica de EM, podría ser indicativa de lesión desmielinizante activa.
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Tabla I. Prevalencia de proteinas Apo A-l, Hapto y Oroso en LCR por
electroforesis bidimensional (2D-UC) en pacientes con sospecha de
enfermedad desmielinizante y BO negativas (Grupo 1).

Marcador 2D-UC

=17

" Apo A1 (%) Hapto (%) Oroso (%)
Presencia 2(12) 13 (76) 8(47)
Ausencia 15 (88) 4(24) 9 (53)

Tabla II. Prevalencia de proteinas Apo A-l, Hapto y Oroso en LCR
por electroforesis bidimensional (2D-UC) en pacientes con sospecha
de enfermedad desmielinizante y BO positivas (Grupo 2).

Marcador 2D-UC
=20 Apo AL (%) Hapto (%) 0roso (%)
Presencia 13 (65) 17 (85) 1(55)
Ausencia 735 305 95)
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Figura 5. Electroforesis bidimensional de LCR de 2 pacientes con EMRR: paciente ONT con haptoglobina
¥ Apo A-I, paciente MAR sin haptoglobina ni Apo A-I. Ambos sin daiio en la BHE (proteinorraquia normal).
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Figura 6. Electroforesis bidimensional de LCR de un paciente con espectro de neuromielitis dptica (NMO) con marcada
orosomucoide y débil haptoglobina con alteraciones en la BHE. Predominio de Oroso frente a Hapto.
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Figura 3. Gréfico de tablas de contingencia para la presencia de proteinas en LCR por electroforesis bidimensional y bandas
oligoclonales por isoelectroenfoque (n=37). Tipo Iy IV: BO negativas. Tipo Il y lll: BO positivas. A) Apolipoproteina A-I, oroso-
mucoide y haptoglobina. B) Presencia de Apo A-I, en el 65% de los pacientes con bandas oligoclonales positivas con respecto
a los que no las tienen. Significacion estadistica de p=0,001, sensibilidad 87%, especificidad 68%, VPP 65% y VPN 88%.
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Figura 4. Electroforesis bidimensional de LCR tipo | por isoeslectroenfoque. Se muestran dos patrones de proteinas: A) Ausencia
de haptoglobina, orosomucoide y Apo A-l y B) Paciente BAR: presencia de haptoglobina, orosomucoide y Apo A-l con alteracion
de la barrera hematoencefalica (proteinorraquia elevada). Predominio de Oroso frente a Hapto.
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Figura 2. Identificacion por Western blot de las proteinas en LCR y su ubicacion en electroforesis bidimensional.
A: Electroforesis bidimensional de LCR de un paciente con bandas oligoclonales (IEE tipo Il). En primera dimension se ob-
serva la corrida coloreada con tincion argéntica del LCR y en segunda dimension el gel de poliacrilamida al 12% coloreado
con tincién argéntica. Corrida en SDS-PAGE en una dimensién: a) LCR y b) patrdn de peso molecular. B: Western blot con
antisueros anti-: 1-albumina, 2-inmunoglobulina G, 3-transferrina, 4-haptoglobina, 5-orosomucoide, 6-apolipoproteina A-1.
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Figura 1. Electroforesis bidimensional de utilidad clinica (2D-UC) de 2 LCR provenientes de fistulas espontaneas nasales.
Se utilizaron como controles de LCR por no poseer enfermedades neuroldgicas.






