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RESUMEN

Introduccion: La sintesis intratecal de anticuerpos contra algunos virus neurotrépicos como
sarampion, rubéola y virus varicela zoster en pacientes con esclerosis multiple, con una frecuencia
muy superior a la esperada, llevo a la introduccion de la reaccion sarampidn-rubéola-varicela. La
presencia de anticuerpos especificos detectados en el liquido cefalorraquideo contra dos o0 mas de
estos virus apoyo el diagnostico no solo de la esclerosis maltiple, sino de otras enfermedades

autoinmunes que involucran al sistema nervioso central.
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Objetivo: Identificar la presencia de respuesta inmune intratecal poliespecifica en pacientes
pediatricos con proceso neuroinflamatorio independiente del agente bioldgico involucrado.
Presentacion de caso: Se estudiaron ocho nifios a los cuales, mediante inmunodifusion radial
simple y por ensayo inmunoenzimatico, se les cuantificaron las concentraciones de
inmunoglobulina G y albimina en suero, y liquido cefalorraquideo, lo que permiti6é determinar la
sintesis intratecal de inmunoglobulinas. Por métodos inmunoenzimaticos se cuantificaron las
concentraciones de 1gG especifica contra los virus estudiados en suero y liquido cefalorraquideo,
con lo cual se determind el indice de anticuerpo especifico. La reaccion sarampién-rubéola-
varicela fue positiva en cinco pacientes y los valores medios de este indice se encontraron por
encima de 1,5 para citomegalovirus y virus herpes simple.

Conclusiones: Se identificaron repuestas neuroinmune antiviral poliespecifica en pacientes
pediatricos con proceso neuroinflamatorio.

Palabras clave: esclerosis multiple; indice de anticuerpo; reaccion MRZ; sintesis intratecal;

repuesta poliespecifica.

ABSTRACT

Introduction: The intrathecal synthesis of antibodies against some neurotropic viruses such as
measles, rubella and varicella zoster virus in patients with multiple sclerosis, with a frequency
much higher than expected, led to the introduction of the measles-rubella-varicella reaction. The
presence of specific antibodies detected in cerebrospinal fluid against two or more of these viruses
supported the diagnosis not only of multiple sclerosis, but also of other autoimmune diseases
involving the central nervous system.

Objective: To identify the presence of polyspecific intrathecal immune response in pediatric
patients with neuroinflammatory process independent of the biological agent involved.

Case presentation: Eight children were studied and their serum and cerebrospinal fluid
immunoglobulin G and albumin concentrations were quantified by simple radial immunodiffusion
and enzyme-linked immunosorbent assay to determine intrathecal immunoglobulin synthesis. The

concentrations of specific IgG against the viruses studied in serum and cerebrospinal fluid were
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quantified by enzyme-linked immunosorbent assay methods, thus determining the specific
antibody index. The measles-rubella-varicella reaction was positive in five patients and the mean
values of this index were found to be above 1.5 for cytomegalovirus and herpes simplex virus.
Conclusions: Polyspecific antiviral neuroimmune antiviral responses were identified in pediatric
patients with neuroinflammatory process.

Keywords: multiple sclerosis; antibody index; MRZ reaction; intrathecal synthesis; polyspecific

response.
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Introduccion

La observacion de sintesis intratecal de anticuerpos (Ac) contra algunos virus neurotropicos como
sarampion (M), rubéola (R) o virus varicela zoster (Z), con una frecuencia en pacientes con
esclerosis maltiple muy superior a la esperada, llevé a la introduccion de la reaccion sarampion-
rubéola-varicela zoster (MRZ) por primera vez en 1992 como herramienta diagnostica.®

La presencia de Ac especificos detectados en el liquido cefalorraquideo (LCR) contra dos 0 més
de estos virus, apoy6 el diagndstico de la esclerosis multiple y permitio establecer el diagnostico
diferencial con otras enfermedades autoinmunes que involucraban al sistema nervioso central
(SNC).23)

En pacientes con diagndstico de esclerosis multiple se determind sintesis intratecal de Ac contra
sarampion con una frecuencia superior a 80 %; de 67 % para Ac contra rubéola y de 6 % para Ac
contra virus varicela zoster. Una combinacion de uno/tres de estos Ac arrojé 96 % de frecuencia.

Esto mostro que la presencia combinada de indice de anticuerpo especifico (1A) aumentado contra
sarampion, rubéola o varicela zoster se puede encontrar hasta en el 94 % de los casos de esclerosis

mltiple, en concordancia con la cantidad total de inmunoglobulina G (IgG) intratecal.®
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Las enfermedades desmielinizantes inflamatorias adquiridas del SNC en los nifios abarcan un
heterogéneo grupo de enfermedades con curso monofésico o crénico recidivante; entre ellas,
encefalomielitis aguda diseminada, neuritis dptica aislada, mielitis transversa, esclerosis multiple
y neuromielitis 6ptica.®

Los aspectos clinicos y neurorradioldgicos de los nifios con inflamacion adquirida por estas
enfermedades resultan bien establecidos; comparten muchas caracteristicas con sus homdlogos
adultos, pero difieren en aspectos cardinales y, mas importante, puede ser dificil establecer un
diagnostico preciso en la etapa inicial de presentacion.®

De hecho, se registra que aproximadamente entre el 2-10 % de todos los pacientes con esclerosis
multiple presentan el primer ataque clinico antes de los 18 afios. La incidencia de esclerosis
multiple de inicio pediatrico se estimaba en 0,13 x 100 000 nifios por afio en Francia; 0,18, en
Canada; 0,66, en Holanda; 0,3, en Alemania; y 0,51, en EE. UU.®

El objetivo del presente trabajo fue identificar la presencia de respuesta inmune intratecal
poliespecifica en pacientes pediatricos con proceso neuroinflamatorio independiente del agente

bioldgico involucrado.

Presentacion de casos

Se estudiaron ocho pacientes atendidos en diferentes hospitales pediatricos de la provincia de La
Habana en el periodo comprendido entre diciembre de 2015 y abril de 2016.

Se obtuvieron muestras de suero y de LCR. Las muestras de suero se consiguieron por
venopuncion y las de LCR por puncion lumbar, realizadas en los centros de atencion hospitalaria,
por indicacién del médico de asistencia, previo consentimiento informado de sus tutores legales.
Una parte de ambas muestras se envio al Laboratorio Central de Liquido Cefalorraquideo para
estudios neuroinmunolégicos especiales.

Ambas muestras se tomaron simultaneamente o con menos de 6 h de diferencia entre ellas. Se

almacenaron en alicuotas de 500 ul a -80 °C segun protocolo del centro.
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Se incluyeron pacientes menores de 18 afios con proceso neuroinflamatorio, con sintesis intratecal
de IgG segun el reibergrama, independiente del agente bioldgico involucrado y con IA < 1,5 para
virus varicela zoster, segun estudio previo epidemioldgico, mas amplio, realizado en 85 pacientes
pediatricos (no mostrados en este trabajo) y con muestras que tenian volumen suficiente para
realizar las determinaciones. Se excluyeron las muestras de pacientes menores de un afo, suero

hemolitico, LCR traumatico o xantocromico.

Meétodos de determinacion
Las concentraciones de albdmina e IgG en suero y LCR se cuantificaron por el método de
inmunodifusion radial simple en placas NOR y LC-Partigen® de la firma Siemens (Marburg,
Alemania); y las concentraciones de Ac especificos de clase 1gG contra sarampion, rubéola,
citomegalovirus y virus herpes simple 1, en suero y LCR, mediante juegos de reactivos
comerciales de ensayos inmunoenzimaticos (ENZYGNOST) de la firma Siemens (Marburg,

Alemania).

Determinacion de sintesis intratecal de 1gG
Para la obtencidn de estos resultados se introdujeron los datos de concentracion de albumina e IgG
en suero y LCR obtenidos por los métodos antes descritos en el software LCR laboratorio version
3.8.1.0

Calculo del indice de anticuerpos especificos
Cuando existe sintesis intratecal de inmunoglobulinas, el 1A permite identificar sus
especificidades, mediante la relacion entre la presencia de Ac especificos contra determinado
agente bioldgico en el LCRy el suero (Q esp), y la razén LCR/suero de 1gG total.®
En este trabajo se empled el valor de Q limite (donde Q lim es el valor superior limite entre la
proporcion de 1gG sintetizada en el LCR y la proveniente del suero) en lugar del valor de Q IgG,

porque la muestra se tomo de forma intencional en los pacientes con sintesis intratecal de IgG.
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Si no se empleaba el Q limite, se podian obtener falsos negativos porque el denominador de la
férmula del 1A seria elevado y el resultado resultaria menor que el esperado. Con este ajuste en el
calculo del IA se obtuvieron los valores apropiados desde el punto de vista bioldgico.

Los valores de anticuerpos antirubéola, antisarampion, anticitomegalovirus y antivirus herpes
simple, obtenidos por los métodos inmunoenzimaticos antes descritos, se expresaron en densidad
Opticay se equipararon a unidades (U). No se realizo la conversion a titulo u otra expresion porque
se trabajo con las razones de Reiber LCR/suero, que se presentan de forma adimensional.?

Se realizo test de D' Agostino-Pearson para conocer si las variables en estudio seguian una
distribucion normal. Se hizo la estadistica descriptiva del 1A. Se calculd la media aritmética de los
valores de 1A de los cinco virus estudiados con intervalo de confianza de 95 %. Se aplicé analisis
de varianza para evaluar si existian diferencias o no entre los valores medios del 1A con un nivel
de significacion de 5 %. Se utiliz6 el programa MEDCALC version 13. 1. Se utilizé el programa
Graph Pad Prisma versién 5.0.

Se guardo confidencialidad de los datos obtenidos segln las normas éticas del Laboratorio Central
de Liquido Cefalorraquideo.

Todos los pacientes mostraron sintesis intratecal de 1gG, por lo se puede expresar que tuvieron un
proceso neuroinflamatorio, no asociado, en ninguno de los casos, con disfuncién de la barrera

sangre-LCR, a partir de los valores de la Q Alb en relacion con la edad (tabla 1).

Tabla 1 - Pacientes estudiados con sintesis intratecal de IgG sin disfuncién de barrera sangre-LCR

Edad Sin. intratec.”

Casos (afios) Q Alb *103 Q IgG*103 de IgG (%)
1 7 1,83 1,48 22,50
2 10 0,54 1,09 49,10
3 0,56 1,06 39,80
4 7 0,90 2,57 71,70
5 15 0,02 7,37 92,20
6 0,02 4537 98,70
7 17 0,02 2,00 71,10
8 17 0,01 40,00 98,80

Leyenda: Q Alb: cociente de concentracion de alblimina en LCR/suero, cuyo valor normal es de hasta 5 x 10%;

Q IgG: cociente de concentracion de 1gG en LCR/suero; ASintesis intratecal.
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De los ocho nifios estudiados, el 62,5 % presentd una reaccion MRZ positiva para dos virus con

las siguientes combinaciones: R + Z en tres pacientes, M + Z en dos pacientes (tabla 2).

Tabla 2 - Resultados de la reaccion sarampion-rubéola-varicela zoster

Indice de anticuerpos Reaccion
Casos M R z MRZ
1 1,43 1,76 1,75 +
2 1,55 1,29 1,52 +
3 1,1 1,15 1,5 -
4 1,35 0,91 1,58 -
5 1,35 1,28 1,59 -
6 1,5 1,4 1,82 +
7 1,23 1,61 1,79 +
8 1,41 1,6 2,17 +

Leyenda: M: sarampin; R: rubéola; Z: varicela-zoster; (+): valor de IA mayor o igual que 1,5 para dos 0 mas virus.

A continuacidn, se muestran los valores medios del 1A especifico para los cinco virus estudiados
(fig.).

Indice de anticuerpo
2959

2,0 1 - T
1,5 - ;

-
J_$ T -

1,0 4

0,5 4

0,0

1 1 1 1
RUB SAR A2 CMY VHS
Wirus estudiados

Leyenda: RUB: rubéola; SAR: sarampion; VVZ: virus varicela zoster; CMV: citomegalovirus; VHS: virus herpes simple.

Fig. - Respuesta neuroinmune poliespecifica evaluada a través del IA especifico.
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Se aplico analisis de varianza para los grupos; no se obtuvieron diferencias significativas (p >
0,05). El valor medio de 1A para CMV y VHS se encontraba por encima de 1,5, lo que demostro
la presencia de una respuesta inmune poliespecifica en SNC, en coincidencia con los resultados de
la reaccion MRZ.

Discusion
Resulta de interés en estudios neuroinmunoldgicos detectar pacientes con procesos
neuroinflamatorios; entre ellos, la presencia de nifios que pudieran cursar o en un futuro debutar
con una enfermedad autoinmune que afecte el SNC.
Estos estudios neuroinmunolégicos demuestran su validez en la evaluacion de forma critica de
vacunaciones previas, por ejemplo, con la vacuna triple antiviral (rubéola, sarampion y parotiditis),
y permiten detectar posibles casos de inmunodeficiencia que pudieran pasar sin ser eficientemente
estudiados.®19
En los procesos neuroinflamatorios, por infeccién viral aguda del SNC, los valores medios de IA
especifico para el virus involucrado alcanzan niveles de hasta 20 y 60 veces superiores, en
comparacion con los niveles alcanzados en una respuesta poliespecifica a estos mismos virus.®?
Esto quiere decir que en las respuestas inmunes poliespecificas que se producen en el SNC no se
manifiesta presencia de un antigeno determinado de estos virus, sino que se produce una activacion
de células plasmaticas productoras de anticuerpos especificos para dichos virus.t412
Generalmente, estos clones de memoria que se activan de forma inmediata luego resultan
neutralizados por los mecanismos conocidos de apoptosis a fin de que solo prime el clon especifico
que produce anticuerpos contra el agente bioldgico actual que afecta el SNC. Sin embargo, esta
respuesta inicial poliespecifica permanece mas tiempo a través de estos clones iniciales activados,
que circulan en el LCR por un mecanismo 0 mecanismos no totalmente esclarecidos hasta el
momento. Esto permite la utilizacion del 1A para conocer la especificidad de las inmunoglobulinas

sintetizadas intratecalmente.(213)
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Ademas de esta respuesta de Ac poliespecifica (reaccion MRZ presente hasta en 94 % de pacientes
con diagnostico de esclerosis multiple), este grupo también se caracteriza por escasos trastornos
de la barrera sangre-LCR, presentes en menos de 1 % de los casos con esclerosis multiple (el
cociente de concentracion de albimina en LCR/suero, QAlb > 12X1073), y una frecuencia baja de
conteos celulares aumentadas (> 35 cél/L solo en 3 % de los casos de esclerosis multiple) en estos
casos la reaccion inmune no puede cuestionarse; sin embargo, la causa es desconocida.®?

En este estudio los valores de 1A especifico de las muestras positivas no exhibieron valores
superiores a 2,5 y se encontraron respuesta poliespecifica a por lo menos dos de los tres virus que
integran la reaccion MRZ, no asociado en ninguno de los casos estudiados a disfuncion de la
barrera sangre-LCR. Esto hace pensar en una posible enfermedad autoinmune que involucre al
SNC.

En un estudio realizado por Reiber y otros,®¥ en el que se comparaban diferentes parametros de
la respuesta inmune en el SNC de pacientes con esclerosis multiple, tanto de edades pediatricas
como adultos, donde se incluia la reaccion MRZ, se registraba la positividad de esta reaccion en
nifios con una frecuencia que puede alcanzar hasta el 74 %. Esto es un poco menor que la
encontrada para adultos; sin embargo, los autores concluian que las diferencias entre ambos grupos
se presentaban en el orden cuantitativo, pero no cualitativo.

La reaccion MRZ resulta mas especifica, aunque menos sensible, que la determinacién de bandas
oligoclonales en el LCR; incluso, en pacientes pediatricos, permite su utilizacion para diagnostico
de enfermedades inflamatorias crénicas del SNC, aun cuando desde el punto de vista clinico se
encuentren en fase monosintomatica.*!®

En estudio realizado en Cuba por Robinson-Agramonte y otros®® en 23 pacientes adultos con
diagnostico de esclerosis mdaltiple, se demostré que la respuesta poliespecifica a virus
neurotropicos (reaccion MRZ) resultaba positiva en el 100 % de los casos estudiados.

La revision de los valores de IA especifico para VHS de los pacientes, a los cuales se les realizo
la reaccion MRZ, indicaba que también coincidian con los valores positivos para este virus. Este
resultado concuerda con lo reportado en la literatura, pues en la respuesta poliespecifica a virus

neurotropicos de pacientes con esclerosis multiple el VHS ocupa el cuarto lugar en frecuencia.®
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En el caso de IA especifico para CMV, en la literatura revisada no se encontraron estudios que
relacionaran la respuesta humoral en el SNC a este patdgeno con enfermedades autoinmunes como
la esclerosis multiple. Sin embargo, y teniendo en cuenta lo escaso de la muestra, los valores
medios del |A para este virus se encontraban por encima de 1,5. Por lo que, en estudios posteriores,
con una muestra mayor de pacientes, con diagnostico de esclerosis multiple, se podria incluir el
IA contra CMV para poder definir si se trata de las especificidades de anticuerpo asociadas a
respuesta poliespecifica en el cerebro durante una afeccion de causa autoinmune.

También este tipo de respuesta poliespecifica depende de las exposiciones previas de la poblacion
frente a estos virus.

Por ejemplo, en su momento, resulté muy convincente, para el caso particular de la reaccion MRZ
en el contexto cubano, que no se encontraban pacientes con esclerosis multiples con 1A elevado
para la rubéola y se comprobaba que su respuesta respondia a que en los afios 80 del pasado siglo
xx Cuba no habia iniciado la vacunacion triple viral, sino que se vacunaban a las jovenes y
adolescentes solamente contra la rubéola para evitar la afeccion congénita causada por este virus;
por tanto, los pacientes masculinos con esclerosis multiple no poseian anticuerpos contra este
patogeno.(&1?

Esta experiencia indica que, a falta de positividad de la reaccion MRZ de un paciente con sospecha
clinica de enfermedad autoinmune del SNC, se puede estudiar la respuesta frente a los herpes virus
como alternativa diagnostica.

El valor de la reaccion MRZ en pacientes con diagndéstico de esclerosis multiple no se cuestiona,
aunque todavia queda por esclarecer el o los mecanismos que llevan a este proceder peculiar de la
respuesta inmune en el SNC.

Esta reaccion se debe tener en cuenta como biomarcador de LCR en pacientes con esclerosis
multiple, dada su alta especificidad.*®) Sin embargo, también pudiera ser posible su utilizacion en
pacientes pediatricos con procesos neuroinflamatorios, aun cuando no exista una sintomatologia
clinica clara que lleve a sospechar esclerosis maltiple.

Se concluye que se identifico repuesta neuroinmune antiviral poliespecifica en pacientes

pediatricos con proceso neuroinflamatorio.
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