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1. RESUMEN

La esclerosis multiple es la enfermedad neurolégica mas comun vy
discapacitante en adultos jévenes® en Colombia se estima una prevalencia de
1,48 a 4,98 casos por 100.000 habitantes %°. Hasta el momento no existe
ninguna prueba diagndstica certera y ni siquiera la biopsia es totalmente
especifica para su diagnéstico. Los criterios para su diagndstico permanecen
vigentes desde su Ultima actualizacién en el 2005*. El laboratorio clinico ha
tomado gran importancia desde hace casi 3 décadas cuando se incluyo la
valoracion produccion intratecal de anticuerpos en Liquido cefalorraquideo
como ayuda complementaria para el diagnéstico®. Existen 2 formas
establecidas para la medicion de tales anticuerpos: la cualitativa y la
cuantitativa®, siendo esta Ultima la mas implementada, a la vez que
recomendada por la literatura’®. A través de la historia, se han venido
desarrollando diferentes técnicas de medicidén cualitativa y mezclas de estas
para tratar de mejorar la sensibilidad y la especificidad de ellas. Actualmente en
el Hospital Militar Central se esta empleando para la deteccion de las bandas
oligoclonales la técnica cualitativa, Electroforesis de proteinas de alta
resolucion solo en liquido cefalorraquideo, técnica que en varios estudios
demostré tener baja sensibilidad y especificidad per se®® y comparada con la
técnica mundialmente recomendada®. Por lo anterior, dada la importancia de la
sensibilidad hasta del 100% reportada en la literatura de este examen en el

proceso diagnéstico de la esclerosis mltiple "*°

y el desconocimiento de la
prevalencia de bandas oligoclonales positivas en nuestra poblacion de
pacientes con Esclerosis multiple, se propone hacer un estudio descriptivo de
cohorte retrospectiva, para tratar mostrar cual es la proporcién de pacientes
con Bandas oligoclonales positivas y con diagnostico vigente de Esclerosis

Multiple definitiva.



2. INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) fue descrita por primera vez a comienzos del siglo
XIX por (Cruveilhier 1829; Carswell, 1838; Frerichs, 1849) y Charcot propuso
su nombre “la sclerose en plaques” en 1868!; forma parte de un grupo de
enfermedades neurolégicas que tienen como caracteristica principal, la
destruccién de la mielina (desmielinizacién)*?, de gran importancia debido a su
frecuencia, cronicidad e inicio a temprana edad'?. Es la patologia neurolégica
méas comun y discapacitante en adultos jéovenes®, la epidemiologia en paises
de baja prevalencia ha sido poco estudiada, en Colombia se estima de 1,48 a
4,98 casos por 100.000 habitantes®?.

Las manifestaciones clinicas son producto de la gran variedad de ubicacién y
extensién de los focos desmielinizantes generando dafio en nervio Optico,
cerebro y médula espinal que remiten y recurren en un periodo de tiempo de
meses a afios’?, generando asi una subclasificacién clinica dependiendo del
curso que tome la enfermedad: Sindrome clinico aislado, EM recaida-remision,
EM primaria progresiva y secundaria progresiva'®. En su patogénesis se ha
involucrado al sistema inmune como el principal causante de su patogénesis,
estando involucrados todos sus componentes, tanto respuestas innatas como
adquiridas (humorales-celulares) en la generacion de la lesién del sistema
nervioso central. Dada la clara participacién inmune en la patologia se han
hecho estudios para tratar de dilucidar esta cascada de reacciones bioldgicas
para se aplicadas tanto para el avance del conocimiento de la enfermedad en
si, como para el desarrollo de procedimiento diagnésticos™.

El diagnéstico de la enfermedad es fundamentalmente clinico, dado que no
existe ninguna exploracion complementaria cuyo resultado sea patognomaonico
15 se basa en la confirmacién de la diseminacion de las lesiones en el tiempo y
en el espacio, al mismo tiempo que excluyendo otras posibles etiologias. Por
consiguiente requiere una integracion de la informacion obtenida en la
anamnesis, examen neuroldgico y pruebas complementarias, entre ellas la
demostracion de los hallazgos caracteristicos del liquido cefalorraquideo (LCR)
y las imagenes de resonancia magnética, paraclinicos que han venido
cobrando gran importancia con el tiempo dado el desarrollo tecnologico que

han presentado *°. Los hallazgos anormales en el LCR en pacientes con EM



fueron reportados por primera vez por Hinton en 1922, en 1983 Poser los
introdujo en los criterios para su diagnéstico ° y actualmente contintian siendo
vigentes segln la dltima revisién de los criterios en el 2005 % Como se
menciond anteriormente, la respuesta humoral juega un papel importante en la
fisiopatologia de la enfermedad sintetizando inmunoglobulinas (lgs) intratecales
con aumento principalmente en la IgG en los pacientes diagnosticados, lo que
es caracteristico de inflamacion crénica, estos estan dirigidos al azar o contra
proteinas de la mielina sin estar implicados claramente con las manifestaciones
clinicas o el curso de la enfermedad ’, pero si con importante valor en el
proceso diagndéstico por la gran sensibilidad (90-100%) que le confiere un alto

valor predictivo negativo *°

muy Util para descartarla en casos sospechoso,
dado que un resultado negativo practicamente nos descartaria esta patologia;
incluso en los criterios de McDonald modificados sugieren explicitamente, que
de si las bandas oligoclonales del LCR son negativas, se requiere extremo
cuidado antes de hacer el diagnostico de EM y diagnodsticos alternativos se
deben buscar”. La sintesis intratecal de Ig se puede medir de forma cuantitativa
a través de indice de IgG LCR/suero o de forma cualitativa con técnicas de
electroforesis; estas Ultimas han llegado a mencionarse como las futuras
“pruebas de oro” para la valoracion de las IgG intratecales® dado su gran
sensibilidad al implementarse con la técnica apropiada. En estas técnicas se
busca la presencia de Bandas oligoclonales en el corrido electroforético que
representarian la presencia de proteinas del tipo gammaglobulinas, que luego
se comparan con las de suero y si existe una diferencia de 2 o mas en el LCR
con respecto al suero se considera como un examen positivo para la presencia

de Bandas oligoclonales .

En nuestro Hospital contamos con una técnica de medicién cualitativa que no
es la recomendada actualmente en la literatura (isoelectroenfoque). EI método
gue se ha implementado en nuestro laboratorio para la deteccién intratecal de
lg, es la electroforesis de proteinas de alta resolucién, que ha mostrado menor
rendimiento en diferentes estudios en los que directamente la comparan con el
isoelectroenfoque ®°. Estos estudios mostraron que las bandas oligoclonales
eran menos definidas y mas dificiles de interpretar con la técnica de

electroforesis de alta resolucion, encontrando ademas que entre los resultados



negativos habia una gran proporcion de resultados con bandas monoclonales y
entre las positivas habia en promedio un numero de bandas olioclonales
significativamente menor cuando eran comparadas con las bandas que en

promedio aparecian cuando se usaba la técnica del isoelectroenfoque®®.

AlUn mas inquietante, es que en ninguna parte del pais se esta implementando
la técnica sugerida para la realizacion de las Bandas oligoclonales y en la
mayoria de centros de referencia la que se esta realizando (electroforesis de
alta resolucién con inmunofijaciébn) no se esta llevando a cabo de la forma
adecuada ya que solo se esta tomando muestra del LCR y no del suero

concomitante con la anterior.



3. FUNDAMENTO TEORICO

La EM es la enfermedad neuroldgica mas comun y discapacitante en adultos
jovenes!, en Colombia se estima una prevalencia de 1,48 a 4,98 casos por
100.000 habitantes®®. Aln se desconoce su etiologia dado la gran
heterogenicidad de la presentacion clinica, inmunoldgica, inmunogénica y
neuropatolégica ***°. Hasta el momento no existe ninguna prueba diagndstica,
ni siquiera la biopsia es totalmente especifica para su diagnostico. Los criterios
para su diagnoéstico permanecen vigentes desde su Ultima actualizacién en el
2005* donde se agrupan herramientas clinicas, imaginolégicas,
neurofisiolégicas y de laboratorio clinico para intentar agrupar al los
sospechosos en 3 grupos: EM definitiva, probable y No EM. EIl laboratorio
clinico ha tomado gran importancia desde hace casi 3 décadas cuando Poser
incluyo la valoracion de la produccion intratecal de anticuerpos en liquido
cefaloraquideo (LCR) como ayuda complementaria para el diagnéstico >,
requisito que ha continuado vigente hasta la mencionada Ultima revisién de los
criterios . La clasica descripcién de la patologia de esta enfermedad soporta

14y dado que la barrera

con gran fuerza una posible etiologia autoinmune
hematoencefélica aisla al sistema nervioso central de un gran numero de
elementos existentes en la sangre periférica, incluidas las inmunoglogulinas *,
se demostré que la presencia intratecal de anticuerpos tiene un gran valor
predictivo negativo en el proceso del diagnéstico de esta enfermedad *°, incluso
en el sindrome clinico aislado donde se correlaciona con una sensibilidad del
91% y una especificidad del 94% como predictor para el desarrollo futuro de la

esclerosis mltiple®®.

El incremento anormal de inmunoglobulinas en el LCR puede resultar de una
elevada sintesis de ellas en sangra periférica, de alteracién de la barrera
hematoencefalica, disminucion del flujo del LCR y sintesis intratecal de
anticuerpos, por tanto para diferenciar entre la sintesis intratecal de las
derivadas de sangre periférica asociadas a alteracion de la BHE, siempre se
tiene que hacer la correccion de estas 2 condiciones para evitar la
sobreestimacion en sus resultados'®, mas aln cuando se sabe que desde muy
temprano en la enfermedad se presenta una alteracion de la BHE mediada por

las citoquinas resultantes del proceso fisiopatoldgico ***°.



En la actualidad, se cuenta con 2 opciones para medir la produccion intratecal
de anticuerpo: la forma cuantitativa, por medio del cociente de IgG LCR/Suero
y por métodos cuantitativos que son considerados actualmente como la prueba

de oro®; ambos miden la sintesis anormal de IgG confinada al SNC.

3.1. ANALISIS CUALITATIVO DE INMUNOGLOBULINAS EN LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

Desde 1922 ya se reconocian anormalidades en el LCR en paciente con EM,
pero no fue sino hasta 1964 cuando Laterre por medio de electroforesis de

proteinas describe por primera vez las bandas oligoclonales *°.

La electroforesis de proteinas y el isoelectroenfoque son 2 métodos usados
actualmente para a deteccion de las b andas oligoclonales en el liquido
ceaflorraquideo. La sensibilidad reportada para el primero varia de 47% a 77%.
A muestras de liquido cefalorraquideo y suero del mismo paciente se les
realiza el corrido electroforético en el mismo gel de agarosa de alta resolucién y
luego son sometidas a tincion para identificar las proteinas en la banda gamma.
Desafortunadamente han ocurrido inconsistencias considerables en la calidad
de los geles de agarosa que han sido producidos comercialmente y sumado a
la baja sensibilidad de la tincibn de proteinas, ha limitado notablemente la

sensibilidad de esta técnica para la deteccién de las bandas oligoclonales™.

Por el contrario, la sensibilidad del isoelectroenfoque para la deteccion de las
bandas oligoclonales supera el 95%. Con una mejor visualizacion de las
bandas cuando estas aparecen dado que son mas delgadas y contrastan mejor
con el fondo, por lo cual es la técnica preferida para “la realizacién de este

examen actualmente®®.
3.1.2. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS DE ALTA RESOLUCION

La electroforesis es un método analitico — semipreparativo, en el que se
separan biomoléculas,en dependencia entre otros factores de su carga y bajo
la accién de un campo eléctrico, fue empleado por primera vez por Tiselius en

el aflo 1937. La electroforesis es la migracion de solutos iénicos bajo la
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influencia de un campo eléctrico; Estas particulas migran hacia el catodo o
anodo (electrodos - y +), en dependencia de una combinacion de su carga,
peso molecular y estructura tridimensional. Es de destacar que a escala
analitica, los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de
resolucion y versatilidad, y sirven como método de separacion de mezclas
complejas de acidos nucléicos, proteinas y otras biomoléculas, donde aportan
un potente criterio de pureza. Es Gtil ademas para determinar otros parametros
como peso molecular, punto isoeléctrico y nimero de cadenas polipeptidicas
de las proteinas. La velocidad de migracion (v) de la particula es directamente
proporcional al producto de su carga efectiva (q) y el gradiente de potencial
eléctrico (E) e inversamente proporcional al coeficiente de friccion (f) relativo a
la talla y forma de la molécula, o sea, a la resistencia que le ofrece el medio. La
velocidad de migracion electroforética depende de la densidad de carga de la
molécula (relacion carga / peso), del voltaje aplicado y de la porosidad del gel
de electroforesis. La carga neta de la particula esta dada por el pH del medio y
puede ser modificada por la interaccion con pequefias moléculas de iones u
otras macromoléculas. De lo anterior se deduce que el pH influye sobre la
velocidad de migracién de las moléculas.2 En el punto isoeléctrico de la
biomolécula, pH al cual su carga neta es 0, esta no migra. Por debajo del punto
isoeléctrico tiene carga neta positiva y migra hacia el catodo, y por encima

del punto isoeléctrico tienen carga neta negativa y migra hacia el anodo?°.

3.1.2.1. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE AGAROSA Y EL
DESCUBRIMIENTO DE LAS BANDAS OLIGOCLONALES EN EL LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

La era de la electroforesis en la neurologia clinica origind permitio el
descubrimiento de las bandas oligoclonales en el LCR, el desarrollo del
isoelectroenfoque y otros métodos mas sensibles para que permitieron la
identificacién de proteinas individuales luego de la separacion inicial del LCR.
La nueva era de la electroforesis inicié en la década de los 50s cuando el gel
de agar de alta resolucién fue introducido como sustrato para la separacion de
proteinas. Cuando muestras simultdneas de suero y LCR de pacientes con

enfermedades inflamatorias como la esclerosis mdultiple eran analizadas por
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medio de electroforesis en gel de agar, bandas de proteinas aparecieron en la
muestra del LCR, mas no asi en le del suero. Basados en estos resultados se
aclar6 posteriormente que estas bandas representaban inmunoglobulinas G,
mientras que otras que comigraban con correspondian a otras
inmunoglobulinas o cadenas ligeras de las inmunoglobulinas. El término
bandas oligoclonal se adoptd por la suposicion que en enfermedades
inflamatorias como la esclerosis multiple un nimero restringido de clones de
células B eran activados en el sistema nervioso central y transformados en
células plasmociticas productoras de inmunoglobulinas. El potencial
diagnoéstico se hizo evidente rapidamente, dado que estas bandas eran
demostradas hasta en el 90% de los pacientes con esclerosis multiple y en una

significativa poblacién de otras enfermedades inflamatorias’*%%+33,

En la década de los 70s el gel de agarosa fue introducido dando similares
frecuencias de positividades de bandas oligoclonales que el de agar, pero el
primero es mas facil de manejar, es menos téxico y se pueden montar varias
parejas LCR/suero en una misma prueba. Desafortunadamente, ocurrieron
problemas con la comercializacion de los platos de electroforesis en gel de
agarosa con diferentes calidades y tipos de estandarizacion, lo que impacté en
la sensibilidad final de este examen con sensibilidad que se reportaba entre 45
y 77%. Por esta baja sensibilidad, el analisis de LCR en paso a ser de poco

interés!®?t,

3.1.3. ISOELECTROENFOQUE

El isoelectroenfoque es un método de electroforesis en el cual las proteinas
son separadas basandose en sus puntos isoeléctricos, siendo la carga neta de
la proteina determinada por el pH del entorno local, por tanto tienen carga

positiva, negativa o cero dependiendo del pH que las rodee®.

La carga neta de cualquier proteina es la suma de todas sus cargas negativas
y positivas; esto es determinado por los lados ionizables acidos y basicos de
las cadenas de aminoacidos y sus grupos prostéticos. Si el nUumero de grupos

acidos es mayor al de los basicos, el punto isoeléctrico estara en un valor de
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pH bajo y la proteina sera catalogada como &cida; lo contrario pasa si hay

predominio de grupos basicos®.

Las proteinas muestras una considerable variacion en sus puntos isoeléctricos,
pero el valor usual cae en el rango entre 3y 12 con la gran mayoria entre 4y 7.
Las proteinas toman carga positiva si el medio en que se encuentran tiene un
valor de pH menor a su punto isoeléctrico, de esta forma cuando los valores de
pH estan por debajo del punto isoeléctirco de una proteina en particular, esta
migrara hacia el catodo durante la electroforesis; por el contrario, con valores
por encima del punto isoeléctrico migraran hacia el &nodo. Una proteina en un

medio isoeléctrico, no migrara®.

Cuando una proteina se pone en un medio con un gradiente de pH y se somete
a un campo eléctrico, inicialmente se movera hacia el electrodo de carga
opuesta. Durante la migracién a través del gradiente de pH, la proteina
recogera o perdera protones y gradualmente va disminuyendo su velocidad de
migracion. En algin momento la proteina llegara a un pH igual al de su punto
isoeléctrico y se detendra. De esta forma, las proteinas se condensan o
“focalizan” en bandas delgadas segun el valor particular de su punto

isoeléctrico®?.

| Anodo (+) ' : Distancia en el gel Catodo (-)
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Las proteinas se aproximan a su punto isoeléctrico a velocidades variables,
pero permanecen ubicados en este por tiempos prolongados, en contraste con
la electroforesis convencional en la cual las proteinas se continban moviendo

por el medio hasta que el campo eléctrico es removido .

El gradiente de pH y el campo eléctrico aplicado van a determinar la resolucion
para diferenciar las bandas; asi la diferencia entre 2 proteinas adyacentes va a
ser directamente proporcional a la raiz cuadrada del gradiente de pH e
inversamente proporcional al cuadrado del gradiente de voltaje, por tanto bajos

gradientes de pH y grandes voltajes daran mayor resolucién %%

3.1.3.1. ISOELECTROENFOQUE Y BANDAS OLIGOCLONALES EN EL
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

El isoelectroenfoque se realiza usualmente en gel de poliacrilamida o de
agarosa, este Ultimo es el de eleccion dado que es menos téxico, facil de
manipular y almacenar. Comparado con las diferentes variantes de la
electroforesis que se han desarrollado en el tiempo, esta técnica tiene muchas
ventajas. La sensibilidad en la detecciéon de bandas oligoclonales es mucho
mayor, el numero de bandas detectadas por prueba es usualmente mayor de
10, mientras que en promedio solo 2 son visibles por electroforesis en la misma
prueba, son mas definidas y contrastan mejor con el fondo policlonal.
Independiente del medio que se utilice, el procedimiento requiere ser
estandarizado. En este método no se debe concentrar el LCR dado que puede
resultar pérdida de proteinas de hasta 50% en el caso de la IgG, también
puede alterar las propiedades de migracién de algunas proteinas. Como
medida para aumentar la sensibilidad se recomendé usar esta técnica con una
posterior inmunofijacion. Con la implementacion de estas técnicas se ha
logrado un resultado sostenido de sensibilidad mayor del 90% en esta prueba
para la deteccion de bandas oligoclonales en esclerosis multiple, demostrado

en varios estudios alrededor del mundo’.

En el aflo 2003 se publicé un articulo del Colegio Americano de Patologos en

el que se reporté que mas del 90% de 235 laboratorios realizaban la deteccion
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de bandas oligoclonales en LCR por medio de electroforesis y menos del 10%

usaban el isoelectroenfoque "%,

3.1.4. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS DE ALTA RESOLUCION Vs
ISOELECTROENFOQUE

Hay publicados 2 estudios que comparan directamente estas dos técnica para
el andlisis de bandas oligoclonales en el liquido cefalorraquideo, uno de ellos
comparé la sensibilidad y la especificidad del isoelectroenfoque con
inmunofijacion, la electroforesis de alta resolucién y el indice de IgG para la
deteccion de sintesis intratecal de inmunoglobulinas en pacientes con
esclerosis multiple y otras patologias del sistema nervioso central. En este se
analizaron muestras de LCR/suero de 147 pacientes seleccionados al azar.
Entre ellos, los que padecian de esclerosis multiple cumplian los criterios de
Poser. Los andlisis se realizaron por el mismo médico, el cual no conocia el
diagnostico. En los resultados mostraron una para la electroforesis de
proteinas, una sensibilidad de 45% y una especificidad del 97%. Para el

isoelectroenfoque la sensibilidad fue de 100% y la especificidad de E: 91%°.

El segundo trabajo tuvo una muestra de 175 pacientes en los cuales se
analizaros muestras pareadas de LCR/suero y si compardé la sensibilidad y la
especificidad de la electroforesis de proteinas de alta resolucion, el
isoelectroenfoque y el indice cuantitativo de 1gG, en paciente con diagnostico
de esclerosis multiple de acuerdo a los criterios de Poser que eran vigentes en
ese tiempo con la clasificaciébn de esclerosis multiple probable y posible, los
cuales se compararon con pacientes con otras enfermedades neurologicas de
caracter inflamatorio y otro grupo con patologia neuroldgica no inflamatoria.
Todas las pruebas se corrian en el mismo dia en cada paciente y dos técnicos
independientes revisaban los resultados, un tercero resolvia la diferencia si
hubiese. Los resultados mostraron que el en el isoelectroenfoque las bandas
oligoclonales eran mas definidas y faciles de identificar. De las 31 pruebas que
se realizaron con bandas oligoclonales negativas, con la electroforesis 19
tenian banda monoclonal (solo una banda) y con el isoelectroenfoque de todas
las negativas, ninguna tenia bandas monoclonales. Entre las 20 pruebas

positivas con la electroforesis habia un promedio de 2 bandas y con el
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isoelectroenfoque 8 bandas. Lo que daba una sensibilidad de 60%, con una
especificidad de 96% para la electroforesis, contrastando con la sensibilidad de

90% y especificidad de 94% para el isoelectroenfoque®.

3.2. PAPEL DE LAS BANDAS OLIGOCLONALES EN LOS NUEVOS
CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA LA ESCLEROSIS MULTIPLE

En el 2001, el Panel Internacional para el Diagndstico de la Esclerosis Mdltiple
presentd unos nuevos criterios para el diagnéstico de esta enfermedad, que
han sido conocidos como los criterios de “McDonald”. Con estos criterios se
intentd presentar un esquema diagnostico que pudiera ser mas confiable, con
mayor deteccion de casos en etapas tempranas y con menos falsos positivos.
En el 2005 se reunieron nuevamente y actualizaron los criterios de McDonald
con el fin de minimizar el riesgo de falsos negativos, pero mantener un alto
nivel de especificidad. Como los anteriores, se usan criterios clinicos y
paraclinicos, con informacion final que resulta en Esclerosis Multiple, Esclerosis
Multiple posible y no Esclerosis multiple. Usa los test paraclinicos para mejorar
la especificidad de los otros paraclinicos, tomando estos gran importancia
cuando existe grandes dudas clinicas, por tanto, si estos son normales, sugiere
con gran fuerza un diagndstico alternativo, mientras si son anormales, soportan
el diagnéstico primario®. Desde 1983 con Poser se introdujeron las bandas
oligoclonales del LCR entre la bateria de paraclinicos coadyuvantes para el
diagndstico de esta enfermedad®. En los actuales contindan siendo
considerados dado que incrementa la sensibilidad en el diagnéstico, a pesar de
su baja especificidad. Por tanto, en estos se anota que si el resultado de
bandas oligoclonales en el LCR es negativo, se tiene que tener un extremo
cuidado antes de hacer el diagnéstico de esta patologia e incluso se debe
considerar otra patologia. Como método para realizar este examen se
recomienda el isoelectroenfoque y anotan como un examen positivo a la

aparicién de bandas que estan presentes en el LCR pero no en el suero.

Ademas de importancia en cuanto a sensibilidad y valor predictivo negativo de
esta prueba, se adiciona como requisito para disminuir el nUmero necesario de

lesiones en la resonancia magnética de 9 a solo 2 para cumplir en criterio de
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diseminacién en el espacio necesario para el diagnostico de la esclerosis
multiple tipo recaida remisién que aporta el 85% de los casos. Ademas se
incluyé también en 1 de los 4 criterios que para el diagnéstico del subtipo

primaria progresiva (con 2 de 4 se hace este diagndstico).

Por anterior queda claro que las bandas oligoclonales juegan un papel
importante en el proceso diagnostico de la esclerosis multiple, ayudando a
detectar a aquellos pacientes que probablemente tienen la enfermedad y
ademas, ayudan a un diagnoéstico mas temprano por disminuir el nimero de
lesiones requeridas para cumplir uno de los criterios fundamentales, como lo es

el lesiones con diseminacién en el espacio.

3.3. RECOMENDACIONES PARA EL ANALISIS DEL LIiQUIDO
CEFALORRAQUIDEO EN ESCLEROSIS MULTIPLE

Como respuesta a la publicacién de los criterios de McDonald en el 2005, un
panel de expertos publicd las recomendaciones para la toma de las bandas
oligoclonales en el LCR, dado que no quedo anotado de forma explicita cual

deberia ser el método ptimo, la forma de realizarlo e interpretarlo®.

Hay un completo acuerdo que el isoelectroenfoque en gel de agarosa seguido
de inmunofijacion debe ser la “Prueba de Oro” para la deteccién de las bandas
oligoclonales en el LCR. Los otros métodos dado su variacion y baja

sensibilidad no fueron recomendados en este consenso®.

Para homogeneizar los reportes de los resultados de esta prueba se propuso
en consenso como deben ir reportados resultados: Patron tipo 1: Normal, con
respuesta policlonal en suero y en el LCR; patrén tipo 2 (anormal): Tipica
respuesta oligoclonal (mas de 2 bandas de IgG) en LCR y normal (policlonal)
en suero; patron tipo 3 (anormal): respuesta oligoclonal en suero y LCR pero
a diferentes alturas y el niumero de bandas en el LCR en mayor (>2) al del
suero. Patron tipo 4: respuesta oligoclonal en suero y liquido idéntico, “Patrén
en espejo”’. Patron tipo 5: 3 a 5 bandas espaciadas regularmente cerca al

catodo, tipica de paraproteinas®.
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LLELLEL

Serum CSF Serum CSF Serum CSF Serum CSF Serum CSF
2 3 4 5

23.Clin Neurol Neurosurg 111 (2009) 313-318

Se anotaron explicitamente las recomendaciones®:

1. El analisis cualitativo es el mejor método para valorar la IgG en LCR y el

isoelectroenfoque deberia ser la Prueba de Oro.

2. Se debe usar LCR no concentrado y se debe comparar con suero del
paciente. Hay que correr las muestras simultaneamente en el mismo
ensayo en filas adyacentes.

3. La prueba éptima debe usar cantidades similares de IgG del suero y del
LCR.

4. Debe haber controles negativos y positivos para cada muestra.

Rechazar si el positivo es tenue o el negativo es fuerte.
5. Los reportes se deben realizar en términos de los 5 patrones.

6. El estudio debe ser interpretado por persona experimentada.

7. Se debe interpretar integralmente todos los parametros del LCR.
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8. En algunos casos, la evaluacibn de cadenas ligeras por
inmunodeteccion puede ayudar a resolver casos dudosos de bandas
oligoclonales.

9. Se debe considerar repetir la puncion lumbar si hay alta sospecha de
Esclerosis mdltiple y hay bandas oligoclonales negativas o respuesta
monoclonal.

10. El andlisis cuantitativo IgG es prueba complementaria pero no sustituye
el cualitativo.

11.Los laboratorios deben asegurar control de calidad interno y externo.
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4. IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Si bien, la esclerosis multiple es una enfermedad de baja prevalencia en
nuestro territorio®®, es la enfermedad neurolégica que genera la mayor
discapacidad en personas jovenes dado su pico de aparicion a temprana edad,
gue genera un trastorno cronico caracterizado por un deterioro clinico gradual
tanto fisico, cognitivo, familiar y social, ademas de acarrear costos importantes
para su manejo integral. Desde 1983 ° se han realizado continuamente grandes
esfuerzos para tratar de simplificar su diagndstico para intentar intervenirla en
etapas tempranas y de esta forma disminuir la progresion manifestada en
discapacidad acumulada. El diagnéstico de la enfermedad se hace basado en
la clinica, dado que no existe ninguna exploracion complementaria cuyo
resultado sea patognomonico; sin embargo se han incluido ayudas paraclinicas
como la resonancia Magnética y el estudio del liquido cefalorraquideo en
busqueda de bandas oligoclonales, como herramientas de gran ayuda para
diagnéstico temprano de la enfermedad”, siendo estas Ultimas, mas sensibles
como predictoras de conversion a esclerosis multiple definitiva cuando salen
positivas en las etapas iniciales de la enfermedad®**?°. Sumado a esto, se ha
demostrado la importancia de las bandas oligoclonales por el gran valor
predictivo negativo de este examen, que puede facilitar y orientar al médico en
el proceso diagnéstico de esta patologia®. La técnica correcta
(isoelectroenfoque) para la identificacion de estas bandas oligoclonales ya ha
sido ampliamente descrita y estudiada, sin embargo, en Colombia e incluyendo
nuestro Hospital, no se cuenta con el recurso tecnoldgico para realizarla, por lo
gue se han usado técnicas alternativas que igualmente han demostrado ser de
utilidad, pero con un grado de eficiencia significativamente menor al del

recomendado por el panel internacional.

En nuestro hospital contamos con una poblacién de pacientes de esclerosis
multiple definitiva, pero desconocemos en ellos como se ha comportado el

resultado de las bandas oligoclonales como grupo, por tanto surge la pregunta:
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¢La proporcién de pacientes con esclerosis multiple y bandas oligoclonales
positivas del Hospital Militar Central es comparable con lo reportado en la
literatura mundial cuando se emplean la técnica de medicién usual de nuestro

laboratorio?
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5. JUSTIFICACION

Como se ha mencionado ampliamente en este escrito, la Esclerosis mdltiple es
una enfermedad de alto impacto en nuestros pacientes por la discapacidad que
va a generar en ellos con el transcurso del tiempo generado por la alteracion en
su calidad de vida?"?®?°, deterioro laboral, social y en dltimas, también para el
sistema de salud dada la inversién que implica tratar esta enfermedad con
medicamentos bioldégicos modificadores de la enfermedad de alto costo, sus

recaidas y su rehabilitacion.

Hasta el momento queda claro que esta patologia es de etiologia autoinmune
con secuelas neurodegenerativas®*®'’, presentando su mayor proceso
inflamatorio en las fases iniciales que dan como primera manifestacion, una
recaida clinica. Por tanto, en estas fases iniciales es donde se puede realmente
impactar en el prondstico de la enfermedad, porque si se puede lograr modular
la inflamacion cuando hay gran proporcion de parénquima cerebral sano, se
evitard por medio de medicamento modulares de la enfermedad que la
esclerosis multiple progrese de forma natural y asi se puede lograr impactar el

resultado final en cuestiones de prondstico clinico.

En el momento no existe un método totalmente definitivo que determine con
precision aquellos pacientes que padecen la enfermedad; se cuenta por el
contrario con una bateria de herramientas clinicas, paraclinicas e
imagenoldgicas, todas ellas contempladas en los criterios actuales para el
diagndstico de esta enfermedad®. Uno de ellos, son las bandas oligoclonales
del liquido cefalorraquideo, incluidos desde 1983°en el proceso diagndstico
para esta patologia; gradualmente fue evolucionando la técnica con la que se
determinaban, llegando a desarrolla la conocida como isoelectroenfoque® con
la que se lograron resultados muy alentadores dado que se pudo obtener una
técnica de tamizacion casi ideal con estudios que muestran una sensibilidad en
promedio superior al 90%, con un elevado valor predictivo negativo para la

31,32

deteccion de las bandas oligoclonales® 4, con las implicaciones que esto trae

para el algoritmo diagnéstico.

En nuestro hospital no se cuenta con esta técnica, por lo cual se cree

pertinente tratar de determinar como es el comportamiento del resultado
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obtenido de las bandas oligoclonales en nuestro pacientes por la técnica que
se esta implementando actualmente en nuestro laboratorio de inmunologia y a
partir de alli, desarrollar un nuevo protocolo donde se garantice la mayor
calidad posible para la determinacion de este examen, ademas de caracterizar

nuestra poblacién de pacientes con respecto a este resultado.

Con lo anterior se ayudara a detectar con mejor exactitud y oportunidad a los
pacientes con patologia sospechosa de esclerosis mudultiple en nuestra

poblacion de las Fuerzas Militares.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Describir el comportamiento del resultado de las bandas Oligoclonales en el
LCR, en pacientes con Esclerosis Multiple diagnosticados en el Hospital Militar

Central de Bogota.

6.2. Objetivos especificos

1. Describir las caracteristicas demogréficas de los pacientes con

Esclerosis Multiple del Hospital Militar Central.

2. Determinar la proporcion de pacientes con Bandas oligoclonales
positivas entre los pacientes con esclerosis multiple del Hospital Militar

Central.

3. Comparar la proporcion de pacientes con Bandas oligoclonales positivas

de hombres con las mujeres.

4. Determinar el namero de pacientes con diagndstico de esclerosis

multiple segun fuerza.
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7. METODOLOGIA

7.1. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo tipo serie de casos.

7.2. Poblacién y muestra
* Poblacion: Usuarios del HMC.

+ Muestra: Pacientes con EM definitiva en tratamiento actualmente en el
HMC.

+ Unidad de analisis: Pacientes que cumplan criterios de inclusion

7.3. Criterios de inclusion y exclusion
— Todos presentados en junta médica de neurologia.
— Con estudios de imagenes y bandas oligoclonales.

* Cumplen criterios de McDonald 2005.
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7.4. Variables
DIMENSION | DESCRIPCION | CLASIFICACION | ESCALA
Género Género del Cualitativa a.Femenino
paciente nominal b.Masculino
Edad Edad que tiene el Cuantitativa Edad en
paciente continua afos del
paciente
Fuerza Fuerza a la que cualitativa nominal | a. Ejercito
VARIABLES pertenece el b. Fuerza
A ESTUDIO paciente aérea
c. Armada
d. Hospital
Militar
Otros
Bandas Resultado de las | cualitativa nominal | a.BOC
oligoclonales Bandas dicotomica positivas
oligoclonales en el b. BOC
liquido negativas
cefalorraquideo
7.5. Recoleccion de datos

— El resultado de las bandas oligoclonales en LCR se extrajo de las bases de

datos del laboratorio de inmunologia y de la revision de la historia clinica.

— Periodo de recolecciéon abarca 1995 a junio del 2010.
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PLAN DE ANALISIS

Las variables cualitativas se analizaran en formas de frecuencias
absolutas.

Las variables cuantitativas se analizaran con medidas de tendencia central
y dispersion.

Se usara para el analisis estadistico el programa SPSS-18 (licencia:

Universidad EI Bosque).
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9. RESULTADOS

Entre la poblacién de usuarios del HMC hay 26 pacientes con EM definitiva.
La media de edad fue 43 afos.

— Rango entre 29 y 62 afios, con desviacién estandar tipica de 8,542.

Estadisticos descriptivos
N  Minimo Méaximo Media Desuv. tip.

EDAD 26 29 62 43,00 8,542

El 75.1% (19) eran del género femenino y el 26.9% (7) del masculino:

— Con un indice de feminizacion de 2,71:1.
GENERO

Porcentaje Porcentaje
FrecuenciaPorcentaje vélido acumulado

MASCULINO 7 26,9 26,9 26,9
FEMENINO 19 73,1 73,1 100,0

Total 26 100,0 100,0

GENERO

50

4071

Porcentaje

207

MASCULING FEMENING
GENERO
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* EI 50% (13) de los pacientes tiene bandas oligoclonales positivas y el 50%
(13) tienen bandas oligoclonales negativas.

BANDAS OLIGOCLONALES

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
BANDAS 13 50,0 50,0 50,0
NEGATIVAS
BANDAS POSITIVAS 13 50,0 50,0 100,0
Total 26 100,0 100,0

BANDAS OLIGOCLOMALES

B BAMNDAS NEGATIV AS
EBEAMNDAS POSITIVAS
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El 57,9% (11/19) de las Mujeres tuvieron bandas oligoclonales positivas y

el 28,6% (2/7) de los Hombres tuvieron bandas oligoclonales positivas.

Tabla de contingencia GENERO * BANDAS OLIGOCLONALES

BANDAS OLIGOCLONALES

Bandas Bandas
negativas positivas Total
GENERO Masculino 5 2 7
Femenino 8 11 19
TOTAL 13 13 26

e EI 76,9% de los paciente pertenecian al Ejército, el 11,5% a la fuerza

aérea, el 3,8% ala Armada y el 3,8% al Hospital Militar Central.

Vélidos

REGIMEN ADMINISTRADOR

EJC

FAC

HMC

ARC

OTRA

Total

Frecuencia

20

Porcentaje

76,9
11,5
3,8
3,8
3,8

100,0

Porcentaje

valido
76,9
11,5
3,8
3,8
3,8

100,0
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10. CONCLUSIONES

El presente estudio descriptivo es el primero de su clase en el Hospital Militar
Central, en el cual se logra una caracterizacién gruesa de la poblacién y se

obtienen resultados acordes a los objetivos planteados al inicio del trabajo.

Se muestra claramente que la poblacién de paciente con esclerosis multiple de
este Hospital es similar a la descrita en la literatura en cuanto a las variables
del género, dado que hay una predominancia del género femenino, en esta
serie de 2,71 mujeres por cada hombre lo que es comparable con los
resultados de otros estudios epidemiol6gicos en nuestro pais. Igualmente el
rango de edad de edad de nuestros pacientes se corresponde con lo reportado,
reiterando y mostrando que en nuestros usuarios del Hospital Militar Central los
afectados contindan siendo gente en edades productivas, ubicandose el de
mayor edad en los 62 afios. Por tanto, se cumple que es la enfermedad
neuroldogica mas discapacitante en adultos jovenes, con el impacto personal y

social que ello conlleva.

Como era de esperarse, se obtuvo un numero notablemente mayor de
personas con esta enfermedad en el Ejercito con respecto a las otras dado el
mayor numero de usuarios con que cuenta esta fuerza, cifra que debe ser
tenida en cuenta en el momento de realizar los presupuestos para el manejo

multidisciplinario de esta enfermedad.

Con respecto al resultado de la bandas oligoclonales se obtuvo un resultado
similar a lo reportado en la literatura mundial, con un porcentaje de resultados
positivo igual al de los negativos en una poblacién considerable comparada con
los estudio publicados en la literatura. Hay que anotar claramente, que en este
punto se abre un gran campo de discusién, ya que en nuestro Hospital se
estaba realizando de una forma errénea este examen. Por el contrario a lo
recomendado en la literatura, solo se analizaron muestras del liquido
cefalorraquideo, sin ser comparadas simultdneamente con el suero, lo que
altimas no permitiria diferenciar si las bandas obtenidas como positivas, son
realmente positivas, dado que si estas también se encontraran en la muestra
del suero, no se considerarian como positivas. Por tanto, quizas algunos de

nuestros resultados positivos, no lo sean. Por otro lado, ninguno de los
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resultados estaba reportado en alguno de los 5 patrones recomendados por la
literatura mundial como medida de unificacion de criterios. Estas practicas
errbneas generadas por el desconocimiento del tema mostraron ser una
constante en nuestro medio local, por parte de todo el equipo terapéutico

encargado de esta patologia.

Un hallazgo llamativo, fue que se encontrd un porcentaje mayor de resultados
de bandas oligoclonales positivas en los pacientes de género femenino con
respecto al masculino, sin embargo este hallazgo careceria de importancia al
implementar la técnica ideal en la obtendrias segun lo reportado por su
sensibilidad igual nimero de pruebas positivas en hombre y en mujeres dado
gue casi todos los que van a tener la enfermedad contardn con esta prueba

positiva.

Estos resultados estan acordes con que la electroforesis de proteinas de alta
resolucion en gel de agarosa es una prueba de baja sensibilidad para la
deteccién de bandas oligoclonales en el liquido cefalorraquideo, por tanto se
interroga el valor de los resultados por medio de esta prueba, dado los costos
gue implica y la poca informacion que nos estara aportando, ya que todos los
resultados negativos serdn cuestionados, siendo ellos donde radica la mayor

importancia de esta prueba cuando es adecuadamente realizada.

Hay que aclarar que en nuestro pais no se tiene la tecnologia disponible para
realizar este examen segun las normar requeridas internacionalmente, ya que

ningun laboratorio cuenta con el equipo de isoelectroenfoque.
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11.DISCUSION

La busqueda de bandas oligoclonales en el liquido cefalorraquideo continua
siendo una herramienta util en el proceso diagndstico de la esclerosis mdaltiple,
en la ayuda de deteccion de pacientes con sospecha de esta enfermedad y

para diagnosticarla de forma mas temprana en aquellos que la van a padecer.

Con los resultados de este estudio se demuestra que se tienen que hacer todos
los esfuerzos para tratar de estandarizar la técnica de detecciéon de bandas
oligoclonales, usando la técnica de isoelectroenfoque de alta sensibilidad y no
otras técnicas de analisis cualitativo que ya estdn en desuso como es la

electroforesis de alta resolucién.

Se resalta ademas la importancia de la toma concomitante de una muestra de
suero del paciente, que se debe analizar simultdneamente con la del liquido
cefalorraquideo y ademas montar en el mismo gel para obtener los resultados

idoneos.

El interés en este tema de los autores de este estudio motivé a la compra del
equipo de isoelectroenfoque en el Hospital Militar Central, hasta el momento
anico en el pais. En el momento se estan realizando las pruebas de
estandarizacion y pronto estara en funcionamiento con un nuevo protocolo

ajustado a las normas internacionales.

Se espera en un fututo continuar estudiando el comportamiento del resultado
de las bandas oligoclonales en el liquido cefalorraquideo en paciente con
esclerosis multiple con este nuevo instrumento, el cual tendrd como base para

la comparacion de datos este estudio.

Se espera ademas que se motiven otras instituciones para la adquisicion de
este equipo, para ofrecerles a los pacientes con sospecha de esclerosis

multiple una herramienta de real ayuda para su proceso diagnéstico.
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Fases/mes 1

1.Disefio del proyecto

2. Recoleccién de
informacion

3. Andlisis de informacién

4 Elaboracion de
documento final

5.Presentacién de
resultados
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Recursos Cantidad Costo Total
Humanos | Investigador (residente 1 2000000 2000000
cuarto afio)
Investigador (residente 1 2000000 2000000
primer afo)
Asesor tematico 1 1500000 1500000
Asesor metodologico 1 1500000 1500000
Subtotal 7000000
Equipos | Computador portéatil 2 3000000 3000000
y Computador de 1 1500000 1500000
software | escritorio
Paquete estadistico 1 3000000 3000000
Spss
Papeleria | Fotocopias 100 5000 5000
Subtotal 7505000
Total 14505000
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14.ASPECTOS ETICOS

El proyecto de investigacion planteado en este protocolo seguird las normas
estipuladas en la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Proteccidn social.
Segun el articulo 11 de esta resolucion, la investigacion en curso es
considerada una investigacion  “sin riesgo”, no se realizara ninguna
intervencibn o modificacion intencionada de las variables bioldgicas,
fisiologicas, sicolégicas o sociales de los individuos que participan en el
estudio, no se tendra contacto directo con los pacientes, Unicamente se hara

revision de bases de datos.
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