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RESUMEN

Objetivo: Evaluar los resultados de la estimacion del estado funcional de la barrera sangre—liquido cefalorraquideo (LCR) y la sintesis
intratecal de inmunoglobulina G (IgG) por el sistema nervioso central mediante las modificaciones de las técnicas comerciales disefiadas
para otros fluidos bioldgicos.

Métodos: A muestras de LCR y suero de 61 pacientes se les realizaron electroforesis de disco en geles de poliacrilamida y cuantificacién
de proteinas totales (PT) en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia, Habana, Cuba (INN), entre los meses de abril y diciembre de 2014.
Se determinaron las concentraciones de albimina e IgG empleando paralelamente técnicas comerciales modificadas en el laboratorio y
métodos validados para estos estudios. Se calcul6 el cociente albimina (Qalb) y el indice IgG, como indicadores del estado funcional de
la barrera sangre—LCR (BS-LCR) y de la sintesis intratecal (SIT), respectivamente.

Resultados: Las PT y los patrones de electroforesis se correlacionaron con el Qalb y albumina, realizado por las técnicas modificadas. No
se encontraron diferencias significativas entre las cuantificaciones de las técnicas validadas y modificadas para los valores de albimina en
LCR (Z=0,41; p=0,6791), albimina en suero (Z=0,08; p=0,9382), el Qalb (Z=0,21; p=0,8361), IgG en LCR (Z=1,65; p=0,0995) e indice 1gG
(Z2=1,10; p=0,2721).

Conclusiones: Se demuestra que estas modificaciones en técnicas comerciales disefiadas para otros fluidos bilégicos resultan Utiles para
estimar la funcionalidad de la BS—LCR vy calcular la SIT de inmunoglobulinas. Las modificaciones introducidas a la técnica turbidimétrica y
al UMELISA pueden ser estandarizadas para su validacion en el diagnostico de dafio de la BS—LCR y de sintesis intratecal de 1gG por el
sistema nervioso.

Palabras clave. Albumina. Barrera sangre—liquido cefalorraquideo. Electroforesis. Inmunoglobulina G. Liquido cefalorraquideo. Sintesis
intratecal de inmunoglobulinas.

Immunoglobulin G and albumin quantification in the cerebrospinal fluid by modifications in techniques
for other biological fluids

ABSTRACT

Objective: To evaluate the results of estimating the functional status of blood—cerebrospinal fluid barrier (B—CSFB) and intrathecal
immunoglobulin synthesis (ITS) of IgG for central nervous system by modified commercial techniques designed for other biological fluids.
Methods: Disc polyacrylamide gel electrophoresis and quantification of CSF total protein in CSF and serum of 61 patients were conducted
at the Institute of Neurology and Neurosurgery (INN) between April and September 2014. The concentration of albumin and IgG was
determined by commercial standardized techniques and by modifications of commercial techniques. Albumin ratio and IgG index were
calculated and employed to evaluate B-CSFB permeability and ITS, respectively.

Results: Total protein and protein electrophoresis patterns were correlated with the quantifications performed by modified commercial
techniques. There was no significant difference between validated commercial techniques and modified techniques for quantifications of
CSF albumin (Z=0,41; p=0,6791), serum albumin (Z=0,08; p=0,9382), Qalb (Z=0,21; p=0,8361), CSF 1gG (Z=1,65; p=0,0995) and IgG
index (Z=1,10; p=0,2721).

Conclusions: The immunological studies in CSF obtained from modifying commercial techniques designed for other biological fluids are
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useful to estimate the functionality of B—-CSFB and intrathecal immunoglobulin synthesis. The modifications carried out for the turbidimetric
technique and for the UMELISA kit should be standardized for the validation of BCSF—B permeability and 1gG ITS by the nervous system.

Key words. Albumin. Blood—cerebrospinal fluid barrier. Cerebrospinal fluid. Electrophoresis. Immmunoglobulin G. Intrathecal

immunoglobulin synthesis.

INTRODUCCION

El liquido cefalorraquideo (LCR) asiste las
necesidades metabdlicas del cerebro sirviendo
como medio para el intercambio de nutrientes y
productos de desechos entre el tejido nervioso y la
sangre, a través de la barrera sangre-LCR (BS—
LCR) (1). Las alteraciones en su composicién
proteica pueden definir ciertas enfermedades y ser
usadas para evaluar el beneficio de las
intervenciones terapéuticas (1,2). El analisis proteico
del LCR a travées de la electroforesis de las
proteinas del LCR en gel de poliacrilamida brinda
informacioén importante acerca del estado funcional
de la BS—-LCR Yy la sintesis intratecal (SIT) de las
inmunoglobulinas, ofreciendo ventajas significativas
por su simplicidad, reproducibilidad y alta resolucion
en el diagnostico de un posible trastorno en el SNC
(3). Sin embargo, es una técnica cualitativa, por lo
gue el empleo de métodos cuantitativos, simples y
accesibles, ayuda a complementar estos estudios.

Entre los métodos cuantitativos ampliamente
utilizados se encuentran el cociente albumina
(Qalb) y el indice de IgG (1). Ambos son aceptados
en los estudios clinicos y de investigacion en
humanos: el primero como marcador del estado de
la BS-LCR (4), y el indice como reflejo de un
proceso de SIT de dicha inmunoglobulina en el
SNC (1,5). Para el célculo de estos dos parametros
se necesita de la cuantificacion de albimina e IgG
en muestras de sangre y LCR, lo que requiere de la
compra de equipamiento y reactivos comerciales
que son de alto valor en el mercado. El
aprovechamiento de la posibilidad de modificar los
estuches reactivos de circulacibon en Cuba
empleados para cuantificar albamina e 1gG en otros
fluidos biologicos supone una nueva prestacion
para los mismos y un ahorro importante en la
estimacion del estado funcional de la BS-LCR y la
SIT.

El andlisis de las proteinas de LCR tiene un papel
importante para excluir o confirmar algunos
trastornos neurolégicos, asi como para el
seguimiento clinico de los pacientes y/o su
tratamiento (1,4). La disponibilidad de las técnicas
cuantitativas que permitan realizar los estudios
sefialados se hace necesaria para una mejor
interpretacion de resultados, asi como para definir
los criterios acerca del método mas util para la
confirmacién diagndstica.
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Con esta investigacion se pretende evaluar los
resultados de la estimacion del estado funcional de
la barrera sangre—liquido cefalorraquideo (LCR) y la
sintesis intratecal de inmunoglobulina G (IgG) por el
sistema nervioso central mediante las
modificaciones de las técnicas comerciales
disefiadas para otros fluidos biolégicos.

METODOS

Pacientes y obtencién de muestras biolégicas

Se estudiaron 61 pacientes (31 varones y 30 mujeres) con
edades entre 14 y 85 afios (media de 44,2 afios), ingresados
en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia (INN) de la
Habana (Cuba), entre los meses de abril y diciembre de
2014, con sospecha de alguna enfermedad neuroldgica. Se
obtuvieron 2 mL de LCR por puncién lumbar no traumaética,
siguiendo las normas éticas reglamentadas, y con previo
consentimiento informado del paciente.

Se descartaron las muestras turbias, pigmentadas o con
presencia de hematies después de centrifugadas a 1 000
rpm durante 10 minutos. Se extrajeron 5 mL de sangre por
puncién venosa para obtener suero, la cual fue centrifugada
a 2 500 rpm durante 10 minutos. Estas muestras de LCR y
suero se conservaron a —20 °C hasta el montaje de las
técnicas.

Procedimientos

Cuantificacién de las proteinas totales de LCR

La cuantificacion se realiz6 por el método descrito por Lowry
(6), el cual se basa en la reaccién con el reactivo de Folin—
Ciocalteu. Los valores de referencia de las proteinas totales
(PT) son de 22,30 a 50,20 mg/dL (3).

Electroforesis de disco en poliacrilamida en condiciones
nativas

El fraccionamiento de las proteinas del LCR se llev6 a cabo
en gel de poliacrilamida al 7,5 %, segun la técnica descrita
en detalle con anterioridad (3). Los patrones electroforéticos
del LCR se clasificaron de acuerdo a lo propuesto por
Gonzalez—Quevedo et al (1) en:

e Patron electroforético de aspecto normal (PEAN).
e Patron de disfuncién de la BS-LCR (DBSL).

e Patrén gammaglobulinico con o sin bandas oligoclonales
(BO).

e Combinacion del patrén de disfuncion de la BS-LCR y el
patron gammaglobulinico.

e Patrén degenerativo.

Determinacion de las concentraciones de IgG en suero y
LCR a partir de modificaciones a una técnica comercial

La IgG se cuantificé en muestras de suero y LCR a través de
un estuche proveniente de la firma italiana CPM Scientifica
Tecnologie Biomediche (Roma, Italia). Se basa en un
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método turbidimétrico concebido para la cuantificacion de
IgG en suero con lectura en un espectrofotometro.

En la cuantificacion de 1gG en suero se realiz6 una
modificaciéon a los volimenes de reaccién manteniendo la
proporcionalidad entre ellos, con el objetivo de ser leidos en
un equipo de ELISA PR-521 para placas de 96 pocillos. Las
muestras de suero, los calibradores y controles se diluyeron
1:10 en solucién salina y se aplicaron 9 L por duplicado en
una placa ELISA con capacidad total de 300 pL por pocillo.

Posteriormente se adicionaron 280 pL de la solucién tampén
y se ley6 la primera densidad 6ptica (DO) a la longitud de
onda (A) de 340 nm. Un volumen de 33 uL del anticuerpo fue
adicionado y se incubé por 5 minutos a temperatura
ambiente. La lectura final de DO se realizé a 340 nm. Para la
realizacion de la curva de calibracion se emple6 un
multicalibrador de proteinas especificas (CPM Scientifica)
con las siguientes concentraciones: 1,65 g/L; 3,29 g/L; 6,58
g/L; 13,16 g/L y 26,32 g/L. El control multiparamétrico de
proteinas especificas de la firma utlizado tenia una
concentracioén de 8,77 g/L (7,02-10,50).

Para la determinacion de IgG en LCR se realizé una
adaptaciéon en las proporciones de los volimenes de
reaccion y las condiciones de incubacion de la técnica
descrita por la firma CPM Scientifica para IgG en suero. El
control IMT de la firma CPM Scientifica de concentracion 9
g/L se diluyd 1:100 con solucién salina fisiolégica, para una
concentracion final de 9 mg/dL. Mediante la dilucion 1:3 de
esta solucion se obtuvo el control de la técnica de
concentracion 3 mg/dL.

Para la curva de calibracion se empleé el OneTrol de CPM
Scientifica (5 g/L). Los puntos preparados fueron: 25,00
mg/dL; 10,00 mg/dL; 5,00 mg/dL; 2,50 mg/dL; 1,25 mg/dL.
En cada pocillo se aplicé 50 pL de calibradores, controles y
muestras sin diluir, todos por duplicado. Posteriormente se
adicionaron 150 pL de la solucion tampén y se leyo una
primera DO (A=340 nm). Se adicionaron 100 uL del
anticuerpo diluido 1:5 en PBS, se incubd la mezcla por 30
minutos a 37 °C en una incubadora y se realizd una lectura
final a 340 nm.

Se calculd la diferencia de las DO iniciales y finales (ADO=
DOsina— DOinicial) para cada muestra, control y calibrador. Se
realizd un ajuste de regresion lineal simple para el célculo de
las concentraciones de las muestras a partir de la curva
estandar. Los valores de referencia para la 1IgG en LCR son
menores que 3 mg/dL y para las muestras de suero de 6,80
a 14,40 g/L en adultos y nifios mayores de diez afios, segln
los valores de referencia de la firma CPM Scientifica.

Determinacion de las concentraciones de albumina en LCR y
suero a partir de modificaciones a una técnica comercial

El procedimiento empleado en el INN para la cuantificacion
de la albumina en LCR y suero se realiz6 mediante una
adaptacién de la técnica de UMELISA Microalbuminuria
(TECNOSUMA, Cuba) para la cuantificacion de albimina
humana en muestras de orina. Esta determinacion se basa
en un ensayo inmunoenzimaético heterogéneo tipo “sandwich”
que utiliza como fase sdlida tiras de ultramicroELISA (10 uL
por pocillo), revestidas con anticuerpos monoclonales contra
la albimina humana, obtenidos en ratones de la linea Balb/c.

Para las determinaciones de albumina, las muestras de
suero se diluyeron previamente 1:200 en solucién salina
fisioldégica. Posteriormente las muestras de suero y LCR se
diluyeron 1:40 y 1:50 sucesivamente con la solucion de
trabajo R2, para una dilucion final de 1:2000. Los pasos
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sucesivos para la cuantificacion de albdamina en las muestras
de LCR y suero se realizaron segun la técnica descrita en el
UMELISA Microalbuminuria. Se aplicaron 10 pyL de control,
muestras y calibradores, dejandolos reaccionar durante 30
minutos, luego se adicioné el conjugado y posteriormente la
enzima peroxidasa, cada uno incubado durante 30 minutos.
Se hicieron lavados de 30 segundos intercalados entre estos
pasos. Las lecturas de la intensidad de la fluorescencia
emitida se realizaron en un lector de ELISA PR521 de la
serie SUMA.

Las concentraciones de albimina en las muestras de LCR y
suero se calcularon mediante la interpolacion de sus
respectivas fluorescencias en una curva estandar, por un
ajuste de regresion lineal simple. Los puntos de la curva
fueron: 0 mg/dL; 2,50 mg/dL; 5,00 mg/dL; 10,00 mg/dL;
20,00 mg/dL y 40,00 mg/dL. Las concentraciones de
albumina en las muestras de LCR se expresaron en mg/dL y
solo para las muestras de suero se multiplicaron por el factor
de dilucién para ser expresadas en g/L. Los valores de
referencia para las concentraciones de albimina en LCR
reportados como normales son aquellos que se encuentran
entre 10,00 y 30,00 mg/dL (4) y para suero entre 38,00 y
54,00 g/L (7).

Determinacion de las concentraciones de albumina e 1gG en
suero y LCR por técnicas comerciales validadas para estos
estudios

Se seleccionaron 16 muestras del total de casos, a las
cuales se cuantificé la albumina e IgG en suero y LCR
empleando técnicas nefelométricas comerciales validadas
internacionalmente  para estos estudios. Para la
determinacion de albumina en suero y LCR se empled el
estuche Reactif albumin Kit IMMAGE (Beckman Coulter Inc.,
Irlanda) y para IgG en suero y LCR se empleé el estuche IgG
Reagent Kit IMMAGE (Beckman Coulter Inc., Irlanda). Las
lecturas se realizaron en un equipo automatizado Immage®
800 Beckman Coulter. Estas técnicas se basan en la
reaccion que ocurre entre el antigeno (albumina o 1gG)
presente en la muestra con el anticuerpo especifico
proporcionado por el estuche, la cual forma un complejo que
produce una desviacion del haz de luz que se hace incidir
sobre la cubeta de reaccion. Se utilizan los controles
comerciales establecidos para estas técnicas (Vigil control).

Calculo del indice IgG y el Qalbimina

El estado funcional de la BS—LCR se determind mediante el
Qalb (Qalb=[Alb]LCR/[Alb]suero), teniendo en cuenta su
relacion con la edad del paciente (8):

e 17-30 afios: 1,70-5,70
e 31-40 afios: 1,80-6,20
e 41-50 afios: 2,00-7,20
¢ 51-60 afios: 2,10-8,90
e 61-77 afos: 2,20-9,00

A partir de los valores de concentracién de 1gG y albimina
en las muestras de LCR y suero determinadas por las
técnicas modificadas y por las validadas, se calculé el indice
IgG mediante la féormula propuesta por Delpech y Lichtblau
en 1972 (1,9):

([leG]LCR/[IgG]suero)
([Alb]LCR/[Alb]suero)

indice IgG =
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Para este calculo se excluyeron las muestras con un Qalb
superior a 20 (cuando es marcada la disfuncion de la
barrera) debido a la posibilidad de falsear los valores del
indice (1). El valor normal reportado para este indicador es
de 0,50 y es considerado anormal cuando sobrepasa los
0,70 (9).

Andlisis estadistico

Para la confeccion de la base de datos y el analisis
estadistico se utilizo el paquete estadistico STATISTICA 8.0
para Windows. Se determiné la normalidad de las variables,
la cual no fue cumplida. Se empleé la mediana y el 10-90
percentil para su descripcion.

En la comparacién de variables de dos categorias se empleé
la prueba de Mann-Whitney; las variables continuas se
correlacionaron mediante el coeficiente de Spearman, y las
categoricas mediante la prueba de x?. Se aplicé la prueba de
Wilcoxon para comparar variables dependientes. El nivel de
significacion fue de p <0,05.

Aspectos éticos

La investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la
Investigacion del INN y se realiz6 de acuerdo con Ilo
establecido en la ultima versién de la Declaracion de Helsinki
(10). Los estudios se realizaron con el consentimiento
informado de los pacientes y la confidencialidad de sus
resultados.

RESULTADOS

Los resultados de los estudios de proteinas totales,
IgG y albumina en LCR y suero medidos a partir de
las  modificaciones realizadas a  técnicas
comerciales muestran una correlacién altamente
significativa entre las PT y las concentraciones de
IgG en LCR (r=0,8141; p=0,0000). lgualmente, las
correlaciones entre las PT y la albimina en LCR
(r=0,8578; p=0,0000) y Qalb (r=0,8303; p=0,0000)
resultaron significativas (Tabla 1).

La separacion electroforética de las proteinas del

Tabla 1. Cuantificacion de proteinas totales en LCR y de
albimina e IgG en LCR y suero a partir de
modificaciones de las técnicas comerciales.

Variables bioquimicas (n=61) Mediana (10-90
percentil)

Proteinas totales (mg/dL)
Albdmina LCR (mg/dL)
Suero (g/L)

55,7 (36,2-109,8)
27,7 (14,7-44.,8)
37,8 (29,2-45,6)
1gG LCR (mg/dL) 3,5(1,3-9,9)
Suero (g/L) 10,0 (6,27-14,4)

*|gG: inmunoglobulina G; LCR: liquido cefalorraquideo.

LCR por la electroforesis de disco mostré que
aproximadamente la mitad de las muestras
reflejaban un patron normal. Para el resto de los
casos, el dafio de BS-LCR resulté el patron mas
frecuente, solo un 6,6 % de las muestras
presentaba el patron gammaglobulinico (presencia
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de BO) vy la combinacién del patrén
gammaglobulinico con el de DBSL (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de patrones de electroforesis en la
muestra.

Patrones electroforéticos del Cantidad de
LCR individuos (%)
29 (47,5%)
28 (45,9%)

Aspecto normal

Patrén de disfuncién de la barrera
sangre—liquido cefalorraquideo

(DBSL)

Bandas oligoclonales (BO) 1(1,7%)
DBSL+ BO 3 (4,9%)
Patrén degenerativo 0

La relacién entre el informe de dafio de la BS-LCR
segun el Qalb (teniendo en cuenta la edad) y la
electroforesis de disco (agrupados en presencia o
no de DBSL), resulté altamente significativa en este
estudio (p=0,0000) (Figura 1).

Los casos informados con BO segun la
electroforesis tuvieron una mediana de valores del
indice IgG estadisticamente superior a la mediana
de los casos con ausencia de BO (p=0,0338). El
percentil superior del indice IgG para los casos con
ausencia y presencia de BO fue de 0,80, y 2,04
respectivamente.

A su vez, el 77,78 % de los casos que presentaban
SIT por el indice 1gG no fueron informados con BO
por la electroforesis. Sin embargo, la totalidad de
los casos (100 %) que no presentaban SIT segun el
indice tampoco se le informaba la presencia de BO
por la electroforesis (Figura 2).

Comparacion de la cuantificacion de albumina e
IgG por técnicas modificadas respecto a las
técnicas validadas

El analisis comparativo de los valores de albumina
e IgG, asi como el Qalb y el indice 1gG, calculado
por las técnicas modificadas y validadas, se realizé
por la prueba pareada de Wilcoxon. La
comparacion no mostré diferencias entre los
valores obtenidos de albumina en LCR (Z=0,41,
p=0,6791), y el Qalb (2=0,21; p=0,8361) (Figura 3).

Para las concentraciones de IgG en LCR vy el indice
IgG tampoco se encontraron diferencias (IgG:
Z=1,65; p=0,0995) (indice IgG: Z=1,10; p=0,2721)
(Figura 4) entre ambas técnicas. Al comparar las
determinaciones de 1gG en las muestras de suero,
las diferencias entre ambas técnicas fueron
significativa (Z=2,69; p=0,0072), no siendo asi para
las determinaciones de albumina en sangre
(2=0,08; p=0,9382).
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Figura 1. Comparacion entre el informe de dafio de barrera sangre-LCR
(DBSL) por electroforesis de disco en soporte de poliacrilamida (PAGE) y
el cociente albiimina (Qalb) calculado a partir de técnicas comerciales

modificadas.
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Figura 2. Comparacién del porcentaje de sintesis

informados por el indice IgG y la aparicion de bandas oligoclonales (BO)
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en la electroforesis de disco en soporte de poliacrilamida (PAGE).

DISCUSION

Cuantificacién de albumina e
técnicas modificadas

lgG mediante

Las cifras de las variables cuantificadas en LCR
resultaron ligeramente superiores a los valores
reportados previamente en sujetos sanos (3,4,11).
Existen informes de concentraciones de PT
semejantes a los obtenidos en nuestra
investigacién que han sido reportados en estudios
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de enfermedades desmielinizantes (12),
enfermedad cerebrovascular isquémica
(13) y enfermedades infecciosas (14). Estos
resultados estan relacionados con el
hecho de que los pacientes incluidos en
esta  investigacion  ingresaron  por
sospecha de alguna enfermedad
neurolégica.

La mayoria de los valores de IgG vy
albumina en suero de las muestras
estudiadas se encontraron en el rango de
valores normales (7), los cuales también
han sido publicados previamente por
nuestro grupo de trabajo (13). Estos
valores normales parecen sugerir que los
pacientes no presentaban enfermedades
sistémicas asociadas.

La albamina e 1gG contribuyen de forma
importante a las concentraciones de
proteinas en el LCR (2), por lo que es
esperado que exista una relacién entre
ellas. Esto se comprueba en la presente
investigacién y también ha sido reportado
anteriormente (15). De igual forma, hay
relacion entre las concentraciones de PT
y el Qalb ya que ambos son indicadores
del estado funcional de la BS-LCR (4); se
han descrito una serie de afecciones
neurolégicas en las cuales se puede
producir una ruptura de esta barrera por
dos mecanismos fundamentales:
disminucién de la velocidad de flujo del
LCR vy/o trasudacion de proteinas
plasmaticas hacia el LCR (1).

Algunas publicaciones previas también
han sefialado la prevalencia de los
patrones PEAN y DBSL (1,3,13). La
disfuncion de la BS-LCR es muy
frecuente en algunas enfermedades
neurolégicas como son el sindrome
Guillain—Barré, las enfermedades
desmielinizantes cronicas inflamatorias,
las meningoencefalitis, los tumores
cerebrales, y otras (1). Sin embargo,
mediante la electroforesis de proteinas,
las anormalidades en la fraccion gamma globulinica
solo son visibles cuando tienen un patréon de BO
(13); un patron policlonal de SIT de
inmunoglobulinas es mas dificil de diferenciar
debido a la baja capacidad de separacién de las
fracciones de la zona gamma.

(SIT)

La alta frecuencia de casos con dafio de BS-LCR
pudiera indicar que, de los factores descritos por
Reiber y Peter (16) para explicar los cambios en la
concentracion de proteinas en el LCR, Ia
funcionalidad de la BS-LCR es el aspecto que

13
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Figura 3. Comparacion de los valores de albimina en LCR y Qalb [Mediana (10-90th)] entre las técnicas modificadas y
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mejor explica los altos valores de concentraciones
de albumina e 1gG en LCR. Sin embargo, las
concentraciones de estas proteinas en LCR
también pueden alterarse producto de un aumento
en sus concentraciones séricas sin que se
encuentre alterada la barrera (1,16). En algunas
enfermedades del SNC la inmunoglobulina 1gG
puede ser sintetizada localmente (2).

14

La concordancia encontrada en esta investigacion
entre los informes de dafio de barrera evaluados a
partir del Qalb y de la electroforesis de disco
también ha sido reportada previamente por nuestro
grupo (15). A pesar de esta buena asociacion, se
conoce que es mejor utilizar el Qalb, como férmula
lineal, porque tiene mayor sensibilidad en la
evaluacion de la integridad de la BS-LCR (16). La
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presencia de esta proteina en el LCR depende
solamente del paso de esta desde la sangre a
través de la BS-LCR, porque la albimina no se
sintetiza en el SNC (4).

La diferencia entre los informes de SIT obtenidos
mediante la electroforesis en poliacrilamida y el
indice ha sido reportada previamente (15). La
electroforesis logra dar evidencia de la SIT si se
trata de un proceso de sintesis oligoclonal de
inmunoglobulinas. Por otra parte, el indice indica
numéricamente cualquiera de las manifestaciones
de la sintesis de inmunoglobulinas (oligoclonal o
policlonal). La sensibilidad de la electroforesis en
soporte de poliacrilamida para la deteccion de SIT
en la esclerosis multiple es de un 60 % (12),
mientras que con el indice IgG se ha reportado
aproximadamente un 80 % (9). Aunque el indice IgG
tiene una sensibilidad y especificidad aceptable
para la identificacion de la SIT y el diagnéstico de
enfermedades neurolégicas (9), la focalizacién
isoeléctrica seguida de inmunofijacion es el método
de mayor resolucion para el diagndstico de BO (17).

Comparacion de la cuantificacion de albumina e
IlgG por técnicas modificadas respecto a las
técnicas validadas

Los resultados mostrados (Figuras 3 y 4) pudieran
sugerir que las modificaciones realizadas son Uutiles
en la evaluacion de la funcionalidad de la BS—-LCR
y la SIT de IgG. La cuantificacién de albumina en
LCR y suero mediante un método ELISA, con
anticuerpos monoclonales recubriendo la placa y
con un limite de detecciéon de 0,10 pg/dL (inferior al
del método nefelométrico de 0,10 mg/dL) (18,19),
contribuye a minimizar la fuente de error provocada
por las diluciones sucesivas realizadas en el
procedimiento. Para la cuantificacion de la 1gG en
LCR se emplearon técnicas nefelométricas y
turbidimétricas, donde se registra una disminucién
en la intensidad del haz de luz que incide sobre la
cubeta de reaccion, debido a la formacion de un
complejo  antigeno—anticuerpo. Ambas  son
similares, la nefelometria se basa en la medicion de
radiacion dispersa, en cambio la turbidimetria en la
medicién de la intensidad de un haz disminuido (20).

La diferencia encontrada para la IgG en suero fue
debida a unos pocos casos cuyos valores de
concentracion fueron diferentes significativamente
por ambas técnicas, lo que se hace mucho méas
evidente por el pequefio numero de pacientes
estudiados. Una posible explicacion de este
hallazgo puede deberse a que estos métodos de
medicién de turbidez no son ventajosos para
muestras con altas concentraciones. Las grandes
cantidades de sdlidos disueltos en la muestra
producen una dispersion multiple que limita la
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cantidad de luz que recibe el detector (20),
obteniendo resultados falseados. Este error se
asocia al principio de las técnicas empleadas, por lo
que las modificaciones realizadas al método
turbidimétrico no parecen influir en las diferencias
encontradas.

Los resultados de las modificaciones sugieren que
existe una correspondencia con la concentracién de
proteinas totales, los patrones de electroforesis de
disco en poliacrilamida, y las cuantificaciones
realizadas a partir de técnicas validadas para estos
estudios. Este primer acercamiento predice que las
modificaciones  introducidas a la  técnica
turbidimétrica y al UMELISA pudieran ser
estandarizadas para su futura validaciébn en el
diagnéstico de dafio de la BS-LCR y de sintesis
intratecal de IgG por el SNC.

Conclusiones

Los estudios de cuantificacion de albumina e IgG
obtenidos mediante las modificaciones de las
técnicas comerciales disefiadas para otros fluidos
biolégicos pudieran ser Utiles para la estimacion del
estado funcional de la BS-LCR y la SIT de IgG.
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