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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo describir cdmo se desarrollo la
introduccion de diversas técnicas para el estudio del liquido cefalorraquideo y los
principales resultados obtenidos en la investigacion clinica en el Instituto de
Neurologia y Neurocirugia hasta la actualidad. La introduccion de técnicas
especificas para la investigacion del liquido cefalorraquideo comenzo6 al inicio de la
década de 1980, con el estudio inmunolégico del liquido cefalorraquideo.
Se incluyeron técnicas para la determinacion de proteinas totales, electroforesis
de disco en gel de poliacrilamida, cuantificacion de albimina e inmunoglobulinas

G, M y A en liquido cefalorraquideo y suero, calculo de cocientes dimensionales
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(Q albumina e indice IgG) para la evaluacion del estado funcional de la barrera
sangre-liquido cefalorraquideo Yy la sintesis intratecal de IgG, respectivamente. Se
evalu6 también la actividad de las metaloproteinasas 2 y 9 en liquido
cefalorraquideo. Recientemente, se introdujo la focalizacion isoeléctrica del LCR
para la deteccion mas sensible de bandas oligoclonales de 1gG. Todo ello posibilitd
el empleo de estas técnicas para el diagnostico e investigacion de diversas
enfermedades neurolégicas con componente neuroinflamatorio en nuestro
instituto y en los servicios de Neurologia de todo el pais, asi como para la
evaluacion de algunos ensayos clinicos en enfermedades del sistema nervioso con
moléculas cubanas. Por otro lado, con la investigacion de sustancias
neurotransmisoras y sus metabolitos se obtuvo informacion de utilidad en la
investigacion fisiopatologica de algunas enfermedades neurodegenerativas y en
la neuropatia epidémica que sobrevino a principios de la década de los noventa.
Finalmente, se realizaron investigaciones de importancia para la obtencion de
rangos y patrones normales en liquido cefalorraquideo de los diferentes
biomarcadores estudiados en nuestro instituto.

Palabras clave: liquido cefalorraquideo; sintesis intratecal de IgG; brarrera

sangre-liquido cefalorraquideo; bandas oligoclonales; desérdenes neurologicos.

ABSTRACT

The article aims to describe how the introduction of various techniques for the
study of cerebrospinal fluid was developed and the main results in clinical
research at the Institute of Neurology and Neurosurgery to date. The introduction
of specific techniques for the investigation of cerebrospinal fluid began in the
early 1980s, with the immunological study of cerebrospinal fluid. Techniques
were included for the determination of total proteins, polyacrylamide gel
electrophoresis, quantification of albumin and immunoglobulins G, M and A in
cerebrospinal fluid and serum, calculation of dimensional quotients (Q albumin
and 1gG index) for the evaluation of the functional state of the blood-
cerebrospinal fluid barrier and intrathecal 1gG synthesis, respectively. The
activity of metalloproteinases 2 and 9 in cerebrospinal fluid was also assessed.

Recently, isoelectric focusing of CSF was introduced for the more sensitive
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detection of IgG oligoclonal bands. All this made possible the use of these
techniques for the diagnosis and investigation of various neurological diseases
with a neuroinflammatory component in our institute and in Neurology services
throughout the country, as well as for the evaluation of some clinical trials in
diseases of the nervous system with Cuban molecules. On the other hand, with
the investigation of neurotransmitter substances and their metabolites, useful
information was obtained in the pathophysiological investigation of some
neurodegenerative diseases and in the epidemic neuropathy that occurred in the
early 1990s. Finally, important research was carried out to obtain normal ranges
and patterns in cerebrospinal fluid of the different biomarkers studied in our
institute.

Keywords: cerebrospinal fluid; intrathecal synthesis of IgG; blood-cerebrospinal

fluid barrier; oligoclonal bands; neurological disorders.

Recibido: 06/06/2021
Aprobado: 19/07/2021

Introduccion

El analisis del liquido cefalorraquideo (LCR) constituye una herramienta basica
para el diagnoéstico, seguimiento e investigacion de las enfermedades del sistema
nervioso. Durante los ultimos veinte anos, la introduccion de técnicas avanzadas
no invasivas de neuroimagenologia, asi como de metodologias altamente
sensibles y especificas para la determinacion en sangre de proteinas cerebro-
especificas, han desplazado el analisis convencional del LCR para algunas
enfermedades neurologicas. No obstante, el analisis bioquimico del LCR continla
teniendo un gran impacto en el diagnodstico y evaluacion del prondstico en
diversas enfermedades neurologicas, asi como en la investigacion de la
fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas. ()

El liquido cefalorraquideo contribuye a las necesidades metabolicas del cerebro;

sirve como medio para el intercambio de nutrientes, productos de desechos, asi
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como para la sefalizacion entre el tejido nervioso y la sangre, a través de la
barrera sangre-LCR (BS-LCR).? Debido al estrecho contacto del LCR con el fluido
extracelular del cerebro, su composicion refleja directamente la composicion
molecular y el metabolismo cerebral. No obstante, su composicion también es
muy dependiente de la sangre, por lo que deben existir métodos que nos permitan
conocer si las alteraciones encontradas en su composicion provienen del sistema
nervioso o de la periferia. La complejidad de la composicion del LCR depende de
las diferencias en la fisiologia de la barrera sangre-LCR, que permite que las
moléculas y hasta células pasen de la sangre al LCR a través de sistemas de
transporte activo y pasivo, con diferentes grados de selectividad para los diversos
componentes a trasladar.®

Los estudios de la composicion proteica del LCR han sido los mas utilizados
desde mediados del siglo pasado para el diagndstico e investigacion de las
enfermedades neurologicas. Estos van desde el simple estudio citoquimico, que
determina la composiciéon celular y la concentracion de proteinas totales, el
fraccionamiento de las proteinas por métodos electroforéticos, hasta los métodos
mas sofisticados para la determinacion de proteinas especificas en el LCR.

En el Instituto de Neurologia y Neurocirugia “Prof. Dr. José Rafael Estrada
Gonzalez” (INN) se comenzaron a introducir los estudios especializados del LCR
para su utilizacion en la clinica neurolégica desde finales de 1979, con el
fraccionamiento de las proteinas del LCR. Estos fueron los primeros estudios
inmunologicos del LCR realizados en el pais, los cuales quedaron asentados en el
libro de registro del laboratorio de Neuroquimica desde finales de 1979 (Fig. 1).
Antes de esto se realizaba solamente el estudio citoquimico del LCR, que incluia

proteinas totales, reaccion de Pandy, glucosa y conteo celular.
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Fuente: Libro de registro de LCR del Laboratorio de Neurobioquimica del INN.

Fig. 1 - Hoja de los primeros registros de LCR del Laboratorio de Neurobioquimica del

INN, que datan desde los ultimos meses de 1979.

El presente trabajo tuvo como objetivo describir como se desarrolld la
introduccion de diversas técnicas para el estudio del LCR y los principales

resultados obtenidos en la investigacion clinica en el INN hasta la actualidad.

Métodos

Para la obtencion de la informacion se consultaron:

- Todos los libros de registro de los estudios de LCR de los laboratorios de
Neuroquimica y Neuroimunologia del INN (actualmente, Laboratorio de
Neurobiologia), desde 1979 hasta 2020.

- Los articulos cientificos y capitulos de libros publicados a partir de los
resultados obtenidos de las investigaciones del LCR en el Laboratorio de
Neurobiologia (1983-2020). Se revisaron 49 articulos (15 en revistas

nacionales y 34 en revistas extranjeras) y 4 capitulos de libro.
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- Las tesis desarrolladas en el laboratorio con la tematica del LCR: 2 de
técnico medio (1978 y 1985), 3 de diploma - licenciaturas en Farmacia,
Bioquimica y Biologia (1989, 1998 y 2015, respectivamente), 5 tesis de
terminacion de residencia (1990, 2005, 2015, 2016 y 2019), una tesis
de maestria (2008) y una de doctorado (2003).

Estudio inmunolégico del LCR

El analisis de inmunoglobulinas, de proteinas especificas y la citologia del LCR
pueden brindar informacion valiosa para el diagnéstico de diversas enfermedades
neurologicas, especialmente en aquellas donde se sospecha una etiologia
infecciosa o autoinmune.®

El germen del estudio inmunologico del LCR en el INN incluyd la introduccion del
fraccionamiento electroforético de las proteinas del LCR. La electroforesis de
proteinas en LCR permite visualizar y cuantificar patrones de proteinas en
muestras paralelas de LCR/suero, que pueden reflejar la presencia de un estado
inflamatorio, y brinda informacion acerca de la homeostasis del sistema nervioso
a través del estado de la permeabilidad de la BS-LCR.

Las primeras separaciones electroforéticas se realizaron sobre un soporte de
acetato de celulosa, con tincion de nigrosina, que requeria la concentracion
del LCR debido al bajo contenido de proteinas. Posteriormente, se adaptd una
técnica utilizada en el laboratorio para el fraccionamiento de proteinas solubles
del muasculo por electroforesis de disco en gel de poliacrilamida,® en combinacion
con el método original descrito por Ornstein y Davies en LCR, que no requeria
concentracion.® La separacion electroforética de proteinas en LCR y suero se
realizd con el empleo, como soporte, de geles de poliacrilamida a 7,5 %
(PAGE-LCR), seguido de tincion de las fracciones proteicas con Azul Brillante de
Coomassie R-250.¢7) Como resultado se logro la visualizacion y cuantificacion
de siete fracciones proteicas (Fig. 2), clasificadas en cinco patrones

electroforéticos: @
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- Patron electroforético normal

- Dano de barrera sangre-LCR (BS-LCR)

- Patrén ganmaglobulinico con o sin bandas oligoclonales (BOC)
- Dano de BS-LCR y BOC

- Patrdn degenerativo
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Fuente: Archivo del Laboratorio de Neurobioquimica, del INN.

Fig. 2 - Electroforesis de disco de proteinas de suero/LCR en gel de poliacrilamida.1:
prealbumina o transtirretina, 2: albimina, 3: a1, 4: a2, 5: 81, 6: B2, 7: y. A) LCR

normal. B) LCR con disfuncién de la barrera S-LCR.

La aplicacion de las muestras de LCR para la separacion electroforética requeria
cuantificar con exactitud las proteinas totales, para lo cual se utilizd una
modificacion de la técnica de Lowry y otros,® con lo cual se sustituyo el método
turbidimétrico con acido sulfosalicilico que se utilizaba en aquel momento en el
Laboratorio Clinico para la determinacion de proteinas totales, por una técnica
mas sensible.

El analisis proteico del LCR a través de la electroforesis de disco de las proteinas

en gel de poliacrilamida brinda informacién importante acerca del estado
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funcional de la BS-LCR y la sintesis intratecal (SIT) de las inmunoglobulinas; ofrece
ventajas significativas por su simplicidad, reproducibilidad y alta resolucion.

A partir de 1981, con la incorporacion del Laboratorio de Neuroinmunologia, se
comenzaron a montar técnicas inmunologicas cualitativas en suero y LCR para la
identificacion de alteraciones de IgG, IgA e IgM por inmunoelectroforesis de
ambos fluidos en gel de agarosa, seguida de inmunofijacion con antisueros
antitotal, anti-IgG, anti-IgA y anti-IgM. Con estas técnicas fue posible evaluar el
estado inmunolodgico del LCR en el sindrome de Guillain Barré, miastenia gravis,
epilepsia, entre otras enfermedades neurologicas. (%:10.11,12)

Aunque la electroforesis e inmunoelectroforesis aportan informacion de interés
para la practica clinica, estas presentan las limitaciones propias de las técnicas
cualitativas, por lo que ulteriormente se complementé la informacion con la
introduccion de métodos cuantitativos, simples y accesibles.

Entre los métodos cuantitativos utilizados se incluyé la cuantificacion de
albimina, 1gG, IgA e IgM en suero y LCR por inmunodifusion radial simple, que se
basa en la difusion del antigeno a través de un soporte de agarosa que contiene

el antisuero especifico (Fig. 3).

Fuente: Archivo del Laboratorio de Neurobioquimica del INN.

Fig. 3 - Placa de inmunodifusion radial simple preparada en el laboratorio para

cuantificacion de albumina e 1gG en LCR y suero.
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Con las determinaciones de las concentraciones de albiUmina e inmunoglobulinas
en LCR y suero, se introdujo el calculo del cociente Q-albumina (Qalb) y el indice
de IgG. Ambos son utilizados extensamente en los estudios clinicos y de
investigacion en humanos: el Qalb, como marcador del estado funcional de la
BS-LCR, con valores normales dependientes de la edad,"¥y el indice 1gG, como
reflejo de un proceso de SIT de dicha inmunoglobulina en el sistema nervioso

central (SNC), con valores normales por debajo de 0,7.(14

Qalb = Albrcr/Albsyer
Indice IgG = (AlbLcr/Albeero) / (IgGLeR/IgGsnerd)

Con el montaje de todas estas técnicas, a partir de 1982 se introdujo en el INN 'y
por primera vez en el pais, el estudio inmunologico completo del LCR, lo cual
permitio brindar apoyo asistencial para el diagndstico neurolégico no solamente
al INN, sino también a todas las provincias del pais que lo solicitaban. Hay una
gran experiencia acumulada desde entonces en el estudio inmunoldgico del LCR
(mas de 11 500 pacientes investigados hasta la fecha). Se han aplicado en el
diagnostico e investigacion de enfermedades del sistema nervioso central y
periférico, lo cual ha permitido definir patrones diferenciales de utilidad
diagnostica e investigativa.?

Entre los principales resultados obtenidos se puede mencionar el predominio del
incremento de la permeabilidad de la BS-LCR en el Sindrome de Guillain Barré,
que se asocio a la severidad neuroldgica de la enfermedad, asi como a sus dias de
evolucion; ™) la alta frecuencia de BOC especificas del LCR y sintesis intratecal de
IgG en la esclerosis multiple;(®'?) la mayor frecuencia de dafo de la BS-LCR y
menor de BOC en la neuromielitis optica y polineuropatia cronica inflamatoria
desmielinizante idiopatica (CIDP).('319) |os principales hallazgos en enfermedades
desmielinizantes fueron presentados en el VIII Congreso Latinoamericano de
Esclerosis Multiple (LACTRIMS 2014) celebrado en Per(. 2%

El estudio inmunoldgico del LCR en la investigacion de la neuropatia epidémica

que azotd a nuestro pais a principios de la década de los noventa, permitio
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demostrar alteracion de la permeabilidad de la BS-LCR en la tercera parte de los
pacientes, asociada a una mayor severidad de la afectacidon neuroldgica, pero no
con la severidad del dafo oftalmoldgico.(?'22:23.24) Hasta donde se conoce, esta
fue la primera descripcion en la literatura acerca de las alteraciones del LCR en
pacientes con mieloneuropatias nutricionales o tropicales.

Se encontraron patrones diferenciales entre los pacientes con ictus isquémico, %>
en pacientes con miastenia gravis, en epilepsia y en diferentes tipos de
demencia.(1%.11,26)

Estos métodos también se han empleado como parametros de laboratorio para
evaluar la efectividad de farmacos en ensayos clinicos en esclerosis multiple (EM),
especificamente en el tratamiento con Interferon alfa-1b recombinante y con
Biomodulina-T.(?7:28) De igual manera, se aplicaron en la evaluacion del ensayo
clinico con Interferon alfa-1b recombinante en la esquizofrenia paranoide.
Debido a la dificultad para la adquisicion de los inmunodiagnosticadores
comerciales, se realizaron otras adaptaciones de técnicas para las
cuantificaciones de albumina e IgG en LCR. Entre estas se puede senalar
la evaluacion del antisuero 1gG humano obtenido en carnero por los laboratorios
Labex (Santiago de Cuba), para la cuantificacion de la 1gG en suero y LCR.G%31
En los dltimos anos se trabajo en la adaptacion de los estuches de UMELISA
Microalbuminuria (Tecnosuma, Cuba) para la cuantificacion de albumina en LCR
y de los estuches para la determinacion de IgG en suero (CPM Scientifica
Tecnologie Biomediche, Italia) para la cuantificacion de 1gG en LCR.3?)

A partir de 2015, se logro la introduccion de la focalizacion isoeléctrica del LCR
con inmunofijacion de IgG para el analisis de las BOC en el INN, con la compra de
un sistema automatizado de electroforesis Sebia"Hydrasys (SEBIA, Francia)
(Fig. 4).

10
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Ry

Fuente: Archivo del Laboratorio de Neurobioquimica del INN.

Fig. 4 - Focalizacion isoeléctrica de LCR/suero en geles HYDRAGEL CSF (Sebia).
1y 1": Paciente con esclerosis multiple. Se observan numerosas BOC de 1gG en LCR (1)

que no estan presentes en el suero (1°).

Aunque la electroforesis en gel de poliacrilamida aporta informacion acerca de la
presencia de BOC en el LCR, la sensibilidad de esta técnica es menor que
la focalizacion isoeléctrica. Por ejemplo, en la EM definida se ha establecido
que en poblaciones caucasicas las BOC estan presentes en 90 % - 95 % de los
pacientes, mientras que con el empleo de electroforesis de zona (donde se incluye
la electroforesis en gel de poliacrilamida), se obtiene entre 60 % - 70 %
de positividad. Con el objetivo de homogenizar los resultados para el diagnostico
y la investigacion, en 2005 se emitié un documento de consenso para el estudio
del LCR en la EM, donde se establecid que el analisis mas informativo era la
evaluacion cualitativa del LCR, con la utilizacion de la focalizacion isoeléctrica
con inmunofijacion de 1gG.(% A pesar de que no existe un biomarcador especifico
para el diagnostico de la EM, la presencia de BOC de IgG en el LCR se ha
reconocido como el biomarcador mas informativo después de la imagen por

resonancia magnética (IRM).G4

11

fCO) ev-ne |

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




7 SSIMEEH Revista Cubana de Neurologia y Neurocirugia. 2021;11(3):e483

Los primeros resultados obtenidos con esta tecnologia en 41 pacientes
neurologicos en el INN (14 con EM) fueron presentados en el IX Congreso
Latinoamericano de Esclerosis Multiple (LACTRIMS 2016) en Buenos Aires,
Argentina.(®> La mayor frecuencia de BOC se observo en aquellos con el
diagnostico de EM (78,6 %). En los pacientes con otras enfermedades
desmielinizantes se aprecio en solo 13,6 % y en el grupo con otras
enfermedades neuroldgicas no se detectaron BOC. Mas recientemente, se evaluo
una muestra mayor de pacientes con EM atendidos en el INN (47 con EM definida
y 6 con CIS - sindrome clinicamente aislado). Se comprob6 una prevalencia de
BOC de 87 % en la EM definida y de 67 % en el CIS.(¢) Existen controversias acerca
de una menor prevalencia de BOC en pacientes con EM en paises ubicados
geograficamente en latitudes mas bajas.®”:38 Los resultados obtenidos en esta
cohorte de pacientes sugieren que la prevalencia en Cuba, aunque ligeramente
menor, pudiera ser similar a la reportada en poblaciones caucasicas. La
comparacion entre los paises latinoamericanos revel6 una posible asociaciéon con
la latitud, pero esto debe ser investigado con mas profundidad en el futuro, ya

que existen pocos reportes que documentan la prevalencia de BOC en la region.

Actividad de metaloproteinasas en LCR
Las metaloproteinasas (MMP) son proteasas que colectivamente pueden degradar
los componentes proteicos de la matriz extracelular. En el SNC se ha demostrado
que participan en la regulacion y en la ruptura de la barrera hematoencefalica al
degradar proteinas de la lamina basal y de las uniones estrechas, pero también
en la remodelacion vascular después del dano cerebral. En la EM y el ictus
isquémico juegan un rol importante en las etapas iniciales del dano vascular
desencadenado por mecanismos inmunologicos e hipoxicos, respectivamente. 39
A mediados de la década de los noventa se estableciéo una colaboracion con
el Prof. Gary A. Rosenberg, de la Universidad de Nuevo México en EE.UU., el cual
entrend al personal del laboratorio y dond los reactivos necesarios para
el montaje de la actividad de MMP en el LCR. Dicha actividad fue determinada

electroforéticamente por zimografia inversa en geles de poliacrilamida a 10 %,
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los cuales polimerizaron con gelatina, como sustrato para la reaccion de las
MMP. 40)

Se desarrolld un proyecto de investigacion con el objetivo de evaluar el estatus
de las MMP en la EM, para lo cual se evaluaron 31 pacientes. Como resultado se
demostro la visualizacion de la banda de MMP-9 en 61,3 % de los casos, mientras
que en los controles no estuvo presente. No se observé asociacion con el fenotipo
clinico de la enfermedad, ni con la presencia de dano de la BS-LCR, pero si con la
presencia de BOC en el LCR. Por otro lado, el tratamiento inmunomodulador
redujo la frecuencia de aparicion de la MMP-9 en el LCR. En base a los resultados
obtenidos, se sugiri6 la participacion de la MMP-9 en los mecanismos
inmunopatologicos de la EM y su posible utilidad como marcador en el seguimiento
de esta enfermedad.“)

También se realizé un estudio preliminar con una pequena muestra de pacientes
con ictus isquémico, en la cual se detect6 un incremento de MMP-9 en el LCR con
respecto al control, sin cambios en el contenido de MMP-2.(Y) Se ha demostrado
que después de la isquemia focal, se incrementa la expresion de MMP-9

tempranamente y juega un rol activo en el daio cerebral secundario.

Estudios de neurotransmisores monoaminérgicos y

aminoacidérgicos en el LCR

Los desordenes de los neurotransmisores monoaminérgicos constituyen un grupo
heterogéneo de sindromes neuroldgicos que se caracterizan por defectos
primarios y secundarios en la biosintesis, degradacion o transporte de dopamina,
noradrenalina, adrenalina y serotonina. La demostracion de estos desequilibrios
permite establecer estrategias terapéuticas que se enfoquen en la correccion de
la deficiencia a través de reposicion de precursores monoaminérgicos, empleo
de analogos, inhibicion de la degradacién y adicion de cofactores enzimaticos
para promover la produccion de monoaminas. “3)

Otro grupo de neurotransmisores en el SNC esta constituido por los aminoacidos.
El glutamato, acido y-aminobutirico (GABA) y glicina son los principales

aminoacidos con funcion neurotransmisora; los dos primeros median,
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respectivamente, la excitacion e inhibicion fundamentalmente en el cerebro, y
el ultimo a nivel del tallo cerebral y la médula espinal.®4

Finalizando la década de los ochenta, se montaron en el INN por primera vez las
técnicas para la determinacion de metabolitos de neurotransmisores
monoaminérgicos en el LCR. Esto se pudo realizar después del entrenamiento de
un investigador del Departamento de Neuroquimica del INN en la Universidad
de British Columbia (Vancouver, Canada), bajo la tutoria del Prof. Thomas L.
Perry, neurologo y profesor de esta universidad y un experto internacionalmente
reconocido en el campo del estudio de aminoacidos y neurotransmisores en
enfermedades neuropsiquiatricas y neurodegenerativas. En el laboratorio del
Prof. Perry se procesaron las muestras de LCR y suero de pacientes con ataxias
espinocerebelosas de la provincia de Holguin. En el LCR se encontré una
disminucion de etanolamina y no se detectaron alteraciones de los niveles de
aminoacidos excitatorios (aspartato y glutamato) que pudieran sugerir la
presencia de excitotoxicidad. Las concentraciones medias de los metabolitos de
la dopamina en el LCR estaban significativamente disminuidas en los pacientes
(acido 3,4-dihidroxifenilacético - DOPAC y acido homovanilico -HVA), lo cual se
correspondia con la deplecion neuronal dopaminérgica observada en la sustancia
nigra de los pacientes autopsiados. )

Posteriormente, se introdujeron en el INN los estudios de neurotransmisores
monoaminérgicos en LCR: 3-metoxi-4-hidroxifeniletilglicol (MHPG-metabolito de
la noradrenalina), acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA, metabolito de la
serotonina), DOPAC y HVA por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por
sus siglas en inglés) con deteccion electroquimica.

Se cuantificaron las concentraciones de MHPG, DOPAC, HVA y 5-HIAA en LCR
normal, en pacientes con enfermedad de Parkinson virgen de tratamiento y en
ataxias espinocerebelosas dominantes y recesivas.“) En los pacientes con
enfermedad de Parkinson las concentraciones de metabolitos en el LCR no se
diferenciaron del control, aunque la relacion 5-HIAA/HVA estaba incrementada.
Los pacientes con ataxias espinocerebelosas, todos residentes en Ciudad de La
Habana, difirieron fundamentalmente en la concentracion de HVA en el LCR:

disminuida en los pacientes con herencia dominante, lo que coincide con los
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hallazgos neuroquimicos anteriormente referidos,* y aumentada en la herencia
recesiva, lo cual podia sugerir la existencia de diferentes mecanismos
fisiopatologicos con relacion al metabolismo de las monoaminas. Dos afos
después, resultados muy similares fueron reportados por Higgins y otros en ataxias
autosomicas dominantes. “7)

También fueron investigados los metabolitos monoaminérgicos en pacientes con
demencia tipo Alzheimer y mixta en colaboracion con el Centro Internacional de
Restauracion Neurologica (CIREN), en los cuales se evidenciéo disminucion de
MHPG, HVA y 5-HIAA; fue mas pronunciada la disminucion de HVA en la forma
mixta, lo cual coincidia con mayores alteraciones motoras.“4° En pacientes
esquizofrénicos se observd un desequilibrio en los sistemas neurotransmisores
monoaminérgicos dado por un tono dopaminérgico aumentado, disminucion de
la relacion 5-HIAA/ HVA y reduccion de la actividad noradrenérgica, mas
acentuada esta Uultima en aquellos con sintomas negativos y en malos
respondedores al tratamiento neuroléptico.®?

A partir de 1997 y en colaboracion con el Laboratorio de Neuroquimica del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, se incursiond6 en la
investigacion de aminoacidos neurotransmisores en pacientes con la neuropatia
epidémica acaecida en Cuba a principios de la década de los noventa.

Se determinaron las concentraciones de 22 aminoacidos en suero y LCR de
pacientes con neuropatia optica epidémica por HPLC con deteccion fluorescente
y se reportoé incremento significativo de acido glutamico y acido aspartico en LCR.
La presencia de un exceso de aminoacidos excitatorios en el LCR de estos
pacientes sugeria que mecanismos neurotoxicos relacionados con excitotoxicidad
estuvieran involucrados en la fisiopatologia de la enfermedad y apoyaban los
resultados de estudios neurocognitivos realizados que indicaban que no solamente
estaba afectado el sistema nervioso periférico, sino también el sistema nervioso
central. (152,33

También se investigo la participacion del metanol y los folatos en la neuropatia
optica epidémica, dado el reporte de la presencia de pequenas cantidades de
metanol en muestras de ron de destilacion casera tomadas en la provincia

de Pinar del Rio. Para esto se cuantificaron, en colaboracion con la Universidad
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de Wisconsin-Milwaukee, las concentraciones de formato (metabolito del
metanol) y de folatos (cofactores indispensables en los mecanismos
de destoxificacion del metanol) en LCR y suero de pacientes de esa region. En el
organismo, el metanol se convierte en acido formico, y es la acumulacién de este
lo que interfiere directamente con el transporte de electrones en la cadena
respiratoria. El analisis de LCR y suero de 62 pacientes con neuropatia oOptica
bilateral en la provincia Pinar del Rio evidenci6é una marcada deficiencia de folatos
en mas de 50 % de los casos y una elevacion de formato en aproximadamente 25 %,
que se asocio con la severidad de la neuropatia optica. Se concluy6 que un estado
de deficiencia cronica de acido folico, conjuntamente con la ingestion de
pequenas cantidades de metanol en las bebidas alcohédlicas podria comprometer
la funcion mitocondrial, al facilitar en algunos pacientes la afectacion del nervio

OpthO (53,54,55)

Investigacion del LCR normal

La obtencion de LCR normal como punto de comparacion para la investigacion de
biomarcadores ha constituido un reto a lo largo de varias décadas ya que, por
incuestionables estandares éticos, la toma de LCR de un sujeto sano no es un
procedimiento admitido, por considerarse un proceder invasivo que conlleva
ciertos riesgos. Internacionalmente, se ha reconocido que el desarrollo de
biobancos de LCR para la obtencién de muestras bien caracterizadas, colectadas
de manera optima y adecuadamente almacenadas, es crucial para la investigacion
de biomarcadores. La mayoria de los estudios han incluido grupos controles a
partir de pacientes con aparente sintomatologia neurologica en los cuales se ha
excluido retrospectivamente una afectacion del sistema nervioso, grupos muy
pequenos de voluntarios sanos, pacientes con enfermedades neuroldgicas no
inflamatorias (en el caso de biomarcadores inflamatorios) y pacientes sometidos
a anestesia raquidea para procederes quirdrgicos, entre otros. %

El Centro Médico Universitario de Groningen, en los Paises Bajos, instaurd el
Biobanco Anestésico de LCR en 2016, con el objetivo de colectar y almacenar LCR,
que facilitaria la futura investigacion neurocientifica con diferentes

biomarcadores. En el biobanco se incluyen muestras de LCR con el suero
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correspondiente de pacientes que reciben anestesia raquidea para ser sometidos
a cirugia electiva.®”

Desde los primeros momentos, la necesidad de disponer de rangos normales para
las diferentes determinaciones en LCR que se iban introduciendo en el INN
constituyo6 un reto a resolver. Para los controles de los estudios inmunoldgicos de
LCR, se obtuvo LCR por puncién lumbar de 164 individuos (55 adultos y 109 nifos)
sin enfermedad neurologica conocida. En los adultos el LCR se extrajo antes de la
aplicacion de anestesia raquidea en sujetos que iban a ser sometidos a cirugia
ortopédica en el Hospital Ortopédico “Fructuoso Rodriguez”. Los LCR normales
en edades pediatricas fueron obtenidos de nifos desde un mes de nacido hasta
15 anos de edad, que fueron atendidos por sospecha de meningoencefalitis en el
Hospital Pediatrico “Pedro Borras Astorga”, diagndstico que fue ulteriormente
descartado. Los principales resultados fueron publicados, entre los que destacan
los rangos de referencia para las proteinas totales y la descripcion del patron
normal en la electroforesis del LCR. Se reportaron diferencias entre los patrones
de nifos y adultos, dadas fundamentalmente por concentracion mas baja de
proteinas totales en el LCR de los nifos, asi como patrones electroforéticos
disimiles.”-® Estos resultados permitieron obtener informacion rapida y precisa,
que ha servido de base para la interpretacion en el laboratorio de los patrones
patologicos observados en algunas enfermedades del sistema nervioso.

Desde 2016 han surgido inquietudes con respecto a la importancia de establecer
en los laboratorios rangos normales de proteinas totales en LCR segin grupos
etarios y sexo, ya que la utilizacion del clasico valor superior de referencia
(45 mg/dl) puede conllevar a sobreestimar la frecuencia de proteinas totales
elevadas en personas mayores de 50 anos.(83%60.61) En ocasiones, la elevacion
de las proteinas resulta una informacién clave para establecer la presencia de
afectaciones del sistema nervioso central y periférico, por lo que definir con
mayor precision el limite superior resulta fundamental para excluir falsos
positivos. Recientemente, se realizo en nuestro laboratorio un estudio mas amplio
de las concentraciones normales de proteinas totales en LCR, para lo cual se
evaluaron retrospectivamente los LCR recibidos para analisis entre 2008 - 2018,

apoyados en el método de Bhattacharya, que se basa en la obtencion de valores
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de referencia a partir de valores obtenidos previamente en el laboratorio durante
el proceso de diagnostico.®® Después de la estricta aplicacion de los criterios de
inclusion y exclusion, se incluyeron 930 muestras de LCR. Se confirmé el
incremento de las proteinas totales con la edad reportado con anterioridad®y se
resalto la importancia de tener en cuenta la estratificacion por edad, sobre todo
en los pacientes mayores de 50 afos, para la interpretacion de los resultados. (2,63
También se obtuvieron LCR normales como punto de comparacién para las
investigaciones que se realizaron con metabolitos de las monoaminas en un grupo
de 162 adultos, en el momento en que fueron sometidos a anestesia raquidea para
cirugia electiva. Se establecieron los valores de referencia para el LCR normal en
el adulto y se constatd la presencia de una estrecha correlacion entre las
concentraciones de 5-HIAA y HVA. “6)

Hasta donde se conoce, la primera referencia documentada en la literatura
cientifica acerca de la obtencion de LCR normal por punciéon lumbar antes de la
aplicacion de anestesia raquidea para cirugia en pacientes neurolégicamente

sanos fue realizada por nuestro grupo en 1993.“3)

Conclusiones

La introduccion de diversas técnicas especializadas para el estudio del LCR
comenzo a partir de la década de 1980. Esto posibilitd su empleo para el
diagnostico diferencial e investigacion de diversas enfermedades neuroldgicas con
componente neuroinflamatorio y neurodegenerativo en el INN y en los servicios
de Neurologia del pais, para la evaluacion de algunos ensayos clinicos en
enfermedades del sistema nervioso con moléculas cubanas y para la obtencion de

valores de referencia en el LCR normal.
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