MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
AREA DE DOCENCIA E INVESTIGACIONES
DIRECCION DE CIENCIA Y TECNICA
PROYECTO DE SALUD

e Unidad que presenta el Proyecto: LABCEL (Laboratorio Central de Liquido
Cefalorraquideo)
e (Cddigo del Proyecto

Titulo del Proyecto: Respuesta neuroinmunoldgica del lupus eritematoso sistémico.

Programa al que pertenece: Enfermedades crénicas no transmisibles

Objetivos al cual responde: Desarrollo y evaluacién de tecnologias que favorezcan el
control y eliminacién de enfermedades crénicas no transmisibles prioritarias.

Unidad Ejecutora Principal: LABCEL. Facultad de Ciencias Médicas Dr Miguel Enriquez

Nombre y Apellidos de su Investigador Principal: Dr. José Pedro Martinez Larrarte

o Nombres y Apellidos y Unidad donde trabajan los demas Investigadores

Dr C. Alberto Dorta Contreras (LABCEL)
Lic. Barbara Padilla Docal (LABCEL)

e Fecha propuesta de inicio y de terminacion
e 2014-2016

CLASIFICACION DEL PROYECTO: BASICO APLICADO

RESUMEN:



NOMBRE DEL PROGRAMA EN QUE SE INSERTA OBJETIVOS A LOS CUALES RESPONDE:

Enfermedades crénicas no transmisibles
Objetivos al cual responde: Desarrollo y evaluacién de tecnologias que favorezcan el
control y eliminacidn de enfermedades transmisibles prioritarias.

NOMBRE Y APELLIDOS DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. José Pedro Martinez
Larrarte

INSTITUCION QUE PRESENTA:
Laboratorio Central de Liquido Cefalorraquideo (LABCEL). Facultad de Ciencias Médicas
Dr Miguel Enriquez

EQUIPO DE INVESTIGACION:

Dr C. Alberto Dorta Contreras (LABCEL)
Lic. Barbara Padilla Docal (LABCEL)

INSTITUCIONES PARTICIPANTES EN EL PROYECTO:

1. Facultad de Ciencias Médicas Dr Miguel Enriquez.
Direccién :Ramon Pinto # 202
Teléfono : 984583

2. Hospital Clinico Quirargico de Diez de Octubre
3. Hospital Pediatrico William Soler
4. Hospital Universitario Dr Miguel Enriquez

OBJETIVO GENERAL:

o Determinar la sintesis intratecal de las inmunoglobulinas mayores en pacientes
con manifestaciones neuroldgicas en el lupus eritematoso sistémico.

Objetivos especificos

e Describir los patrones de sintesis intratecal de las inmunoglobulinas mayores
IgG, IgA e IgM con que cursa esta enfermedad.

e Establecer la relacion existente entre la respuesta inmune y la sintesis
intratecal de inmunoglobulinas mayores.

e Definir las condiciones de la barrera sangre-liquido cefalorraquideo (LCR) en
estos pacientes.

RESULTADOS A ALCANZAR:
JUSTIFICACION DEL PROYECTO:



EVALUACION DE SU EXCELENCIA:

IMPACTO SOCIAL:

e Aportara al conocimiento del mecanismo fisiopatolégico de esta enfermedad y
podrd trazar pautas para facilitar el diagndstico temprano vy evitar
complicaciones que se producen en la cronicidad.

e Como resultados indirectos se ganara en conocimiento sobre la enfermedad y
los mecanismos neuroinmunolégicos durante su curso.

Aportes tedricos

e Se espera poder brindar un panorama mas acabado de la respuesta inmune
local a nivel de SNC, en esta enfermedad.

e Aporta un método de andlisis que podra ser utilizado para desentraiar estos
mecanismos en las manifestaciones neuroldgicas de otras enfermedades.

e Se trataria de vincular estos hallazgos con la recuperacién o no del paciente
estudiado y sus posibles secuelas, si procede, en futuros estudios
longitudinales.

Aportes practicos

e Se reintroducira en nuestro laboratorio la determinacion de las
inmunoglobulinas mayores IgG, IgA e IgM en el LES.

IMPACTO ECONOMICO:

De obtener resultados satisfactorios se implantarian estas tecnologias en este
laboratorio. La misma sélo esta disponible en instituciones de paises desarrollados y en
Cuba seriamos el Unico centro que brindariamos este servicio con posibles clientes
entre los pacientes que se atiende en los servicios de turismo de salud.

Ademas con este proyecto obtendremos un banco de muestras muy valiosas
(seroraquioteca), en el campo de las neurociencias que pudiera permitir el
intercambio entre investigadores de otros centros y/o paises para el desarrollo de
nuevos proyectos.

IDEAS EXISTENTES PARA GARANTIZAR SU SOSTENIBILIDAD :

Cuba es el uUnico pais con condiciones de organizacion de salud para lograr las
muestras necesarias para hacer el trabajo. Contamos con la fuerza de trabajo calificada
para llevar a cabo la investigacion. Argumentacién en cuanto a que permite el
desarrollo de capacidades cientifico-técnicas del investigador principal o de alguno de
los investigadores que participan en el proyecto y de la institucion acorde al impacto
esperado.

Los investigadores logrardan mejorar sus habilidades técnicas por la ejecucién de la
tecnologia que esto implica, permite el desarrollo cientifico de ambos y ayuda a la
imagen de la institucion en el ambito internacional y el aporte cientifico sera
patrimonio cubano para el mundo. Este proyecto es la base sobre la cual la
investigadora principal hara su tesis de doctorado.



Alternativas de accién de no realizarse este proyecto
No se podria obtener la posibilidad de transferencia de la tecnologia al pais.
Antecedentes

Entre los aparatos y sistemas que se afectan en el curso del Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), se encuentra el sistema nervioso central (SNC), ? dando lugar, sus
signos y sintomas, a uno de los criterios de clasificacion de esta entidad, tabla 1 los
cuales prevalecen entre el 25 y el 70% de estos pacientes. Si bien con frecuencia se
puede afectar el sistema nervioso periférico (SNP), las manifestaciones mads graves
estan relacionados con el SNC.3

Criterios para la clasificacién del Lupus Eritematoso Sistémico
1- Eritema malar

2- Lupus discoide

3- Fotosensibilidad

4- Ulceras orales

5- Artritis
6- Serositis
e Pleuritis

e Pericarditis
7- Afeccion renal
e Proteinuria persistente mayor de 0.5g/dia o mayor de 3
cruces si no se logré cuantificar
e Cilindros celulares que pueden ser de eritrocitos,
hemoglobina, granulares, tubulares o mixtos
8- Alteracion neuroldgica
e Convulsiones o
e Psicosis
9- Trastorno hematoldgico
e Anemia hemolitica con reticulocitosis o
e Leucopenia: menos de 4000 leucocitos/mm3 en dos o
mas ocasiones
e Linfopenia: menos de 1500 linfocitos/mm3 en dos o
mas ocasiones
e Plaquetopenia: Menos de 100 000 /mm3 en ausencia
de medicamentos lesivos
10- Alteracién inmunoldgica
e (Células LE positivas; o
e Anti-DNA: anticuerpos anti-DNA nativo a titulo anormal
o
e Anti-Sm: Presencia de anticuerpos contra el antigeno




nuclear Sm; o
e Pruebas seroldgicas para la sifilis falsas positivas
11-Anticuerpos antinucleares

Manifestaciones neuropsiquidatricas del LES

En ocasiones, las manifestaciones del SNC llegan a ser tan moderadas en sus inicios,
qgue pueden confundirse con alteraciones transitorias de la poblacién normal,
fluctuando entre discretos dolores de cabeza, depresiones transitorias, o leves
situaciones de hiperactividad que no se asocian directamente con el LES insipiente;
otras veces las manifestaciones neuropsiquiatricas suelen ser mas graves, e incluyen,
la depresién profunda,®® severos cuadros psicotocos, disfunciones cognoscitivas o
graves accidentes vasculares cerebrales que puedan comprometer inexorablemente la
vida del paciente. "2 2 En este sentido, el American College of Rheumatology publicé
en el ano 1999, una lista con 19 sindromes neuropsiquidtricos descritos en enfermos
de lupus. ®

Tabla 2 Manifestaciones neuropsiquiatrias mas frecuentes en el LES

Manifestaciones neuropsiquiatrias del LES
Manifestaciones del SNC Manifestaciones del SNP
e Meningitis aséptica e Sindrome de Guillain — Barré
o Neuritis dptica e Alteraciones autondmicas
e Enfermedad cerebrovascular e Mononeuritis Unica
e Sindromes desmielinizantes e Mononeuritis multiple
o Cefalea e Miastenia gravis
e Convulsiones e Neuropatia cranial
e Corea e Plexopatia
e Ansiedad e Polineuropatia
e Alteraciones cognoscitivas
e Cambios de caracter
e Psicosis

En la actualidad, la prueba mas util para el diagndstico de LES, es la deteccidon de
anticuerpos antinucleares dirigidos contra diferentes estructuras nucleares de la
células, los cuales se encuentran presentes en casi el 100 % de los enfermos; son ellos
los responsable de la mayoria de las manifestaciones clinicas de esta entidad.'%*?

Uno de los inconvenientes que presenta la deteccidon de anticuerpos antinucleares en
el LES, estd relacionado con la posibilidad de aparecer en el curso de otras entidades
de origen sistémico-inmunoldgico. Los anticuerpos antinucleares mas caracteristico en
LES son los de doble cadena, considerados con cierto nivel de especificidad para esta
entidad. 1315



Otra de las causas frecuentes de las manifestaciones neuropsiquiatricas en el LES, esta
relacionada con los defectos de perfusion y los infartos cerebrales asociados a las
lesiones vasculiticas, demostrados a través de gammagrafia cerebral y resonancia
magnética nuclear; en ocasiones, se ha podido observar infartos cerebrales en
ausencia de oclusién vascular, o de vasculitis, aun en presencia de anticuerpos
antifosfolipidos. 16-20

A pesar del desarrollo alcanzado en el diagndstico del LES, y especificamente de sus
manifestaciones neuroldgicas, a través del conocimiento de los diferentes anticuerpos
antinucleares y los multiples estudios imagenoldgicos del cerebro, no sustituyen en la
actualidad la informacién que logra el analisis del LCR obtenido mediante la puncién
lumbar, y especificamente los métodos dirigidos a identificar las diferentes
inmunoglobulinas que se forman en el compartimento intratecal. 2122

Entre los estudios con esta posibilidad se encuentra los Reibergramas, donde
basicamente se analiza de forma integrada, la funcionabilidad de la barrera sangre-LCR
y la sintesis intratecal de proteinas, que de forma aislada, no lograrian tener un mayor
impacto en el diagndstico de esta enfermedad.?3-2°

El Reibergrama
Este grafico consta de las partes siguientes:

e Unas lineas verticales para indicar los rangos de referencia segun la edad para
la razén albumina. Un incremento de la razon albumina (QAlb) indica disfuncion
de la barrera sangre/LCR.

e Una linea hiperbdlica discriminatoria que separa, el rango de referencia para la
fraccién de las proteinas derivadas de la sangre por debajo de la linea, y de la
fraccidn de las proteinas sintetizadas intratecalmente por encima de esa linea.

Los rangos de referencia para las razones LCR/suero del Reibergrama se apoyan en las
lineas discriminatorias, una superior (Q limite) dibujada mas fuerte y una inferior, mas
tenue (Q bajo), usando una escala logaritmica que cubren los rangos mas frecuentes
para las proteinas, siendo para QAIb desde 1,5 a 150 x10°3. 26

Las lineas de puntos indican la magnitud de la fraccidn sintetizada intratecalmente
(FI=20, 40, 60, 80%) y se calcula a partir de Q lim=0%. Esta grafica permite la
integracién de las barras verticales fijas para valores normales de QAlb como lo
muestra la Figura 1, para las edades de 15, 40y 60 afios. %’

El Reibergrama ofrece ademas una serie de ventajas, entre ellas tenemos la posibilidad
de evaluar la sintesis intratecal de la proteina que se desee analizar, conocer la
funcionabilidad de la barrera sangre-LCR, y encontrar patrones de sintesis intratecal
tipicos para una enfermedad en particular, relacionandolas con otras entidades de un
solo vistazo, todo lo cual abre nuevas posibilidades de evaluacién de enfermedades
neurolégicas autoinmunes.?®

Por otro lado, el resultado no depende del volumen de LCR extraido y puede realizarse
con LCR lumbar, ventricular o cisternal; ademas, las razones que se calculan no
dependen del método analitico empleado en la cuantificacidén, siempre que se haga en



la misma corrida analitica y por el mismo método, y puede trabajar en cualquier rango
de QAIb.%®

Este método analitico ha sido aplicado en el estudio de las sintesis intratecal de
subclases de 1gG en pacientes con enfermedad de Alzheimer %9, y otras enfermedades
autoinmunes como la Esclerosis multiple 2! y el Guillain Barré %2, ademas de
meningoencefalitis virales, bacterianas, y eosinofilicas en pacientes pediatricos. 23 2°

También ha sido util en el estudio de otras proteinas no inmunoglobulinas, como el
antigeno carcinoembrionario,?® la enzima convertidora de angiotensina, 2’ para evaluar
la sintesis intratecal de proteinas del sistema de complemento como el C3c %y el C4, #°
y mas recientemente la lectina de unién a manosa, proteina de la tercera via de
activacion de este sistema.3¢

Los reibergramas representan en la actualidad, una de las formas mas objetivas de
caracterizar la funcién de la barrera sangre/LCR y la sintesis intratecal de
inmunoglobulinas en enfermedades que cursan con manifestaciones neuroldgicas;
guedando muchas en las que no ha sido aplicado este estudio, entre ellas se encuentra
las manifestaciones neuroldgicas que se presentan en el LES, por lo que nos
proponemos con esta investigacién, valorar la posibilidad de utilizar el reibergrama
como un método analitico mas en el diagndstico de las manifestaciones neurolégicas
del LES.
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METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION

a)

1. Planeamiento detallado

De las tareas a ejecutar



Términos: Las tareas a ejecutar son: elaboracion del proyecto, busqueda bibliografica,
coleccién de muestras, montaje de las técnicas, evaluacién de los resultados,
evaluacién de las estadisticas, discusion de los resultados, salidas (informe y
publicacién)

b) Métodos

e Cuantificacién de albumina e inmunoglobulinas mayores en suero y LCR por
inmunodifusion radial simple.

c) Diseio experimental

Se realizara un estudio observacional, transversal con estudio de las variables en el
curso de la enfermedad, de corte descriptivo por serie de casos.

Por la temporalidad del estudio, serd retrospectivos para los casos ya colectados y
prospectivos para los casos nuevos.

No contempla sujetos normales. Utilizaremos la puncién lumbar diagndstica, por lo
gue no serd necesario realizar otra intervencién cruenta al paciente. La obtencién de la
informacién sera fundamentalmente prolectiva.

PROCEDIMIENTO

Se recolectardn muestras de LCR y suero de manera simultanea en durante el curso
del LES. Las mismas se guardaran correctamente rotuladas en un frezzer de -70°C en
alicuotas de 0.5- 1ml para evitar los procesos de congelacidn-descongelacion hasta su
posterior utilizacién.

Se cuantificaran los niveles de IgG, IgA, I1gM y albimina en el suero y LCR
respectivamente.

Métodos Estadisticos:

e Test de Kolgomorov-Smirnov para saber si las variables en estudio tienen una
distribucién normal.

e Para el procesamiento de las muestras se emplearan tablas de contingencia a
las que se realizara un test de Chi cuadrado con un con un nivel de significacidon

p <0.05.
e Test de comparaciéon de medias (test t de Student) para las variables en
estudio.
CRONOGRAMA
No Tareas Etapas Participante

1 Seleccion de los Pacientes mes0-mes12 José Pedro Martinez




Larrarte

2 Recoleccién de muestra Mes 2- mes 22 José Pedro Martinez
Larrarte

3 Cuantificacién de inmunoglobulinas | Mes 2-mes12 Dr C. Alberto Dorta

y albimina en sueroy LCR Contreras

Barbara Padilla Docal

4 Analisis de los resultados Mes 22-24 Todos el equipo de
investigacion

5 Confeccion del informe final Mes 22-24 Todo el equipo de

investigacion

Resultados a alcanzar:

Informe final. Es el informe detallado de toda la investigacién. Permite reproducir los
resultados por una tercera persona. Aporta los resultados cientificos y tiene
afectaciones sociales (Ver Impacto) Publicaciones. De acuerdo a cdmo se comporte la

recoleccién de las muestras realizaremos al menos 3 publicaciones.

Cliente.

Nuestros clientes seran el Hospital Pedidtrico William Soler, el Hospital Miguel
Enriquez, el Hospital Clinico Quirurgico de Diez de Octubre que se comprometeran a

aplicar y generalizar los resultados obtenidos.

INFRAESTRUCTURA DISPONIBLE:

En LABCEL contamos con la siguiente infraestructura que permite el desarrollo de la

investigacion
o Frezzer —-20°C
e Lector de ELISA




