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PAUSA

De vez en cuando hay que hacer
una pausa.

Contemplarse a si mismo
sin la fricciéon cotidiana.

Examinar ¢l pasado
rubro por rubro
etapa por etapa .
baldosa por baldosa

Y no llorarse las mentiras

sino contarse las verdades.

MARIO BENEDETTI.

"LO MARAVILLOSO DE APRENDER
ALGO, ES QUE NADIE PUEDE
ARREBATARNOSLO".
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INTRODUCCION

La Esclerosis Miultiple (EM) es una
enfermedad crénica que afecta al Sistema
Nervioso Central (SNCJ, cuya caracteristica
es la aparicién de lesiones inflamatorias,
y destruccién secundaria de la mielina,
con una total o relativa preservacion de
las neuronas y sus prolongaciones. {1)

Se argumentan multiples hipotesis a su
etiopatogenia(2), involucrando bases
similares a la Encefalomielitis autoinmune
experimental: susceptibilidad basada en
genes del complejo mayor de histocom-
patibilidad {HLA-DR2,DQBI1 y DR11},
aumento en la actividad coestimulatoria
de las células presentadoras de antigenos
o disminucién en la activacién de la
apeptosis, inducidas por las células T
autoreactivas en el SNC. (3,4) Se considera
a la Proteina Basica de la Miclina (PBM)
un auto antigeno (Auto-Ag) blanco, como
consecuencia del mimetismo molecular
(regiones 87-106 de la PBM) para algunos
virus (paramixovirus, retrovirus y
superantigenos). (5,6,7,8,) Se ha consi-
derado que ante diversas infecciones, Ia
EM aparece secundariamente como una
respuesta autoinmune (1) mediada por
células T y B y desregulaciéon de la
respuesta inmune.

La EM es incapacitante, inicia entre los
20 y 40 afios. En nuestro pais tiene una
prevalencia de 6 x 100,000 habitantes
{1,5), es mas frecuente en adultos jovenes
mujeres en proporciones de 1.4:1 y 2:1.(1)

El diagnostico definitivo de EM se realiza
mediante evaluacidon clinica, examenes

de laboratorio, estudios neurofisiologicos
¥ de imagen.

La EM definitiva puede evolucionar en
5 formas clinicas: EM Remitente
Recurrente (EMRR), EM Secundariamente
Progresvia (EMRP), EM Progresiva
Remitente (EMPR), EM Primariamente
Progresiva (EMPP} ¥y EM Remitente
Progresiva (EMRP). {9)

El comportamiento de la enfermedad es
muy variable desde el punto de vista
clinico; por este motivo se han
impiementado escalas de evaluacion clinica
que dan la oportunidad de medir, la
severidad y evolucién de los signos y
sintomas con la escala de Estado de
incapacidad ampliada (EDSS) de Kurtzke
(10} aceptada internacionalmente.

La fisiopatologia no se conoce completa-
mente; la histopatologia de las lesiones
de desmielinizacién primaria (1), pro-
ducidas por las células inflamatorias
perivasculares (linfocitos, células
plasmaticas, astrocitos) que invaden la
zona donde se formara la placa y
posteriormente tiene lugar la gliosis, con
multiplicacién astrocitaria y aberrantes
intentos de remielinizacioén, proliferaciéon
de oligodendrocitos en los bordes de la
lesitn, depésito central de inmunoglobuling
¥ la proporcién que guardan las sub-
poblaciones de células T (CD8+ y CD4+)
presentes en los bordes dependen del
momento evolutivo de la placa.(6)

La PBM {Auto Ag) es la m4s estudijada,
su peso molecular con electroforesis DSS




es de 18400-19500 D con alto contenido
de aminoacidos basicos (arginina, prolina,
serina, etc.), poderosamente antigenica.
Existen diversos tipos de PBM: PBM clasica
(PBMC}, isoformas de PBM (IPBM) y PBM
"golli” (PBMG).

La PBM constituye el 30% de la mielina,
en el adulto se sintetiza en los oligo-
dentrocitos (i1,12). Aunque la PBM puede
ser secuestrada junto a la barrera hemato-
encefilica (BHE), recientemente se han
demostrado IPBM en tejido linfoide (PBMG),
con secuencias de aminoacidos que se
comparten con la PBMC y que son
recenocidas por las clonas T especificas
para PBM; que corresponden al epitopo
83-99 de la PBM.

La respuesta inmune-de la PBM con
restriccidn del CMH, fenotipo T-CD4
produce la actividad citolitica que sugiere
diferencia de habilidad en el procesamiento
y presencia de epitopes durante la
tolerancia central o periférica (5) se han
reportado cambios conformacionales de
la estructura tridimensional de 1la PBM,
ent especial del segmento tripolina (residuos
99-101) como un mecanismo de desmie-
linizacion (13). Los Acs IgG contra
proteinas del SNC en la EM se han
determinado en suero y LCR por las
Técnicas de elctroforesis DSS-PAGE,
Inmunoblot, Isoelectroenfoque y blotting
por afinidad {14) y RIA (15}, Inmuno-
histoquimicos, cultivos celulares (16) y
ELISA (17). Para la determinacion de Acs
anti PBM por los métodos inmuno-
enzimAticos, s¢e han empleado como Ags;

la PBM obtenida de: conejo, bovino,
humana y cuyo. La PBM bovina es similar
a la humana (18); se ha demostrado que
los Acs de conejo contra PBM reaccionan
con los residuos 68-86 de cuyo, y que
corresponden al residuo 82-88 de la PBM
humana; por lo que los antisueros
comerciales de conejo muestran reactividad
cruzada con €l humano (19). El Ag PBM
bovino o de conejo altamente purificado
y empleado en la sensibilizacién de placas
de ELISA debe ser reconstituido con agua
bidestilada a un ph de 4.8 y congelar
inmediatamente para evitar la formacion
de dimeros y su desnaturalizacién. (18)
La PBM actia como Auto Ag con la
participacién del HLA(21) e induce la
formacién de Auto Acs naturales
conservados evolutivamente, isotipo IgM
con polireactividad, baja afinidad y avidez
{3), ambos se han determinado por ELISA
€h una concentracién minima de 0.25ng/
ml y 0.20ng/m] respectiva- mente. (19
y 20).




PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

¢Los pacientes con EMRR presentan
anticuerpos séricos anti-PBM?

¢Existe relacion entre la evidencia de
anticuerpos séricos anti PBM y la Escala
de EDSSS clinica de Kurtzke?




OBJETIVOS

Implementar y estandarizar una metodo-
logia de ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
capaz de detectar la presencia de AC.
séricos anti-proteina basica de mielina
en pacientes con EMRR.

Demostrar si existe correlacion entre la
presencia de Ac. séricos elevados anti-
proteina basica de mielina en pacientes
cont EMRR y la escala de EDSSS clinica
de Kurtzke.




HIPOTESIS

Los pacientes con EMRR tienen anti-
cuerpos séricos elevados anti PBM.

La presencia de Anticuerpos séricos
elevados anti-PBM se correlaciona con
la escala de EDSSS clinica de Kurtzke.

HIPOTESIS NULA

Los pacientes con EMRR no tienen
anticuerpos séricos elevados anti PBM.

La presencia de Anticuerpos séricos
elevados anti-PBM no se correlaciona con
la escala de EDSSS clinica de Kurtzke.
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TIPO DE ESTUDIO

PROSPECTIVO

TRANSVERSAL

OBSERVACIONAL

COMPARATIVO




DEFINICION DE VARIABLES

DEPENDIENTES
Escala de EDSSS clinica de Kurtzke.

Grupo de pacientes EMRR: suero
(10 mml)

Grupo de control sujetos sanos: suero
(Sml})

INDEPENDIENTES

Técnica Inmunoenzimdtica (ELISA)
para la determinacién de Ac. anti-
proteina basica de mielina.




TAMARO DE LA MUESTRA Y
AMBITO DE LOS PACIENTES

El tamarnio de la muestra se considera
de 22 pacientes de acuerde al método
estadistico de inferencia. Se analizaran
los sueros tomados al grupo de pacientes
con EMRR (30 pacientes) que estaban
en tratamiento de interferén beta, en el
mes de junio y noviembre (1996}, 12 y
17 meses de tratamiento respectivamente,
asi como al grupo control sano, 50 sueros
de donadores sanguineos del Banco de
Sangre. ‘

Los pacientes estuvieron en conocimiento
del procedimiento a realizar, y previa firma
del informe de consentimiento informado
se les citd al laboratorio de Inmunologia.
La fecha de la toma de muestra se les
hizo llegar mediante un citatorio por via
telefonica.

Las muestras sanguineas (10 c.c. dos
ocasiones) se tomaron en ayuno, sin
anticoagulante. Fueron centrifugadas y
los sueros guardados en un congelador
de laboratorio (-70°C}, etiquetadas con
el nombre de cada paciente, fecha y motivo
de estudio, para poder procesarlas
posteriormente.




MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO.
Ver tamarfio de muestra y ambito de los
pacientes.

TECNICA IKMUNOENZIMATICA (ELISA)

INTRODUCCION

Para implementar la técnica Inmuno-
enzimatica (ELISA) se realizaran cinéticas
antigeno (Ag-Ac, sensibilizando tiras de
Inmunolon II con 5 diferentes concen-
traciones de PBM de conejo y bovino,
con un rango de 0.00025 a 25 ng/ml
(50 ul en cada pozo), las diferentes
concentraciones de Ag se llevaran a cabo
en agua bidestilada y a la vez en PBS/
SFB al 10%, para valorar cual de ellos
sensibiliza tas placas de Inmunolon I1.

Incubando toda la noche a 4°C; las fases
solidas se pobrarin con tres diferentes
concentraciones de Ac, diluciones del
suero, 1:5, 1:10; 1:50. Se graficaran y
analizaran las distintas cinéticas Ag/Ac,
con la finalidad de encontrar la concen-
tracion 6ptima de Ag y Ac en la zona
de linealidad y sensibilidad de la técnica.

FUNDAMENTOS DE LA TECNICA.

Los Ac anti PBM al reaccionar
especificamente contra PBM forman un
complejo Ag-Ac que al adicionar un
conjugado anti-IgG o IgM-FA, se une para
formar un complejo Ag-Ac-Ac vy
posteriormente al adicionar el sustrato

(p-nitro fenil fosfato), este se reduce y
el desarrollo de color es directamente
proporcional a la concentraciéon de Ac
PBM.,

MATERIAL Y EQUIPO.
1. Pipetas automaticas con volitmenes
variables de 1 a 500ul.
2. Tubos de ensaye de 13x100mm.
3. Tiras de poliestireno o placas de
inmunoelon II COSTAR
catalogo No. 2580.
4. Gradilla metalica.

5. Puntas amarillas para pipeta
automatica.

6. Vaso de precipitados de 100, 500ml
matraces aforados de 250 y 1000ml

7. Pipetas graduadas 2 y 1Qml.
8. Agitador de vidrio y magnético.

9. Poria placas de tiras de inmuno-
lon II.

10. Bario Maria a 56°C.
11. Balanza analitica,
12, Cantrifuga clinica.

13. Lector de ELISA.




14. Conjugado de fosfatasa alcalina
(FA) IgG e IgM, frasco de 1ml marca
Sigma, conservada en refrigeracion.

15. p-nitrofenilfosfato tabletas de
Smg marca Sigma, conservar en
refrigeracién. )

16. Suero fetal bovino frasco 100ml
marca Sigma, guardar en congelacion
a -4°C,

17. Amortiguador fosfatos salinos
(PBS) 0.01 M Ph 7.4 y 4.8.

18. Glicina frasco de 500g Q.P.,
marca Sigma RTA.

19. ZnCl frasco de 500g Q.P., marca
Sigma RTA.

20. MgCl 6 H,0, marca Sigma RTA.
21. NaQOH 2N.

22. PBM bovina y de conejo marca
Sigma,

23. Kit de IFI para determinar antj
PBM (sustrato Médula Espinal
Humana).

PREPARACION DE REACTIVOS.

1. Sensibilizacidon de tiras con el Ag
{PBM bovina y de conejo).

2. Preparar soluciones d;: 0.00025,
0.0025, 0.025, 0.25, 2.5, 25 ng/mli

3. Pipetar 50 microlitros de cada
solucién en cada pozo de cada placa
referida como IA, IIA, IIIA, IVA, VA,

4. Dejar en refrigeraciéon de 18 a
20 hrs. (Toda la noche).

5. Amortiguador de fosfatos salinos
(PBS), con suero fetal bovino (SFB)
inactivado al 10%.

A) Descongelar ¢l SFB e inactivar
a 56°C por 30 mins. en bafio Maria.
B) Disolver el PBS correspondiente
a 0.01 M aproximadamente en 200
mal; agregar 100ml de SFB inactivado
y aforar ¢cbp 1000ml con agua bides-
tilada.

6. Amortiguador de glicina (prepa-
racion del sustrate, 100 ml}.
Glicina 0.1M .7507g.

MgCl 0.001M .0203g.

ZnCi 0.001M .0136g.

Pesar exactamente y disolver en 50mt
de agua bidestilada y agregar 1ml
de NaOH 2N.

Ajustar el pH a 10.9 y una vez
ajustado aforar cbp 100ml, verificar
que no se formen precipitados, y
la solucifn se encuentre transparente,
guardar en refrigeracion.

7. Sustrato de glicina-p-nitro fenit-
fosfato

p-nitrofenilfosfato, 2 pastillas de Smg,
amortiguador de glicina 10ml.




8. Titulacién del conjugado anti IgG
e IgM FA.

Diluir los conjugadoes ¢pm PBS/SFB
al 10%, 1:2000, 1:5000 y 1:10000.

TECNICA.

1. Sensibilizar con las diferentes
soluciones de PBM (0.00025-25
ng/ml} cada placa de Inmunolon II
en un volumen de 50 ug/ml por pozo.
{Cada concentracion por triplicado
en diferente placa).

2. Dejar en reposo toda la noche
en refrigeracion.

3. Adicionar a cada pozo 350 ul de
PBS/ SFB al 10% y dejar reposar
a temperatura amhbiente por durante
dos horas {bloqueo de placas).

4. Diluir los sueros 1:5, 1:10, 1:50
con PBS/SFB al 10% ¢ agua bides-
tilada.

3. Transcurrido el tiempo de incu-
baciéon del paso 3 descartar el PBS
escurriendo perfectamente la placa.

6. Adicionar a la placa 200ul de
las muestras diluidas (paso 4).

7. Incubar 1 hr. a temperatura am-
biente.

8. Lavar tres veces con 350ul de
PBS/SFB al 10% cada vez, escurrir
perfectamente la placa.

9. Agregar los congelados diluidos
(titulo 6ptimo) 200ul a cada pozo
e incubar 1hr. a temperatura ambien-
te.

10. Hacer tres lavados con 350ul
de PBS/SFB cada vez, escurrir perfec-
tamente 1la placa.

11. Agregar 200ul de sustrato de

p-nitro fenil fosfato diluido en amort-
guador de glicina. Incubar 1hr. a
temperatura ambiente en la obscu-
ridad.

12, Parar la reaccion con 50ul de
NaOH 2N.

13. Leer inmediatamente a 405nm.




CALCULOS.

DO de la muestra

- DO del blanco
problema .

UA =

DO del poot Normal - DO del blanco

UA= Unidades Arbitrarias
DO= Densidad Optica.

DO problema - Blanco

Valor de Corte=
DO X Normal Alto - Blanco

14. Se calcularin los valeres de con-
fiabilidad {CV, especificidad, sen-
sibilidad, VP{+), VP([-)).

15. La especificidad de los Acs anti
PBM se estudiardn por comparacion
contra métodos histoquimicos como
la Inmunofluorescencia (IFI).




CRITERIOS DE INCLUSION.

1. Pacientes masculinos o femeninos.
2. Edad de 20a 45 afios.
3. Diagnéstico definido de EMRR.

4. Haber estado en el protocolo de
investigacion: "Eficacia y seguridad de
dosis reducidas del INF-B en la prevencion
y prolongacién del tiempo de exacer-
baciones en pacientes con EMRR. Estudio
Multicéntrico”.

5. Aceptacidon y firma de consentimiento
informado. :

CRITERIOS DE EXCLUSION.

1. Pacientes que habiendo estado en el
protocolo: " Eficacia y seguridad de dosis
reducidas INF-B, en la prevencién y
prolongacion del dempo de exacerbaciones
en pacientes con EMRR. "Estudio Multi-
céntrico”, no den autorizacién para
venopuncién y toma de la muestra.

2. Alteraciones en la coagulacién que
contraindiquen la venopuncion.




CRITERIOS DE INCLUSION.

1. Pacientes masculinos o femeninos.
2. Edad de 20a 45 aiios.
3. Diagnéstico definido de EMRR.

4. Haber estado en el protocolo de
investigacion: "Eficacia y seguridad de
dosis reducidas del INF-B en la prevencion
y prolongacion del tiempo de exacer-
baciones en pacientes con EMRR. Estudio
Multicéntrico”.

5. Aceptacion y firma de consentimiento
informado. :

CRITERIOS DE EXCLUSION.

1. Pacientes que habiendo estado en el
protocolo: " Eficacia y seguridad de dosis
reducidas INF-B, en la prevencion y
prolongacidn del tiempo de exacerbaciones
en pacientes con EMRR. "Estudio Multi-
céntrico”, no den autorizacion para
venopuncion y toma de la muestra.

2. Alteraciones en la coagulacidén que
contraindiquen la venopuncién,




RECURSOS

Se utilizaran los recursos fisicos: Labora-
torio de Inmunologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacionat
"La Raza", sin generar un coste adicional,
considerando que la técnica inmunoen-
zimatica (ELISA}, cotidianamente se realiza
en el laboratorio.

Los recursos materiales: tubos de ensayo,
centrifuga, refrigerador, lector de ELISA,
etc.

RECURSOS HUMANOS.
- Q.F.B. Jele del laboratorio de Inmunologia
(H.E.C.M.R.).

- Q.F.B. Adscrita al laboratorio de Inmu-
nologia (H.E.C.M.R.}.

- Residente de tercer ano de Patologia
Clinica (H.G.G.G.G.C.M.R.).

- Médice Neurdlogo (H.E.C.M.R.).

- Médico Neurdlego (H.Fundacion Médica
Sur}.




|

ANALISIS ESTADISTICOS

Se determinaran la media y la desviacion
estandar de los resultados obtenidos de
Acs anti PBM, y se calcularin los indica-
dores de confiabilidad de la prueba diag-
néstica mediante tablas de contingencias
de 2x2.

El Coeficiente de variacién intraensaye.

Se evaluara la significancia estadistica
del grupo de EMRR vs. grupo Control
Sano mediante pruebas no paramétricas,
Chi cuadrada con correccién de Yates,
y cotrelacion de Pearson.




RESULTADOS

En la tabla 1 se describen los datos demo-
graficos de los pacientes estudiados.

Se vbtuvieron, a través de una cinética
enzimatica, las concentraciones dptimas
tanto del Ag (PBM]}, como de! anticuerpo
(anti PBM) para la estandarizacion de
la técnica de ELISA (tabla 2 y fig.1).

Al realizar reactividad cruzada de los Acs
anti PBM humanos con dos especies
diferentes (bovino y conejo) encontramos
una p no significativa en ambas. {tabla
3}

Las condiciones especificas que requiere
la PBM para su estabilidad, en la cinética
Ag-Ac se muestran en la tabla 4,

En relacién a la determinacion de Acs
anti PBM en los pacientes con EMRR,
fue mayor para el isotipo IgM con una
P mayor a 0.001 en relacién al isotipe
IgG. (tabla 5 y fig.2)

Al comparar nuestro método (ELISA) con
¢l inmunchistoquimico (IFI) se obtuvo
mayor especificidad (98%) para éste Gltimo
y menor sensibilidad {30%)]. (tabla 6)

Por dltimo, no se encontré correlacion
entre la elevacion de Acs anti PBM en
suero y la Escala de EDSSS Clinica de
Kurtzke. {fig.4)




TABLA 1. Caracteristicas de los pacientes

con EMRR y grupo control sano.

(" ™)
NOUMERO EDAD (RANGO) SEXO
CONTROL 50 18-40 25F, 25M
EMRR 30 18-40 18F, 12M
e w
TABLA 2. Cinética Ag-Ac, de anticuerpos anti PBM isotipos
IgG e 1gM en diferentes diluciones contra diferentes
concentraciones de Ag; por el método ELISA.
[ A
Ag PBM - ISOTIPO 1gG
{Ac). 0025ng/ml .025ng/ml -25ng/ml 2.5ng/ml 25ng/ml
DILUCION] X k] x DS b 4 DS b4 DS b4 DS
1:3 .026 .009 .048 .015 025 .010 272 010 568 .006
1:10 041 .039 | .037 006 .019 014 |.024 018 .316  .008
1:50 .116 132 | .028 017 .038 .011 |.894  .200 .163  .224
. J
" ™
Ag PBM - ISOTIPO IgM
(Ac). 0025ng/ml .025ng/ml .25ag/ml 2.5ng/ml 25ng/ml
DILUCION X D8 x DS x D8 x o3} b4 D8
1:5 070 .044 | .094 116 | .126  .071 |.140 .122 175 121
1:10 711 L1155 | .619 031 772 056 ] .722 .047 701 .044
1:50 .253  .073 | .207 110 | 414 (123 ] 227 116 .348 080
. o




TABLA 3. Comparacion de la reactividad
cruzada de los Acs anti PBM humana
contra Ag PBM de 2 especies diferente

{bovino, conejo)

(" ™)
IgG IgM
BOVINO CONEJO BOVINO CONREJO
MEDIA (X) .45 63 .10 .37
DESVIACION
ESTANDAR (D3} .56 43 .84 71
VR (0-1.57 UA] {0-1.49 UA) (0-1.71 UA) | (0-1.79 UA}
. J
IgG p.NS
IgM p.NS
TABLA 4. Caracteristicas fisicoquimicas
del Ag {(PBM): solubilidad, pH y estabilidad
para la cinética Ag-Ac del método ELISA.
r ™
IgG IgM
AGUA PBS AGUA PBS
X 1.7 37 1.5 .95
DS 1.1 .63 .43 .48
\. J

PH: Se ajustaron a pH de 4.8 las soluciones de Ag (PBM) diluidos en agua y

PBS (p 0.01).

A pH de 7.4 se observd desnaturalizacidn e impresicion de los resultados.




TABLA 5. Valores de referencia de anti
PBM isotipo IgG e IgM en ¢l grupo control

vs. EMRR por el método ELISA.

ANTI PBM IgG

ANTI PBM IgM

X DS Xj? X Ds Xi?
Control 37 .63 .95 .48
(0-1.63 UA) {0-1.44 UA)
.98 1.4 p.NS 2.12 1.04 | p<0.001
\
TABLA 6. Parametros de confiabilidad
de los métodos:ELISA ¢ IFI para determinar
anti PBM.
4 —
PARAMETRO METODO ELISA METODO IFI
IgM IgG
Especificidad 96% 92% 98%
Sensibilidad 66% 7% 30%
VEP(+) 920% 33% 90%
VPN(-) 82% 62% 70%
cv 12% 15% 18%
\.

VALOR DE CORTE IgG:2.2 IgM:4.2




Fig.1. Cinética Ag-Ac por el método ELISA.
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Fig.2. Valores de Anti PBM en el grupo

control vs, EMRR

ANTI PBM
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P<0.0001
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Fig.3. Correlacién con la escala clinica
de Kurtzke y anti PBM (ELISA o IFi)
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Fig.4. Correlacion de niveles de Acs anti
PBM por ELISA y Escala de Kurtzke.
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DISCUSION.

El diagndstico de la EM es dificil, ya que
requiere de un examen clinico medculoso,
estudios neurofisiolégicos, imagen
{(Resonancia magnética y potenciales
evocados) ¥ exAmenes de laboratorio (VSG,
PCR, Inmunoglobulina, bandas oligoclo-
nales, etc.), estos Ultimos son inespecificos
debido a que Ia mayoria son marcadores
presentes tanto en enfermedades
inflamatorias, autoinmunes del SNC y
otras. {1}

Por lo que consideramos importante tratar
de evidenciar mediante marcadores
serologicos mas especificos, 1a patogénesis
de la EM; asi como apoyar y confirmar
el diagnéstico y pronéstico de la misma.

Al implementar el método ELISA para
determinar anti PBM en suere, compa-
ramos la PBM de diferentes fuentes y
evaluamos sus caracteristicas quimicas
altamente antigénicas, corroborando que
su ltberacion en procesos post-traumsdticos,
degenerativos, infecciosos, asi como la
susceptibilidad genética-HLA e inmuno-
regulacion favorece la produccion de
anticuerpos anti PBM: naturales y
patogénicos. (3, 20, 21}

Los anti PBM constituye solamente una
pequena proporcion de la concentracidn
de las inmunoglobulinas intratecal. {18)
Para implementar la técnica de ELISA
fue necesario, realizar cinéticas Ag-Ac
encontrando: sim-litud antigenica de la
PBM de conejo y bovino con la humana;
por reactividad cruzada de los anticuerpos
anti PBM naturales y patogénicos (isotipo
IgG e IgM).

Se ha demostrado que en el segundo
trimestre del embarazo hay un incremento
de la PBM en fetos humanos; este
conocimiento podria ser 1itil en el futuro
y aplicar la antigenicidad de ia PBM en
algunas enfermedades de la mielina. (22)

La PBM es una proteina muy inestable,
debido a su estructura quimica, por lo
que requiere de condiciones especificas
de solubilidad, pH, conservacién y maneja
para tener reproducibilidad en Igs
resultados por el método de ELISA. {18}

La concentraciéon optima de Ag v Acs anu
PBM de acuerdo a la cinética fue de 2.3
ng/ml y la sensibilidad de 0.0023 ng/
ml que correlaciona con otros investi-
gadores.(20,21)

Se detectaron Acs anti PBM en el grupo
control sano (3} v en el grupo de EMRR
predominando el isotipo IgM sobre el IgG.
Los anticuerpos anti PBM isotipo IgM
tiene una alta especificidad: 20%, un
VP(+): 90% y sensibilidad del 66%; y al
compararlos con el IF], éstos ultimos
muestran mayor especificidad: 98%, y
menor sensibilidad: 30%. Otros
investigadores mediante Western blot y
ELISA también han reportado elevaciones
de Acs de las proteinas del SNC {proteinas
acidas fibrilares) con niveles altos de IgG
intratecal, en pacientes neurcldgicos, con
una p .05 (20,21), esto causa controversia,
en cuanto a la utilidad de estas pruebas.

Al comparar la escala de Kurtzke v los
niveles de anti PBM, no encontramos




correlacion, probablemente debido a la
variabilidad clinica e inmunoidgica de
la EM, lo que coincide con nuestra
hipotesis: sobre la alteracién del
mecanismo de inmunorregulacion en la
EMRR. También se ha reportado
correlacion entre anti PBM en LCR {unida)
y PBM sérica (libre).

En pacientes con EM con enfermedad
inactiva no se ha reportado elevaciéon de
IgG anti PBM, dato similar encontrado
en nuestro estudio, ya que nuestros
pacientes con EMRR estaban en remision,
los niveles baijos del isotipo 1gG, podria
sugerir un rol protector de anticuerpos
anti-idiotipo (fig.4) que estan involucrados -
en forma natural en la patogénesis de
la enfermedad. (23)

En conclusion, el papel de ia PBM y ant
PBM, como prueba diagnéstica, no es
especifico, sin embargo juega un rol
importante junto con la inmunorregulacion
en la patogénesis de 1a EM y sus formas
clinicas.




CONCLUSIONES

El método ELISA para la determinaciéon
de Acs anti PBM, resultd confiable con
una sensibilidad y especificidad mayor
para el isotipo IgM en relacién al IgG
en pacientes con EMRR tratados con
interferon heta.

Para la implementaciéon de la técnica de
ELISA se requirié de una cinética Ag-
Ac. El Ag empleado fue de PBM de conejo
hidratado con agua bidestilada a un pH
de 4.8 y las diluciones con PBS, La
concentracion optima de Ag fue de 2.5ng/
ml y la sensibilidad de nuestro método
de .0025ng/ ml.

Se demostraron niveles de auto anticuerpos
naturales anti PBM en individuos norma-
les, el IgM con mayor afinidad.

Al comparar los resultados de los niveles
séricos anti PBM obtenidos por ELISA,
contra el método de inmunofluorescencia
indirecta (IFI) encontramos, mayor
especificidad y valor predictivo positivo
por el método de IFI y mayor sensibilidad
para el método de ELISA,

En la EMRR con IFN Beta no encontramos
correlacién entre niveles séricos de anti
PBM (IgM] y la Escala clinica de Kurtzke;
para IgG, mayor correlacion y probable
efecto protector por regulacién de anti-
idiotipo. Es conveniente que para estudios
posteriores se analicen, presencia de Acs
anti PBM en las diferentes formas clinicas
de EM.
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