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RESUMEN

Introduccion: la dinamica particular de las proteinas derivadas del cerebro en el
liquido cefalorraquideo es diferente a la dindmica de las proteinas derivadas de la
sangre.

Objetivo: describir los datos empiricos de la lectina de unién a manosa y brindar una
interpretacion tedrica de la dinAmica de esta proteina a través de la confeccion un
nuevo reibergrama.

Métodos: la lectina de unién a manosa en suero Yy liquido cfalorraquideo, fue medida
en 40 adultos normales a través de un ensayo inmunofluorométrico. El criterio
diagndstico estuvo basado en; muestras controles (pacientes normales) y muestras
de pacientes con enfermedades que cursaron con disfuncién de barrera sangre-liquido
cefalorraquideo.

Resultados: el coeficiente de correlacion entre la lectina de unidén a manosa en el
liguido cefalorraquideo y en el suero, fue muy bajo. El reibergrama de la lectina de
union a manosa se disefid de acuerdo con procedimientos previos.

Conclusiones: bajo cualquier condicidon de barrera sangre-liquido cefalorraquideo, el
reibergrama puede identificar la ocurrencia de sintesis intratecal de lectina de unién a
manosa.

Palabras clave: barrera sangre/liquido cefalorraquideo, lectina de unidén a manosa,
liguido cefalorraquideo, reibergrama, sistema de complemento.
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ABSTRACT

Background: the dynamics of brain derived proteins in cerebrospinal fluid is different
from the dynamics of blood-derived proteins. Aim: To describe the empirical data for
mannan binding lectin and gives a theoretical interpretation of the dynamics of this
protein in cerebrospinal fluid through a new reibergram.

Methods: serum and cerebrospinal fluid mannan binding lectin were measured in 40
normal adults by immunofluorometric assays. The diagnostic criteria were based in;
normal control samples defined clinically and diseases with blood-cerebrospinal fluid
barrier dysfunction.

Results: correlation coefficient between cerebrospinal fluid MBL and serum MBL was
very low. Mannan binding lectin reibergram was designed according with previous
procedures.

Conclusion: under all conditions of the blood-cerebrospinal fluid barrier, the
reibergram can identify the occurrence of intrathecal mannan binding lectin synthesis.

Keywords: blood-cerebrospinal fluid barrier, cerebrospinal fluid, complement system,
mannan binding lectin, reibergram.

INTRODUCCION

El incremento de la relevancia diagnéstica de las proteinas derivadas del cerebro en el
liguido cefalorraquideo (LCR) condujo a tomar conciencia de su dinamica particular en
este fluido bioldgico, que es diferente a la dinamica de las proteinas derivadas de la
sangre.’

El sistema de complemento puede ser activado por tres vias: por la via clasica, que es
iniciada por complejos antigeno-anticuerpo; por la via alterna, que se inicia por la
presencia de ciertas estructuras en la superficie de los microorganismos y por una via
anticuerpo-independiente;? la via de las lectinas. Esta via es iniciada por la unién de
la lectina de unién a manosa (MBL) a carbohidratos que pueden estar presentes en la
superficie de algunos microorganismos.*®

La MBL es considerada una colectina, analoga estructural del C1q, que juega un rol
importante en la inmunidad innata. El sistema inmune innato reconoce, por ejemplo,
bacterias y levaduras por reconocimiento y unién a manosa y/o residuos de N-acetil-
glucosamina presentes en las paredes celulares de los microorganismos.® La MBL
sérica humana es Ca®*- dependiente y se une a carbohidratos con especificidad por
estructuras que contienen manosa o N-acetil-glucosamina. La nueva teoria que
combina el flujo molecular y la velocidad de flujo del LCR,* muestra que la velocidad
de flujo del LCR constituye el principal modulador de las concentraciones patolégicas
de proteinas en el LCR, por ejemplo, una velocidad de flujo de LCR reducida es
suficiente para explicar cuantitativamente el incremento no lineal de las
concentraciones de proteinas derivadas de la sangre en el LCR, en las enfermedades
neuroldgicas.

Unido a los cambios patolégicos de las concentraciones de proteinas derivadas de la
sangre en el LCR, se observa una modulacién particular de las concentraciones de
proteinas derivadas del cerebro, ° dependiendo del origen de las proteinas.
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Este articulo describe los datos empiricos de la MBL, los cambios en la velocidad de
flujo del LCR y brinda por vez primera una interpretacion teérica y fisiol6gicamente
relevante de la dinamica de esta proteina a través de la confeccién un nuevo
reibergrama para evaluar su sintesis intratecal.

METODOS
Pacientes

Las muestras de suero y LCR fueron procedentes de 40 pacientes del Laboratorio de
Neuroquimica, Universidad de Goéttingen, Alemania, en el afio 2012. Todas las
muestras se tomaron para los andlisis de rutina con el consentimiento informado de
los pacientes.

Cuantificacion de las concentraciones de suero y LCR

MBL como antigeno: se recubrié la superficie de los pocillos de una placa de
microtitracion con anticuerpo monoclonal anti-MBL. Las muestras de suero se
diluyeron en un buffer que contenia: 20 mM Tris, 1 M NaCl, 10 mM CacCl2, 0.05 %
(v/v) Triton X-100, 0.1 % Albumina de suero bovino (peso/volumen), IgG humana
normal agregada por calor (10 mg/ml), 1 % (volumen/volumen) de suero bovino, pH
7.4. Los sueros se adicionaron a los pocillos.

Después de una incubacion, los pocillos fueron lavados y se afiadié el anticuerpo anti-
MBL conjugado con europium. Después de un tiempo de incubacién con el conjugado
se lavé nuevamente con buffer y se midio el europium por fluorometria en tiempo
real. Diluciones de suero estandar y muestras de suero de concentraciones conocidas
se incluyeron como controles internos. Estas diluciones tenian concentraciones altas
(1046 ng MBL/ml), medias (251 ng MBL/ml) y bajas (38 ng MBL/ml). El coeficiente de
variacion interensayo ( %CV) calculado en 20 réplicas fue de 8 %, 8 %0y 11 %
respectivamente.®

La concentracion de MBL se midié de forma similar a un ELISA convencional. La
diferencia es que se us6 europium en lugar de enzima: las microplacas se cubrieron
con antisuero anti-MBL y luego se incubaron a diferentes concentraciones de suero y
la cantidad de MBL enlazado se midi6 con la actividad del anticuerpo anti-MBL
marcado con europium. La concentracién de MBL en LCR se midi6 por el mismo
procedimiento pero no se diluyeron las muestras.

Los datos en este articulo estuvieron basados en los siguientes criterios diagnésticos:

1. Sueros controles que provenian de sujetos normales definidos clinicamente. No
obstante pudieron incluirse las muestras de los pacientes con cefalea tensional y con
polineuropatias no inflamatorias de tal manera que los valores de concentracién, no
se diferenciaran en su media y rango de concentracion, en relacion al rango de
referencia normal agrupados para la evaluacion estadistica.

2. Enfermedades con disfuncién de barrera sangre-LCR: Este grupo contenia
pacientes con un incremento de la razén Albumina (QAIb) debido a diferentes causas
y poseian reduccion de la razén de flujo al LCR. La 1gG oligoclonal constituy6 un
criterio de exclusion.
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RESULTADOS

Las caracteristicas moleculares de las proteinas derivadas del cerebro y de la sangre y
su contenido en el LCR pueden ser observadas en la tabla 1. De acuerdo a nuestros
datos el porciento de transferencia de la sangre al LCR fue de 0,03 %.

Tabla 1. Caracteristicas moleculares de proteinas derivadas del cerebro y de la

sangre y su contenido en el LCR

Proteinas séricas Peso molecular | Mg/L
{KDa)
Alburmnina 69 200
Igs 150 22
IgM 971 0,15
c3 185 1,5
C4 200 1
MEL 384-576 0,59 ng/ml
Proteinas del
cerebro
Beta- trasa 25 26
Transtiretina 55d 17
Enolasa especifica 78 0.0066
de neurona

%o %%aTotal
transferencia
0,5 a7
0,2 7
0,02 <1
0,3 <1
0,3 <1
0,032 <1
500 9
5] 5]
2 <1

Transtiretina 54 kDa pasa de la sangre al LCR asociada con retinol-unido a una

proteina de 21 kDa.

En la tabla 2 se muestra la estadistica de la MBL en suero y LCR.

Tabla2. Estadistica de MBL en suero y LCR (n=40)

QAlb x1073 QMBL x103
Mediana 4,90 0,785
Media 5,43 2,28
Desviacion 2,9019 3,5448
estandar
CV % a3 155
Rango 2,1-16,6 0,1-16,7

MEL LCR ng/ml

MEL suero ngfml

0,3000 970.5
0,5995 1530,35
0,5587 1532,7962
93 100
0.1-1,96 12-6784,00

La MBL en LCR tiene en el rango normal de QAIlb, una media representativa de 2.28
x10%y un CV de 93 %. Este es mas pequefio que el CV en sangre (100 %). El
coeficiente de correlaciéon entre la MBL en LCR y la MBL en suero resulté muy bajo
(0,3169, p=0,0463). La correlacion de MBL en LCR con la QAIb puede ser observada

en la figura 1.
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Fig. 1. Regresion lineal de la.Q Albdmina v 1a.MEL en LCR.

El reibergrama de

la MBL fue disefiado de acuerdo con previos datos y teniendo en

cuenta su peso molecular. El método para establecer este tipo de grafico ha sido

descrito con anter

ioridad.”*? El diagrama de los cocientes MBL LCR/suero o

reibergrama se muestra en la Figura 2. Se aprecia que doce de los pacientes
mostraron sintesis intratecal de MBL, que representa el 30 % del total de la muestra.
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Fig. 2. Diagrama de los cocientes LCR/suero
de la MBL (Reibergrama).
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DISCUSION
Caracteristicas estructurales de la MBL

La manosa fue primeramente reportada por Kawasaki et al., en 1978, quién aisld esta
molécula del higado de los conejos y la nombré manosa de unién a proteina.*® La MBL
consiste en multimeros de una cadena polipeptidica idéntica de 32 KDa. El trimero
constituye la subunidad basica estructural para todas todas las formas circulantes de
MBL. En suero, esta consiste en oligbmeros de la subunidad, que van desde dimeros
hasta hexameros. Se plantea que los oligbmeros de mayor orden (por ejemplo, de
tetrameros a hexameros) son las formas mas efectivas en términos de funciones de la
proteina, por ejemplo, la interaccién del glicano y la activacion del complemento en la
superficie microbiana.'* La MBL posee un peso molecular que oscila entre 384 y 576
KDa sin las moléculas de Proteasas Séricas Asociadas a la Manosa (MASPSs).

La MBL interactda con la MASP-1 y MASP-2, activa la via clasica y la alternativa del
complemento y ademas puede unirse a receptores de los fagocitos, resultando en la
opsonizacion, fagocitosis y lisis celular.***°

MBL como proteina derivada de la sangre y proteina sintetizada en el cerebro

Las proteinas derivadas de la sangre entran al LCR por difusién pasiva siguiendo el
gradiente de concentracion. Los procesos de difusion son descritos por Fick a partir de
la primera y segunda ley de la difusion. ***” La principal fraccién de MBL en el LCR no
se deriva de la sangre a pesar de que la concentracion de MBL en LCR fue menor que
la concentracion de MBL en suero. La MBL en LCR tiene en el rango normal de QAlb,
una media representativa de 2.28 x10°y un CV de 93 %. Este es mas pequefio que el
CV en sangre (100 %). Esto significa que la principal fraccién de la MBL en el LCR no
se deriva de la sangre.

La no existencia de un coeficiente de correlacion entre la MBL en LCR y la MBL en
suero es un factor importante que sefiala que un incremento de la MBL en suero no
significa necesariamente un incremento de la MBL en LCR.

El mecanismo del paso de la MBL a través de la barrera sangre-LCR puede no ser
dependiente de la concentracion. La localizaciéon de la MBL en los vasos sanguineos
puede indicar su unién a los capilares endoteliales. Es posible que el transporte al
sistema nervioso central (SNC) pueda ocurrir via unién a los receptores del C1q o de
la colectina, los cuales ademas de unen a la MBL.3

Alrededor del 20 % de las proteinas en el LCR son predominantemente derivadas del
cerebro, pero raramente, especificas del cerebro.® La caracteristica basica de las
proteinas derivadas del cerebro es su elevada concentraciéon en LCR comparado con el
suero, induciendo un flujo neto fuera del LCR, comparado con las proteinas de la
sangre con un flujo neto en el LCR. Para algunas de las proteinas predominantemente
derivadas del cerebro, la fraccién derivada de la sangre es insignificante.

Barreras entre la sangre, cerebro y LCR

El intercambio restringido de material entre la sangre y el fluido extracelular
perivascular es manifestado en términos de "barreras", barrera sangre-cerebro,
barrera sangre-testiculo, barrera sangre-retina, etc. *° Ciertas moléculas no pasan la
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barrera sangre-cerebro. La extension de la transferencia de las proteinas depende de
su tamafio molecular.

Sin embargo, existen algunas caracteristicas similares entre la barrera sangre-cerebro
y la barrera sangre-LCR, debe tenerse en cuenta que las bases celulares de estas dos
estructuras asi como sus funciones primarias, difieren. ¢’

La barrera sangre-cerebro constituye el mecanismo mayor de proteccion del SNC
contra microorganismos circulantes. Las células cerebrales pueden sintetizar los
componentes liticos completos del complemento y los receptores de este sistema,*®
sugiriendo la importancia del sistema de complemento en la barrera sangre-cerebro.
Como la MBL humana contiene suficiente C1 hasta C9 para brindar actividad
hemolitica, y el MASP-1 cliva C2 y C3, la via de las lectinas pudiera funcionar dentro
de la barrera sangre-cerebro.

Se ha encontrado que las células gliomas pueden expresar MASP-1 y MASP-3
sugiriendo la posibilidad de que la expresion de los componentes de la via de las
lectinas del complemento puede tener caracteristicas comunes para los astrocitos.®

Las moléculas como la MBL de elevado peso molecular se demoran mas en pasar al
LCR. La selectividad del transporte a través de la barrera para algunas proteinas
puede venir dado por su peso molecular, pero para otras moléculas, dicha selectividad
puede estar dada por su reconocimiento especifico a transportadores, uniones y
fuerzas diferentes. Solo el transporte por pinocitosis experimenta selectividad para
diferentes moléculas.*®*’

En las enfermedades neuroldgicas con disfuncion de la barrera sangre-LCR, las
fracciones de proteinas derivadas de la sangre en el LCR estan incrementadas. Esta
transferencia incrementada de las proteinas de la sangre en el LCR esta caracterizada
por una funcidn hiperbolica entre las concentraciones de proteinas en el LCR.

La teoria del flujo molecular de proteinas al LCR ***” sugiere que no hay pérdida de
selectividad durante la disfuncién de la barrera sangre-LCR, y que solo el coeficiente
de difusiéon molecular, el cual es inversamente proporcional al peso molecular de la
proteina, es la Unica variable que determina el paso de una proteina de la sangre al
LCR. Las concentraciones de proteinas en el LCR dependen de su concentraciéon en
sangre, de la funcion de la barrera sangre-LCR y la sintesis intratecal. ***’

En el caso de valores elevados de QAIlb, como ocurre en algunas enfermedades
neuroldgicas, la MBL en el LCR presenta mayor concentracién ya que como la
velocidad de flujo esta reducida hay mas probabilidad de que la MBL de la sangre
cruce la barrera sangre-LCR y su contenido en el LCR esté incrementado. A través del
reibergrama es posible discriminar la fraccion de MBL procedente de la sangre de la
que se sintetice intratecalmente.

La transferencia reducida de MBL procedente de la sangre en el LCR esta
caracterizada por una funcién hiperbdlica entre las concentraciones de proteinas en el
LCR. En el reibergrama de MBL (Figura 2). La curva hiperbdlica superior (linea
gruesa) representa la linea de discriminacion entre las proteinas derivadas del cerebro
y las proteinas derivadas de la sangre. Los valores por encima de esta linea indican
sintesis intratecal. Las lineas discontinuas indican la magnitud de la fraccion
sintetizada intratecalmente, con 20, 40, 60 y 80 % de la concentracion total de la
proteina medida en el LCR, y se calcula a partir de Q limite = 0 %. Los rangos de
referencia para las razones LCR/suero del reibergrama se apoyan en la linea
discriminatoria superior (Q limite) dibujada mas fuerte en la figura y el borde inferior
(Q bajo). El reibergrama usa escala logaritmica que cubren los rangos mas frecuentes
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para las proteinas, siendo para la QAlb desde 1,5 a 150 x107. El limite del rango de
referencia para la QAlb entre las concentraciones de proteinas normales e
incrementadas debido a la disfuncion de la barrera sangre/LCR es indicada por lineas
verticales y es dependiente de la edad, la QAlb de 5.5 x 107 (hasta 15 afios), Q Alb
de 6.5 x 107 (hasta 40 afios), y Q Alb de 8 x 10 (hasta 60 afos). Esta linea
hiperbdlica es la base para establecer los diagramas de los cocientes LCR/suero, cuyo
uso se ha ampliado para el diagnéstico de las enfermedades neurolégicas.*®*"%°

Bajo cualquier condicion de barrera sangre-LCR, el reibergrama puede identificar la
ocurrencia de sintesis intratecal de MBL. Es posible cuantificar la fraccion de MBL
localmente producida en el SNC y diferenciarla de la fraccion de MBL que puede haber
pasado al LCR procedente de la sangre.
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