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Abreviaturas

ADA: adenosindesaminasa

AB: B-amiloide

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AMPAR: receptor del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropiénico

ANNA: anticuerpo antinuclear neuronal

AQP4: acuaporina 4

BHE: barrera hematoencefdlica

BHI: Brain Heart Infusion

BOC: bandas oligoclonales

CASPR2: proteina asociada a confactina-2

CDC: Center for Disease Contfrol and Prevention

CLEIA: inmunoandlisis de quimioluminiscencia enzimdtica

ClL: cadenas ligeras libres

CMV: citomelagovirus

CNT. recuento fofal de células nucleadas

CPCP: carcinoma de pulmén de células pequenas

CPCNP: carcinoma de pulmén de célulos no pequerias

CRMP-5: collapsin response-mediator protein 5

DNER: delta/notch-ike epidermal growth factorrelated

receptor
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DPPX:
ECLIA:
ELA:
ELISA:

EM:
FDG:
GABA:
GABA (a/b)R:
GAD65:
ClyR:
HHV-6:
|EF:

IFI:

lg:
IGRA:
IRIS:

IWG:
KLHLT T
LAMP:
LCR:
LCIT:

MALDITOF-MS:

MAP1B:
MGCIT:
mGIuR1:
mGIuR5:
mHTT:
MOG:
NfH:
NIL:
N
NGS:
NIA-AA:

dipeptidylpeptidase-like protein 6

inmunoandlisis de electroquimioluminiscencia
esclerosis lateral amiofréfica

Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay (ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas [ELISA])

esclerosis multiple

2-Desoxi-2-fluoro-D-glucosa

4cido g-aminobutirico

receptor (A/B) del dcido gamma-aminobutirico
isoforma 65 de la glutamato descarboxilasa

receptor de glicina

herpesvirus humano 6

isoelectroenfoque

inmunofluorescencia indirecta

inmunoglobulina

Interferon-gamma release assays

sindrome inflamatorio de reconstitucion inmune
paraddjico

International Working Group

Kelch-like protein 11

amplificacién isotérmica mediada por bucle

liquido cefalorraquideo

proteina 1 inactivada del glioma rica en leucina
Matrix-assisted laser desorption ionization fime of flight
mass

microtubule-associated protein 1B

sislema Mycobacteria Growth Indicator

receptor mefabotropico del écido glutédmico subtipo |
receptor metabotropico del dcido glutémico subtipo 5
proteina de huntingtina mutante

glicoproteina del oligodendrocito asociado a la mielina
cadena pesada de los neurofilamentos

cadena ligera de los neurofilamentos

cadena ligera de los neurofilamentos

Secuenciacion de nueva generacion

National Institute of Aging v la Alzheimer’s Association



NINCDS-ADRDA:

NMDA:
NMDAR:
NT:
OMS:
ONF:
PCR:
PCR-RT:
PMCA:
PMN:
PPA:
PSEN:
PROA:
PrPC:
PRPSc:
Q-
RT-QuIC:
RUO:
SAA:
SCA:
SDS-PAGE:
SEN:
SEQCM:
SIMOA:
SNC:
SNP:
TAAN:
PET:
VHS:
VIH:
WZ:
VDRL:
VGCC:
VIP:

National Institute for Communicative Disorders and
Stroke, Alzheimer's Disease and Related Disorders
Association

N-metil-D-Aspartato

receptor del N-metil-D-aspartato

neurofransmisor

Organizacién Mundial de la Salud

ovillos neurofibrilares

reaccion en cadena de la polimerasa

PCR de transcripcion inversa

amplificacién ciclica de proteinas mal plegadas
polimorfonucleares

proteina precursora del amiloide

presenilina

Programas de Optimizacion de Uso de los Antibidticos
proteina priénica monomérica celular

proteina priénica scrapie

indice de albumina LCR/suero

conversion inducida por temblores en tiempo real
Research Use Only

Seed amplification assays

sindrome clinico aislado

gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
Sociedad Esparicla de Neurologia

Sociedad Esparicla de Medicina de Laboratorio
Single Molecule Array

sistema nervioso central

sindrome neurolégico paraneoplésico

técnicas de amplificacién de dcidos nucleicos
fomografia por emisién de positrones

virus herpes simplex

virus de inmunodeficiencia humana

virus varicela zostfer

Venereal Disease Research laboratory

canales de calcio dependientes de voliaje
péptido vasoactivo infestinal
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1 Fisiologia del liquido cefalorraquideo (LCR)
1.1 Formacién, circulacién y eliminacién del LCR

El cerebro y la médula espinal estan recubierfos por tres membranas menin-
geas: duramadre, que es la mds externa, aracnoides y piamadre, que es la
mas interna. El LCR es una solucién de composicion compleja contenida en
el espacio subaracnoideo entre la membrana aracnoides vy la piamadre, en
los ventriculos del cerebro y en las cisternas que lo rodean. Se produce en su
mayor parte en los plexos coroideos (70%), por ultrafiliracion a través de la
pared capilar coroidea y secrecion por el epitelio coroideo y extracoroideo
del cerebro, asi como en el revestimiento ependimario de los ventriculos y en
el espacio subaracnoideo (30%) (1, 2).

El liquido formado en los ventriculos cerebrales laterales pasa al tercer y
cuarfo ventriculo, sigue hasta la cisterna magna, afraviesa los agujeros de
luschka y Magendie y penetra dentro del espacio subaracnoideo, donde
circula por los hemisferios cerebrales, mientras que una pequefia canfidad
circula hacia abajo por la médula espinal (1, 2) (Figura 1.A.

El LCR se reabsorbe por las vellosidades aracnoideas, proyeccion de las
células de la aracnoides sobre los senos vasculares que alberga la durama-
dre, que desembocan en el torrente sanguineo. Cada plexo coroideo es el
resultado de la invaginacion del epéndimo (el recubrimiento de los ventricu-
los) por los vasos sanguineos de la piamadre. El epitelio de los plexos coroi-
deos y el endotelio de los capilares en contacto con el LCR constituyen una
estructura denominada barrera hematoencefdlica (BHE), barrera fisiologica
que separa el sistema nervioso central (SNC) y el LCR de la sangre, y que
determina la diferente composicién de ambos fluidos (3) (Figura 1.B).

El volumen de LCR oscila entre 50 y 70 ml en el lactante, aumentando hasta
aproximadamente 150 ml en el adulfo, de los cuales 30 ml se encuentran
en el interior de los ventriculos cerebrales y unos 120 ml en el espacio suba-
racnoideo. Su fasa de formacion es de un 500 ml/dia aproximadamente
(1, 2), renovandose completamente cada 5-7 horas (4).

1.2 Funciones del LCR

las funciones principales del LCR son actuar como mecanismo de soporte
y proteccion del SNC, vy regular las caracteristicas quimicas de su enforno,
a fravés de la compartimentalizacion generada por la BHE (3), que regu-



la el aporte de nutrientes y el equilibrio i6nico, asi como la excrecién de
los productos de los productos mefabdlicos de desecho, procedentes de la
actividad del metabolismo cerebral. Ademds, el LCR es un vehiculo para el
fransporte de hormonas y neurotransmisores (NT).

Figura 1. A. Esquema de las membranas que recubren el SNC (descargado de
https: //mmegias.webs.uvigo.es/2-organosa/quiada o a Olsnc.php). B. Produccion,
circulacion y aclaramiento del LCR. EI'LCR se produce en los plexos coroideos (rojo),
circula por el espacio subaracnoideo (azul) en sentido caudal y se reabsorbe en
las vellosidades aracnoideas de los senos venosos (disponible en Monografia Estudio
de LCR en la enfermedad de Alzheimer. Autores: Lled A, Alcolea D. 2020. Patrocinada por
Fujirebio).
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1.3 Composicién del LCR

El agua constituye el 99% de la composicion del LCR, correspondiendo el 1%
restante a proteinas, g|ucoso, iones, vitaminas y neurofransmisores (5). Aunque
el LCR presenta una osmolaridad similar a la del plasma, debido a la presen-
cia de la BHE existen importantes diferencias en su composicién (Tabla 1).

2 Indicaciones para la obtencién del LCR
la obtencion del LCR puede redlizarse por puncion lumbar o del reservorio

de drenajes. En el primer caso, se realiza habitualmente entre los espacios
infervertebrales 3%4° o 4°5° (3). En cualquiera de sus procedimientos, la




obtencion del LCR es un procedimiento electivo que esté indicada en las
siguientes situaciones (3):

e Con finalidad diagnéstica, en caso de sospecha de meningitis, ence-
falitis, absceso cerebral, hemorragia subaracnoidea, leucemia con
afectacion del SNC, esclerosis mdltiple (EM), enfermedad de Alhze-
imer, diagndstico diferencial de demencias, sindrome de Guillén-Ba-
rme y tumores medulares y para el diagnéstico diferencial del infarto
cerebral con la hemorragia intracerebral.

e Con finalidad terapéutica, para la inyeccién intratecal de férmacos
(antinflamatorios, antibidticos, citostdticos, analgésicos).

e Con finalidad evacuadora, para el fratamiento y prevencion de la

fistula de LCR.

Tabla 1. \Valores de referencia de los principales componentes del LCR. Adapta-

dade (4, 6, 7).
Magnitud Concentracion

29 Proteina 0,150,60 g/L

Segun origen:
Ventricular 0,050,15 g/dl
Cisternal 0,150,25 g/dl
Lumbar 0,150,45 g/dL
Adultos: 50-80mg/dL
Glucosa Recién nacidos prematuros: 24-63 mg/dl
Recién nacidos a término: 34-119 mg/dl
Creatinina 0,6-1,2 mg/dL
Urea 616 mg/dl
Amonio 10-35 pg/dl
Lactato 1,1-2,4 mmol /L
Fosforo 1,2-2,0 mg/dL
Sodio 135-150 mEqg/L
Potasio 2,6-3,0 mEq/L
Calcio 2,02,8 mEq/L
Magnesio 2,4-3,0 mEq/L
Cloro 115-130 mEg/L
pH 7,287,32




3 Andlisis del LCR

Desde un punto de vista practico, hemos clasificado la evaluacién del LCR
en dos tipos de andlisis:

e Andlisis "basico o urgente”, que incluiria aquellas magnitudes que
deberian estar disponibles en cualquier laboratorio de urgencias,
con disponibilidad para su medida 24/7 (8). Ademds, hemos in-
cluido en este apartado el estudio microbiolégico del LCR, ya que
el diagnéstico y tratamiento precoz de la patologia neurolégica in-
fecciosa es clave para el manejo de la enfermedad y mejorar el
prondstico del paciente (9).

e Estudio de ofras magnitudes de laboratorio en LCR, incluyendo aque-
llas ofras magnitudes dtiles para el diagndstico, evaluacion de la ac-
tividad, valoracion de la neurodegeneracion y de la respuesta al tra-
famiento en determinadas enfermedades neurolégicas, generalmente
de cardcter cronico. Este fipo de andlisis puede requerir en algunos
casos de determinados equipamientos de mayor complejidad v alta
especializacion.

3.1 Andlisis "bésico” del LCR

El andlisis “basico” del LCR estd orientado al diagnéstico de patologias
agudas del SNC. Debe incluir las siguientes magnitudes: aspecto macroscéd-
pico del liquido, glucosa, proteina, lactato y recuento celular, con recuento
diferencial de células nucleadas si procede. El estudio de la celularidad es
objefo de estudio en el capitulo 11 de esfa monografia. Ademds, ofras mag-
nitudes como el enzima adenosindesaminasa (ADA] (10) o los marcadores
de fistula de LCR pueden ser Utiles en el diagnostico diferencial de algunas
patologias (4).

3.1.1  Examen macroscopico: color y turbidez

El examen microscédpico del aspecto del LCR incluye la inspeccién visual de
su color y turbidez, y debe incluirse en el informe de laboratorio. En condi-
ciones normales, el LCR es incoloro y cristalino (“agua de roca”), inodoro y
con una viscosidad similar a la del agua (Figura 2) (1, 3). No obstante, este
aspecfo puede también observarse en procesos cronicos y agudos que cur-
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sen con escaso contenido celular (poliomielitis, encefalitis, meningitis viricas
y muchos casos de meningitis tuberculosa o sifiliica) (3). Variaciones en las
caracterfsticas macroscédpicas del LCR pueden proporcionar valiosa informo-
cién que puede contribuir significativamente al diagnéstico de la pafologia
sospechada (Tabla 2).

Figura 2. [CR de aspecto normal (“agua de roca”).

Tabla 2. Coaracteristicas macroscédpicas del LCR. Adaptada de (3).

Turbidez Color
Crisfalino o transparente Incoloro ("agua de roca”)
Turbio Xantocrémico (amarilento,/anaranjado/rosado)
Purulento Hematico
lechoso Hemorragico

la turbidez del LCR puede ser consecuencia de un recuento de células nu-
cleadas >200/pl o de eritrocitos >400/ul, de la presencia de microorgo-
nismos o de una concentracién elevada de protfeinas, asi como por el uso
de un medio de confraste radiolégico. La presencia de glébulos de grasa de
diversos tamarios puede asociarse con un embolismo graso en el cerebro,
enfidad por lo general poco frecuente y secundaria a fracturas cerradas de
huesos largos, particularmente cuando hay fracturas moltiples que ocurre en
las primeras 12 a 72 horas después del trauma (11).



Respecto al color, uno de los problemas mas frecuentes en el laboratorio es la
inferpretacion de los LCR de aspecto hemdtico o hemorrdgico, con una colo-
racién rojiza, que indica generalmente la presencia de sangre en el liquido,
y que obliga a diferenciar entre una puncién traumdtica de los vasos san-
guineos durante la puncién lumbar y un sangrado patolégico debido a una
hemorragia subaracnoidea, una hemorragia infracraneal o un infarto cerebral.
El modo de establecer el origen de un aspecto hematico o hemorragico de un
LCR fue revisado por Valcarcel y cols. (4). Si dicho aspecto aparece de forma
uniforme en los fres tubos de muestra de LCR serfa indicativo de hemorragia,
mientras que en la puncién fraumdtica la mayor concentracién de sangre se
observa en el primer tubo y disminuye de forma gradual en los tubos sucesivos
("prueba de los fres tubos”) (Figura 3.A). Ademds, tras la centrifugacion se
observaria un precipitado hemdtico y un sobrenadante claro y transparente.
También es caracteristico en el liquido procedente de una puncién traumdtica
la formacion de coagulos debido a la presencia de fibrinégeno, procedente
de la sangre, en el propio LCR, mientras que el LCR de aspecto hemdtico por
hemorragia, que no contiene suficiente fibrindgeno, no coagula in vifro. En
ocasiones, por un efecfo de una obsfruccion, se genera un liquido de alfo
confenido profeico que coagula esponténeamente (sindrome de Froin).

Figura 3.A. "Prueba de los tres tubos” para establecer la causa del aspecto he-
mdtico de un LCR. B. Liquido hemdtico que tras centrifugacion muestra un aspecto
claro y fransparente con botén hemdtico por puncién traumatica.
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Ante una puncién fraumdtica (Figura 3.B) se recomienda la correccion del
recuento de células nucleadas para informar del recuento real en ausencia
de contaminacion. Para dicha correccion, Valcdreel y cols. (4) recomiendan
aplicar la siguiente formula:

Recuento CNT (corregido) = Recuento CNT (no corregido) — Correccion

Recuento de leucocitos ange perierica X ReCUENtO de hematies, g
Correccion =

Recuento de hematieSgangre peritarica

Cuando no se disponga del recuento de leucocitos en sangre periférica,
puede redlizarse una correccién aproximada del recuento fotal de células
nucleadas (CNT) en LCR restando un leucocito por cada 700 eritrocitos
contados en el LCR, aunque este cdlculo no tiene en cuenta posibles desvia-
ciones por anemia, poliglobulia, leucopenia o leucocitosis.

la xantocromia hace referencia a la coloracion rosada o anaranjada del
sobrenadante del LCR después de su centrifugacion (Figura 4). Aparece
entre 2 v 4 horas después de producirse una hemorragia subaracnoidea.
En un primer momento es de color rosado/rojizo, debido a la oxihemog-
lobina procedente de la lisis de los eritrocitos. Pasadas 12 horas tras la
hemorragia se torna de un color amarillento (producto del catabolismo de
la hemoglobina a bilirrubina), con la intensidad maxima entre las 24 y 36
horas, para desaparecer entre 4 y 8 dias, pudiendo estar presente hasta
4 semanas. Se debe fener en cuenta que la xantocromia aparece cuando
los eritrocitos se han lisado, es decir, que han estado presentes en el LCR
enfre 1y 4 horas. La lisis de los hematies estd relacionada con la ausencia
de profeinas y lipidos plasmdticos necesarios para estabilizar la membrana
del eritrocito.

Se han descrito “falsas xantocromias” producidas por (4):

® Una concenfracion de proteina superior a 150 mg/dL.

* la presencia de bilirubina procedente del plasma en el LCR, cuando
la concentracion plasmatica es mayor de 5 mg/dl, cifra que algunos
autores elevan a 10-15 mg/dL (7).



e En los neonatos, la xantocromia es consecuencia de la elevacion
fisiolégica de la bilirrubina y proteina plasmatica, asi como de la
inmadurez de la BHE.

* la contaminaciéon sanguinea o la demora en la centrifugacion de un
LCR hemdtico por puncién traumdtica.

e Ofras causas menos frecuentes son la presencia de carofenoides por
hipercarofenemia sistémica, la presencia de melanina por un melo-
nosarcoma en las meninges, el consumo de rifampicina o la conto-
minacién con mertiolato o desinfectantes yodados utilizados para la
desinfeccion de la zona de puncién.

Figura 4. liquido de aspecto xantocrémico fras centrifugacion.

3.1.2 Andlisis bioquimico
3.1.2.1  CGClucosa

la concentraciéon de glucosa en LCR o glucorraquia es dependiente de la
concentracion sanguinea de glucosa, ya que deriva de ésta a través de
su paso por la BHE mediante mecanismos de difusion pasiva vy fransporte
activo (5). Por este motivo, para la correcta interpretacion clinica de esta
magnitud es importante determinar la concentracion de glucosa en una
muestra de plasma o suero obfenida de manera simulténea (4). Asi, la
concentracién de glucosa en LCR corresponde aproximadamente a un 60%
de la glucosa plasmatica. Ademdés, es importante destacar que el equilibro
entre la glucosa en sangre y en LCR no es inmediato, por lo que tras un
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cambio en la glucemia se requieren de 2 a 4 horas para observar una
variacién en el LCR (3).

El descenso de la glucorraquia proporciona informacién 0til para el diag-
nostico de diversas patologias. Es un hallazgo caracteristico de patologias
infecciosas, como la meningitis de efiologia bacteriana y fungica, asi como
la meningitis tuberculosa y la toxoplasmosis (1). La disminucién de la gluco-
rraquia es menos frecuente en la meningitis virica, por lo que esta magnitud
resulta especialmente Ufil para discriminar enfre meningitis de origen bac-
feriano y virico (12). Ademds, también patologias no infecciosas, como la
sarcoidosis, hemorragia subaracnoidea, tumores primarios y secundarios del
cerebro y plexo coroideo, linfomas, leucemias, carcinomatosis meningea y
melanomatosis, pueden cursar con hipoglucorraquia (3).

En sentido contrario, el incremento de la concentracién de glucosa en el LCR
es el reflejo de una concentracién de glucosa elevada en suero entre dos y
cuatro horas anfes de la obtencién de la muestra de LCR, que puede esfar
relacionada con la existencia de diabetes, perfusion continua de suero glu-
cosado, en algunos casos de encefalitis y en algunas situaciones asociadas
con presion intracraneal aumentada (3). Aunque es un hallazgo que carece
de significacion diagnostica, debe interpretarse con cautela porque no pue-
de descartarse un consumo de la misma que puede quedar enmascarado
por dicha elevacion.

3.1.2.2  Proteinas

la composicion proteica del LCR es compleja. Aproximadamente el 80% de
las proteinas del LCR proceden del suero y el 20% son de sintesis intratecal.
las proteinas son transportadas desde el suero al LCR por pinocitosis o por
fransportadores especificos y su concentracién depende del radio molecular,
la carga, la concentracién plasmdtica de la proteina vy el estado funcional
de la BHE. las proteinas especificas del LCR como la proteina basica de la
mielina, la proteina écida fibrilar glial o la beto-2-transferrina constituyen solo
el 1-2% de las proteinas tofales en el LCR normal y la albimina es la proteina
que se encuentra en mayor concentracion (4).

la concentracion de profeina en LCR es una magnitud utilizada en el diag-
nostico diferencial de enfermedades de etiologia diversa. Aunque dicha
concenfracion depende de diversos factores, lo que deberia ser tenido en
cuenta para su interpretacion, es habitual que los laboratorios clinicos asu-
man valores de referencia “histéricos”, y practicamente la fofalidad de labo-



ratorios clinicos adoptan como limite superior del intervalo de referencia una
concentracién de 0,45 g/L (5). Dichos factores son:

Distribucién espacial: la concentracién de proteina en el adulto sano
presenfa un gradiente a lo largo del neuroeje, con una concentra-
cién mas baja en los ventriculos, una concentracién intermedia en la
cisterna y una concentracién de proteinas més alta en la zona lumbar
(7) (Tabla 1). Esta variacion es consecuencia del proceso de difusién
de profeinas desde el plasma al LCR. Por ello, es recomendable que
fanto en la peficién de andlisis de LCR como en el informe de laboro-
forio, que deberia incluir intervalos de referencia en funcién de la lo-
calizacién del lugar de extraccion, se indique el lugar de extraccion
para una correcta inferprefacion de la concentracion de protfeina.
Edad y sexo: distintos estudios confirman que la concentracién de
proteinas en LCR varia con la edad (13, 14). En recién nacidos, la
concenfracion de proteinas es elevada por la inmadurez de la BHE,
pero desciende de forma gradual durante el primer afio de vida, y se
mantiene a concentraciones bajas durante la infancia, para empezar
a elevarse gradualmente en la adolescencia y continuar incrementan-
dose a lo largo de la vida adulta (Tabla 3). También se han descrito
diferencias significativas relacionadas con el sexo (15) (Tabla 3),
siendo mayor la concentracién en hombres que en mujeres. Debido
a la influencia de ambas variables demogréficas en la concentracion
de protfeinas en LCR, algunos autores recomiendan el uso de inferva-
los de referencia estratificados por sexo y edad (15, 16).

la postura y la actividad fisica son factores a tener en cuenta y los
pacientes encamados presenfan una mayor concentracion de prote-

nas en LCR (/).

las alteraciones en la composicién proteica se pueden desencadenar por
distintas situaciones patolégicas como procesos inflamatorios que producen
un aumento de la permeabilidad de la BHE o de la barrera entre la sangre
y el liquido, enfermedades donde se actfiva una respuesta inmune en el SNC
y procesos en los que se produce la destruccion del SNC vy la subsiguiente
liberacién de proteinas especificas (3).

El aumento de la concentracion de proteina en LCR es més frecuente que su
disminucién y se ha relacionado con una amplia variedad de enfermeda-
des, lo que limita su especificidad. Dicho incremento puede ser debido a:
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e Contaminacién por puncién lumbar fraumdtica.

e Aumento de la permeabilidad de la BHE y de la barrera entre la san-
gre vy el liquido, por causas infecciosas, hemorragicas, endocrinas,
metabdlicas y téxicas.

e Obstruccion mecanica de la libre circulacion del LCR: compresiones
medulares por tumores, abscesos o hernias.

* Aumenfo de la sintesis proteica en SNC: EM, panencefalitis esclero-
sante subaguda, neurosffilis y ciertas neoplasias

® Degeneracién fisular: enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiofréfica (ELA), ataxia de Friedrich y ofras enfermedades neurode-
generativas.

Tabla 3. Concentracion de proteina (g/1) estratificada por edad y sexo en po-
blacién adulta y pedidtrica. Adaptado de (16).

Edad Poblaciéon general Varén Mujer
0-2 meses 0,20-1,10 - -
2-4 meses 0,09-0,78 - -
4 meses-14 anos 0,09-0,33 - -
14-18 anos 0,170,36 - -
18-25 afos 0,14-0,47 0,17-0,50 0,13-0,46
>25-30 afios 0,160,52 0,18-0,54 0,150,47
>30-35 afos 0,17:0,54 0,19-0,57 0,17-0,49
>35-40 afos 0,19:0,56 0,20-0,59 0,180,51
>40-45 afios 0,19-0,57 0,20-0,60 0,19-0,54
>45-50 afios 0,20-0,59 0,210,061 0,19-0,56
>50-55 afos 0,20-0,60 0,210,062 0,19-0,58
>55-60 afos 0,200,062 0,21-0,63 0,19-0,60
>60-65 afios 0,19-0,63 0,22-0,64 0,18-0,61
>65-70 afios 0,19-0,65 0,22-0,66 0,17-0,63
>70-75 afos 0,19-0,67 0,230,068 0,17:0,64
>75-80 afos 0,190,069 0,230,70 0,17-0,67
>80-85 afos 0,20:0,71 0,250,72 0,190,68

>80 afios 0,21-0,73 0,26-0,76 0,22-0,72




En el contexto de la urgencia médica, la utilidad mas extendida de la deter-
minacién de la concentracion de proteina radica en su aumento caracterfs-
fico, por alteracion de la permeabilidod de la BHE, como criterio, valorado
conjuntamente con ofros hallazgos analiticos en LCR, para el diagnéstico
diferencial entre las meningitis bacterianas y no bacterianas (3) (Tabla 4).
En estos casos, para la inferprefacion de esta magnitud debe tenerse en
cuenfa que la concentracion de proteinas no suele estar elevada en las
etapas iniciales y que puede encontrarse en hasta un 10% de las meningitis
bacterianas dentro del infervalo de referencia. En las meningitis de origen
virico, aproximadamente un 1% puede cursar con elevacién de la proteine-
rraquia, porcentaje que se eleva hasta el 50% en el caso de la meningitis
aguda bacteriana, con concentraciones habitualmente por encima de 1,5

g/L (150 mg/dl) (3, 17).

Tabla 4. Carocteristicas del liquido cefalorraquideo segin la etiologia. Adapta-

dode (18, 19).
Etiologia
Magnitud

Bacteriana Virica Tuberculosa | Fungica
leucocitos (/pl)" > 100092 > 5-500 100-500 5-500
Predominio celular Neutréfilos PMN (>85%) Linfocitario® Linfocitario® Linfocitario
Proteina (g/1) >1-1,5 Normal o <1 >2-3 >1-2
Clucosa (mg/dl) <40 Normal o |¢ <40 <40
Ratio LCR/suero <04 Normal <0,4 <0,4
Lactato (mmol /1) 1e Normal 1 19
ADA (UI/1) 10 UI/L

PMN: polimorfonucleares.
ADA: adenosindesaminasa.

¢ <500 en algunas infecciones por Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis

b Lo meningitis por Listeria monocytogenes se caracteriza por un liquido claro o ligeramente opalescente, un
recuento de leucocitos < 1000/l y con un porcentaije significativo, a veces predominante, de linfocitos.
< En infecciones por herpesvirus o virus de la parofidifis.

4 Predominio de neutréfilos si la muestra se toma en efapas tempranas de la infeccién.

¢ Ver apartado 3.1.2.3.

"En pacientes con sospecha de meningitis tuberculosa se ha descrito un incremento de la concentracion de
lactato en aquellos con un diagnéstico definitivo. Puede usarse como punto de corte orientativo 4 mmol /L (20).
9 En pacientes con meningitis fingica se han descrito concentraciones de lactato aumentadas (21, 22)

" Se recomienda la ferminologia CNT.

En pacientes con antibioterapia previa pueden observarse variaciones en las magnitudes de laboratorio
descritas en esta fabla.
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Fl sindrome de Guillain-Barré incluye diferentes subtipos de poliradicu-
loneuropatia inmunomediada que constituyen la causa mas frecuente de
pardlisis flécido aguda. El andlisis del LCR es parficularmente importante
cuando el diagnéstico es incierto o cuando debe excluirse un diagndstico
alternativo. Un hallazgo analitico en LCR caracteristico en pacientes con
esta enfermedad es la disociacion albumino-citolégica, que se caracteriza
por la elevacién de la concentracién de proteina con recuento celular nor-
mal (disociacién albumino-citolégica), aunque el rendimiento diagnéstico
de esfos hallazgos es desconocido. En los criterios diagnésticos recomen-
dados por la European Academy of Neurology,/Peripheral Nerve Society
Guideline se consideran como “hallazgos de laboratorio que apoyan el
diagnostico” el incremento de la concentracion de proteina (>0,45 g/L),
aunque una concentracién normal no excluye el diagndstico, porque pue-
de ser normal durante la primera semana de la enfermedad, y un recuento
de leucocitos habitualmente <5/pl, y como “hallazgos que disminuyen la
probabilidad de sindrome de Guillain-Barré” un recuento celular de leuco-
citos >50/pul (23).

Por el contrario, la disminucién de la concentracion de proteina en LCR se
produce como resultado del aumento de su flujo de salida, caracteristico de
condiciones como la hiperhidratacion hipoténica, hipertiroidismo no fratado,
hiperfensién intracraneal idiopdtfica (pseudotumor cerebral), cierfas formas
de leucemia, fuga por desgarro dural o drenaje excesivo del LCR (iatroge-
nia) o por aumento de la presion intracraneal (3).

3.1.2.3 lactato

la concentracién de lactato en el LCR es independiente de la de lactato en
sangre, dado que no afraviesa la BHE, siendo su valor de referencia de
1,13-3,23 mmol/L (24). El lactato presente en el LCR es el producto final de
la glucolisis anaerobia, tanto de los leucocitos como de las bacterias (20).
Otras alteraciones relacionadas con una oxigenacion deficitaria del cerebro
o un aumento de la presion intracraneal pueden fambién incrementar la con-
cenfracion de lactato en el LCR, como se ha descrito en el status epiléptico,
donde el incremento de lactato es transitorio, durante las primeras 72 horas
fras la convulsién (25) o en la asfixia peri- y neonatal, donde puede ser una
herramienta Uil para evaluar la gravedad de la hipoxia cerebral (26).

la principal utilidad de esta magnitud es el diagnéstico diferencial entre la
meningitis bacteriana producida por patdgenos habituales (Neisseria menin-



gitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, etc.) y la me-
ningitis virica (27), mejorando el rendimiento de ofros pardmetros como la
glucosa, proteina o recuento de leucocitos (12). Una concentracion de 3,5
mmol /L ha sido recomendada como punto de corte dptimo para el diagnds-
fico de meningitis bacteriana y criterio para el inicio de terapia antibidtica
(28, 29) y una concentracién superior a @ mmol /L es un criterio indicador
de mal prondstico (30). También se han descrito incrementos de la concen-
fracién de lactato en LCR en meningitis tuberculosa y micética (20, 21), de
ahi la importancia de valorar esta magnitud de forma conjunta con ofras
determinaciones en LCR (Tabla 4).

3.1.2.4  Adenosin desaminasa (ADA)

ADA es la enzima involucrada en la conversiéon de adenosina y desoxio-
denosina en inosina y desoxiinosina, respectivamente, jugando un papel
importante en la proliferacién, maduracion vy diferenciacion de los linfocitos
T, por lo que el aumento de su concentracién se relaciona con la actividad
linfocttica. En la practica clinica, la determinacion de su actividad es il
para el diagnéstico de la meningitis de etiologia tuberculosa (31), aunque
fambién se han descrito aumentos de la actividad de ADA en meningitis de
etiologia infecciosa por Listeria, Brucella, Cryptococcus, Toxoplasma, virus
herpes simplex (VHS), virus de la varicela zoster (VWZ) y Plasmodium, y no
infecciosas como la meningitis linfomatosa (32).

Con respecfo a su inferpretacion, no existe un consenso sobre el punto de
corte éptimo para el diagnédstico de meningitis tuberculosa. De acuerdo a
las recomendaciones de la Sociedad Espaiiola de Medicina de Laborato-
rio (SEQCM), una actividad >10 Ul/L se relaciona con el diagnéstico de
meningitis tuberculosa (3), punto de corte también recomendado por ofros

autores (10, 33).

3.1.2.5 Marcadores bioquimicos para el diagnéstico de la fistula

de LCR

la fistula de LCR se define como la salida anormal de LCR desde el espa-
cio subaracnoideo con drenaje en la nariz (rinorrea) o el oido (oforreal,
pudiendo tener un origen fraumdtico, secundario a cirugia o esponténeo.
Aunque poco frecuente, es una patologia grave por la posibilidad de com-
plicaciones potencialmente fafales, dado que la fistula constituye una puerta
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de enfrada hacia el SNC para una serie de microorganismos que pueden
alcanzar las cavidades vecinas a la base del craneo y causar encefalitis
o meningitis. Por ello, un diagnéstico y tratamiento rapido que prevenga
dichas complicaciones es esencial (34, 35).

La sospecha de fistula de LCR se establece tras una anamnesis para la defec-
cion de hallazgos clinicos sucesivos, y su confirmacion requiere de diferentes
pruebas, incluyendo la demostracion de la presencia de LCR en las muestras
procedentes de las secreciones de nariz y oido mediante la medida de mar-
cadores bioguimicos especificos (36). En la actualidad, no se recomienda la
medida cuantitativa o semicuantitativa, mediante firas reactivas, de glucosa,
dado su pobre rendimiento para el diagnéstico de la fistula de LCR (37, 38),
y se deben utilizar marcadores bioquimicos que se localicen exclusivamente
en LCR o que se encuentren en elevadas concentraciones respecto a la al-
canzada en otras matrices como la sangre.

los biomarcadores més utilizados para el diagndstico de la fistula de LCR
son las proteinas B2-ransferrina y proteina Braza. Aunque para la medida
de proteina Btraza se dispone de técnicas automatizadas y con un tiempo
de respuesta adecuado para su implantacion en un laboratorio de Urgen-
cias, debido a la baja incidencia de la fistula de LCR la deferminacién de
esfas proteinas no se encuentra disponible de forma habitual en este tipo de
laboratorio (4).

la B2-transferrina o asialotransferrina es una variante de la transferrina espe-
cifica del cerebro que carece de dcido neuraminico. Se encuentra principal-
mente en el LCR, aunque puede también defectarse en la perilinfa y en los
humores acuoso v vitreo. No se detecta habitualmente en ofras secreciones
ni en suero, aunque si se puede encontrar en el suero de pacientes con un
consumo crénico y elevado de alcohol y en ciertas variantes genéticas de
la transferrina de baja incidencia (4, 36). Este biomarcador presenta una
sensibilidad del 73-93% y especificidad del 97-100% para el diagnéstico
de la fistula de LCR (36). Su principal limitacion es que su deteccion requiere
de un método electroforético laborioso (39) (Figura 5), lo que limita su posi-
ble incorporacién a un catdlogo de pruebas en un laboratorio de urgencias
hospitalario. El desarrollo de técnicas de inmunoensayo de flujo lateral para
uso a la cabecera del paciente pueden ser una alternativa a las técnicas
fradicionales (40).

la proteina Braza, que ha sido identificada como la prostaglandina D2
sinfasa, es ofra profeina especifica del cerebro que se sinfetiza principal-
mente en las lepfomeninges y el plexo coroideo y se secreta en el LCR. Es la



segunda proteina més abundante del LCR después de la albimina. Aunque
a concentraciones mucho mds bajas, esta proteina también estd presente en
ofras matrices bioldgicas, incluida el suero. También se observan variaciones
de la concentracién en LCR de profeina Braza en situaciones patolédgicas,
como la insuficiencia renal y la meningitis bacteriana, que causan un aumen-
to y disminucién, respectivamente, lo que debe ser tenido en cuenta en la
interpretacion de esta magnitud (4, 36).

Figura 5. Inmunofijacion para la deteccion cudlitativa de la B2-ransferrina. En la
figura se sefialan las bandas correspondientes a la fransferrina y a la B2-ransferrina.
Tomada con autorizacién de (36).

Transferr
B2-Transfer

LCR: muestra de liquido cefalorraquideo (control positivo).
Suero: muestra de suero (control negativo).

1, 3, 4: muestras de 3 pacientes con resuliado negativo.
2: muestra de un paciente con resuliado positivo.

Una de las limitaciones en la inferpretacion de la concentracion de protfeina
Btraza es la falta de consenso respecto al punfo de corfe dptimo para el
diagnéstico de la fistula de LCR. En la Tabla 5 se recogen algunos de los
algoritmos propuestos para la utilizacién de proteina Btraza para dicha

finalidad.
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Tabla 5. Puntos de corfe propuestos para la inferpretacion de proteina Braza.

Referencia Metodologia Punto de corte

(36) Nefelometria. 1,14 mg/L

BN ProSpec. En§oyo BTP | o Sensibilidad: 92%

(Siemens Healthineers) e Especiicidad: 95%

® Valor predictivo positivo: 96%

® Valor predictivo negativo: 91% (el valor
predictivo negativo fue del 100% para
una concentracion =0,64 mg/L)

471) Nefelometria. 1 mg/L

B[_\J ProSpec. En§oyo BTP | o Sensibilidad: 96,5%

(Siemens Healthineers) e Especiicidad: 97,1%

® Valor predictivo positivo: 94,9%

® Valor predictivo negativo: 98,6%

42) Nefelometria. 1,3 mg/L

BN ProSpec. En§oyo BTP | o Sensibilidad: 91 5%

(Siemens Healthineers) e Especiicidad: 97,7%

® Valor predictivo positivo: 93,1%

® Valor predictivo negativo: 97,2%
0,7 mg/L

e Sensibilidad: 98,3%

e Especificidad: 80,2%

® Valor predictivo positivo: 62,4%
® \alor predictivo negativo: 99,3%

En la Figura 6 se recogen los algoritmos propuestos por Cardenas Ferndn-
dez y cols. (36) y Bernasconi y cols. (42 para el uso de biomarcadores en
el diagnéstico de la fistula de LCR.

3.1.3 Estudio microbiolégico

la infeccién del SNC puede ser producida por diferentes tipos de microor-
ganismos, incluyendo bacterias, virus, hongos, protozoos y helmintos. La
presentacion clinica de estas infecciones puede ser aguda, subaguda o
crénica dependiendo de la etiologia, la virulencia del microorganismo vy la
localizacion del proceso infeccioso. En ocasiones se afecta un Unico érgano
o compartimiento, como en el caso del absceso cerebral o la meningitis, y
en ofros se afectan varios de ellos como en las encefalomielitis o las menin-



goencefalitis. los agentes infecciosos pueden invadir los érganos diana @
partir de un foco infeccioso cercano como una ofitis, por via hematégena o
por la existencia de sistemas de derivacién del LCR colocados en interven-
ciones de neurocirugia (43).

Figura 6. Algoritmo de Cardenas Fernandez (36) (5.A) y Bernasconi y cols. (42)
(5.B) para el diagnéstico de fistula del LCR.

6. A | B-traza proteina |

I T : |
X ¥ L
| = 0,64 mg/L | | 0,64 mg/L-1,14 mg/L | Volumen insuficiente 21,14 mg/L
Elevada viscosidad
Pacientes con insuficiencia
renal y/o meningitis

¥ .
Descarta Confirma
presencia de N presencia de
LCR l p2-transferrina | LCR

i |
| Negativo | | Positivo |
6.B | B-traza proteina |
3 |
<0,7 mglL | 07-1,29mglL | 21,3 mg/Ls
Presencia I Ratio secrecion/suero | Presencia probable
improbable de LCR | de LCRen la
en la secrecion | ] secrecion

[ <2 | [ =22 |

3En muestras con p-traza proteina = 1,3 mg/Ly ratio < 1 la presencia de LCR es improbable

la meningitis, que es la forma de afectacién més frecuente, se caracteriza
por la inflamacion de las leptomeninges v el fejido neural subyacente. Ha-
bitualmente el término de meningitis hace referencia a aquellos de causa
infecciosa, entre las que se incluyen la meningitis bacteriana v la meningitis
asépfica, concepto con el que se hace referencia a la ausencia de microor
ganismos en la fincion de Gram y negatividad de los cultivos habituales
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para agentes bacterianos en el LCR, y que son producidas principalmente
por virus (44). Sin embargo, ofros autores utilizan el término de “meningitis
aséptica” para definir la inflamacion meningea de origen no infeccioso,
cuya efiologia se clasifica en 3 grupos (45): a) enfermedades sistémicas
con implicacion meningea (enfermedad de Behcet, sindrome de Sjogren,
lupus erifematosos sistémico y granulomatosis de VWegener|; b) meningitis
aséptica inducida por férmacos, como los antiinflamatorios no esteroideos,
antibiéticos como las sulfamidas, adminisiracién infravenosa de lg o la ad-
ministracién de ciertos anticuerpos; y ¢ meningitis neopldsica, relacionada
con mefdstasis de tumores sélidos o neoplasias hematolégicas.

El estudio microbiolégico del LCR, en conjunto con el andlisis bioguimico y
celular, es clave para deferminar la efiologia de la meningitis (46).

3.1.3.1  Meningitis bacteriana (no tuberculosal)

la sospecha de meningitis bacteriana aguda es una emergencia médica y
el diagndstico y tratamiento deben establecerse sin refraso por su elevada
morbimortalidad.

3.1.3.1.1 Etiopatogenia

la meningitis aguda es mds frecuente en la poblacién pedidtrica que en
adultos, principalmente en menores de cinco arios. La efiologia infecciosa
es muy variada e incluye infecciones viricas, bacterianas, fingicas y por
micobacterias. Aunque la meningitis virica es la responsable del 80% de los
casos, principalmente por enterovirus, la meningitis bacteriana es la forma
mas grave, con alta morbimortalidad, de ahf la necesidad de una sospecha
diagnéstica precoz para no refrasar el inicio del tratamiento.

En poblacién infantil, los agentes mas frecuentes de meningitis bacteriana
aguda por grupos de edad se exponen en la Tabla 6. la epidemiologia
de esta enfermedad ha variado en los Gltimos afos debido a la infroduc-
cion de nuevas vacunas conjugadas contra Haemophilus influenzae tipo B,
Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis, que han disminuido su
incidencia de forma progresiva en mayores de dos meses tras el inicio de la
primovacunacion.



Tabla 6. Ficlogia de meningitis bacteriana aguda segin la edad en poblacién

infantil {18).
Edad Microorganismo

<1 mes Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocyfogenes

1-3 meses Streptococcus agalactiae, bacilos Gram negativos (Escherichia
coli), Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis

3 meses-3 afios Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
agalactiae y bacilos Gram negativos

3-10 afios Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae

10-19 afos Neisseria meningitidis

En pacientes adulfos, las bacterias maés frecuentemente implicadas en cua-
dros de meningitis aguda se recogen, en funcién de la edad vy factores de
riesgo, en la Tabla 7.

Tabla 7. FEticlogia de meningitis bacteriana aguda segin la edad y factores de
riesgo en poblacién adulta (47).

Edad Microorganismo

<50 afios Neisseria meningitidis, Streplococcus pneumoniae

>50 afos Sfrepfococcus pneumoniae, Neisseria meningiﬁdis, Listeria
monocytogenes y bacilos Gram negativo

Pacientes Sfrepfococcus pneumoniae, Neisseria meningiﬁd/s, Listeria

inmunodeprimidos monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella spp y bacilos
Gram negativo (incluyendo Pseudomonas aeruginosal

Pacientes con Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae y Haemophilus

meningitis recurrente | influenzae

Pacientes con Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y

fractura de la base | esfreptococos B-hemoliticos grupo A

del créneo

3.1.3.1.2 Diagnéstico microbiolégico

a. Tinciones.la observacion de microorganismos en la tincion de Gram del
LCR permite un diagnéstico rapido y presuntivo del agente etiolégico,
aunque la confirmacién definitiva se realiza siempre mediante la demos-
tracién de la presencia del microorganismo en el cultivo (60). La tincién
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e Gram presenta como principales limitaciones su escasa sensibilida
de Gram p f principales limit bilidad
(50-90%) (48), relocionada en gran medida con la carga bacteriana, y
a necesidad de personal experimentado para su observacion .

| dad de p | exp tado p b (43)

los diferentes morfotipos observados en la tincion de Gram vy la corres-
pondiente identificacion presuntiva del microorganismo responsable del
proceso infeccioso son los siguientes:

Diplococos Gram-negativos: Neisseria meningitidis.
Cocobacilos Gram-negativos: Haemophilus influenzae.
Diplococos Gram-positivos: Streptococcus pneumoniae.

Cocos Gram-positivos en cadenas: Streptocococcus agalactiae.
Bacilos Gram-negativos: Escherichia coli.

Bacilos Gram-positivos: Listeria monocytogenes.

Cultivo: el aislamiento de la bacteria, ademds del diagnéstico efiolégi-
co, permite la realizacién de pruebas complementarias, como el antibio-
grama y estudios de fipificacién. Los agentes causales habituales suelen
fener requerimientos nutricionales exigentes, por lo que siempre se ha de
incluir un medio de agar chocolate. Los medios habituales incluyen placa
de agar sangre, de agar chocolate y un caldo fioglicolato (o también
medio Brain Heart Infusion [BHI]) como medio de enriquecimiento, que
nos permite recuperar bacterias en muy baja concentracion. No son ne-
cesarios medios selectivos al no existir ningdn tipo de flora acompanante
(liquido estéril) en el LCR. Las placas (previamente atemperadas) se inocu-
lan por goteo v se incuban a 35-37 °C en atmésfera con 5-10% de CO,
y el caldo en atmésfera aerobia a 35 °C. Estas se revisan diariamente y
se reincuban hasta 72 horas; el caldo se incuba durante 5 dias.

Métodos de aglutinacién e inmunoensayos: los métodos de aglutinacion
de latex y diferentes tipos de Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay (ensa-
yo por inmunoadsorcién ligado a enzimas [ELSA]) permiten una identifi-
cacion rapida de las principales bacterias implicadas en la efiologia de
la meningitis bacteriana (estreptococos grupo B, Hoemophilus influenzae
tipo b, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis A, B, C, Y,

W 135 y Escherichia coli).

. Técnicas serolégicas, que estén enfocadas principalmente a la defec-

cion de casos activos de sffilis en el SNC. la prueba recomendada



por los Centfer for Disease Confrol and Prevention (CDC) es la prueba
no treponémica Venereal Disease Research laboratory (VDRL), aunque
es menos sensible que las pruebas fluorescentes con absorciéon de an-
ficuerpos treponémicos (FTA-ABS); si se usa esta Ultima, hay que evitar
contaminaciones de LCR con sangre ya que los FTA-ABS son positivos
durante un largo periodo de tiempo en pacientes fratados; es mejor utili-
zarla como prueba sérica adyuvante antes sospecha de neurosffilis. No
se recomienda la realizacion del RPR en LCR.

Técnicas moleculares, basadas en la amplificacién de dcidos nucleicos
(TAAN), tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
sus modificaciones, que pueden proporcionar un diagnéstico rapido,
en tiempos adecuados para la toma de decisiones clinicas, y seguro
de la meningitis bacteriana (46). Actualmente, se dispone de diversas
TAAN que permiten la defeccion de mdltiples patégenos, incluyendo
bacterias, virus y hongos, y que presentan una sensibilidad y especi-
ficidad variable en funcién del patbgeno, del ensayo vy de la carga
del microorganismo en la muestra. Este tipo de técnicas presentan |i-
mitaciones, ligadas a la no inclusion en los paneles de determinados
microorganismos que pueden ser causantes de meningitis, diferencias
en el rendimiento para la defeccion del agente causal en funcion de
la efiologia (49), el elevado coste de la técnica y la necesidad de
equipos complejos, la facilidad de contaminacién y la necesidad de
personal experimentado. Ademds de la capacidad de estas técnicas
para la identificacion del patdgeno en un corfo periodo de tiempo,
ofra de sus ventajas es la posibilidad de defeccién del agente causal
en pacientes previamente fratados, en los que el resultado del andli-
sis biogquimico y celular del LCR no es concluyente (46). Un ejemplo
de este tipo de técnica es el panel Meningitis/Encefalitis (ME) Film
Array®, que utiliza la técnica de PCR multiplex para la identificacion
en LCR de 14 patégenos que con frecuencia son responsables de
meningitis o encefalitis adquiridas en comunidad incluyendo virus (cito-
megalovirus [CMV], enterovirus, VHS-1 v VHS-2, herpesvirus humano
6 [HHV-6], Parechovirus humano, VWZ, bacterias (Escherichia coli K1,
Haemophilus influenzae, Llisteria monocytogenes, Neisseria meningiti-
dis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniael y levaduras
(Cryptococcus neoformans/ gattii). El uso de este panel ha demostrado
un fuerte impacto en el manejo del paciente, con una reduccion del
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f.

tiempo hasta el diagnéstico, de los dias con antibioterapia y del coste
del manejo del paciente, por lo que seria una herramienta Util en los
Programas de Optimizacién de Uso de los Antibidticos (PROA) (50,
571).

Otras TAAN para la defeccion de acido desoxirribonucleico (ADN) bac-
teriano son:

* la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), con un me-
nor coste y requerimiento de recursos de laboratorio que la PCR.
Esta técnica presenta una sensibilidad superior al Q0% y una espe-
cificidad cercana al 100%, permite obtener resulfados en 20-60
minutos vy el limite de deteccién es 100 mas bajo que el de la PCR
tradicional. Sin embargo, no se dispone de técnicas multiplex, aun-
que se ha desarrollado recientemente un ensayo para la deteccion
de 3 bacterias, con potfencial para su uso en formato Point of Care
Testing (46).

* Secuenciacién de nueva generacién (NGS), técnica con capacidad
para la defecciéon de una amplia variedad de patégenos, aunque su
valor en el diagndstico de meningitis por andlisis de LCR no es ain

claro (46).

Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spec-
trometry (MALDITOF-MS), técnica ampliamente utilizada para la de-
teccion de bacterias del hemocultivo, y que ha sido adaptada para su
uso en LCR. Aunque su uso en el diagndstico de meningitis es alin expe-
rimental, representa una herramienta prometedora para dicho obijetivo

(406).

3.1.3.2  Meningitis viricas

Es el tipo de meningitis mas frecuente v la causa més frecuente de meningitis
aséptica. Los virus pueden dar lugar a una presentacion aguda, que cursa
con un sindrome meningeo vy fiebre en grado variable o subaguda (asépfica
o linfocitaria), en la que el curso de la infeccién es mas insidioso, aunque
suele ser autolimitada y de buen pronéstico. Un diagnéstico precoz desde el
laboratorio permite la administracion precoz de ciertos antivirales para algu-
nos virus y se reduce el consumo innecesario de antibiéticos, contribuyendo
a un uso racional de los mismos (52).



3.1.3.2.1 Etiopatogenia

En un elevado porcentaje (40-60%) de casos, el agente causal de la me-
ningifis virica no es finalmente establecido. Los virus causantes de meningitis
mas frecuentes son los enterovirus, de la familia Picornaviridae, incluyendo
los echovirus (30,13, 6, 11y 9]y virus coksackie (B5 y A9), segin la no-
menclatura fradicional (43). Otras causas de meningitis virica son el VHS,
principalmente tipo 2 (VHS-2), WZ, parechovirus, virus influenza tipo A y
fipo B, virus transmitidos por mosquitos (arbovirus), tales como los virus del
Nilo Occidental, de la fiebre amarilla, de la encefalitis de San Luis y de la
encefalitis de California, el virus de la parotiditis [paramyxovirus), cuyo papel
como agente causal es muy limitado por la vacunacién, el virus de la co-
riomeningitis linfocitaria y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (53).
Se han descrito meningitis por SARS-CoV-2, que indica el posible potencial
neuroinvasivo de esfe virus y su capacidad para producir frastornos del SNC
como meningitis (54).

3.1.3.2.2 Diagnostico

El diagnéstico microbioldgico de estas infecciones debe hacerse lo més
rdpidamente posible, lo que es hoy en dia posible debido a la implantacién
de equipos de diagnéstico molecular en plataformas automatizadas en los
laboratorios clinicos.

a. Aislamiento del virus mediante cultivo
Son técnicas habitualmente no disponibles en la mayoria de laboratorios,
dado que su realizacion requiere de estrictas normas de bioseguridad,
por lo que quedan restringidas a laboratorios de referencia. Ademds, se
frata de técnicas de baja sensibilidad y que requieren de tiempos prolon-
gados para la identificacién del virus (55).

b. Técnicas moleculares: TAAN
Son los técnicas de eleccion para el diagndstico de la infeccion viral. La
infroduccion de los métodos de biologia molecular, basados en la am-
plificacién de los dcidos nucleicos, en los laboratorios de microbiologia
clinica supone un gran apoyo a la hora de obtener diagnésticos sensi-
bles y especificos en el menor espacio de tiempo posible, ademds de
simplificar el procedimiento diagnéstico y obtener un tiempo de respues-
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ta adecuado para la toma de decisiones clinicas, dada la posibilidad
de ser realizadas en plataformas altamente automatizadas.

Como ya se ha comentado, existen diferentes técnicas para la defeccién
el material genéfico del virus: PCR y modificaciones de esta, como la
PCR a tiempo real, PCR anidada y PCR de transcripcién inversa (RT-PCR),
y las técnicas de NGS (55, 56). Para el diagnéstico de infecciones del
SNC existen en el mercado diferentes métodos comerciales, la mayoria
basados en la PCR multiple a tiempo real, que permiten la defeccion de
los principales agentes etiolégicos de las meningitis virales (49, 57, 58).
Son ejemplos de este tipo de técnicas el panel Film Array® meningitis/
encefalitis (Biomerieux) o los pone|es bacterial meninigitis y viral meningi-
fis (Fast Track Diagnostics Siemens® Multiplex). El inconveniente principal
de este tipo de técnicas es actualmente el coste de diagnéstico, de ahi la
necesidad de hacer evaluaciones de costeefectividad y de impacto en
la préctica clinica, que permitan valorar la rentabilidad de la implemen-
tacién de estas técnicas (59).

c. Técnicas serolégicas

En algunas ocasiones, y ante la no disponibilidad de LCR para esta-
blecer el diagnéstico efioldgico del cuadro con los métodos anteriores,
puede ser Util recurrir a la serologia. Aunque estas técnicas no son Utiles
para diagnosticar las meningitis causadas por enterovirus o VHS, si que
se utilizan para las causadas por el VWZ, bien por la deteccion de IgM
especifica en suero, bien por seroconversion de IgG entre suero de fase
aguda y de fase convaleciente o bien por la produccién infratecal de
anticuerpos especificos, valorada mediante el indice de albimina LCR/
suero (Q,); un valor por debajo de 0,0075 indica que la BHE estd
infegra y que la defeccién de IgG en LCR frenfe a esfe virus es indicativa
de infeccion por dicho virus (43). Igualmente, la demostracion de IgM
frente a VTOS, en un confexfo clinico compatible, es diagnéstico de una
meningitis causada por este virus. Ademds, es el método de eleccion
para detectar cuadros neurolégicos por el virus del Nilo Occidental y
ofros virus emergentes, como el virus de la corimeningitis linfocitaria, a

partir de suero o de LCR (52).

Entre las técnicas serologicas més utilizadas se encuentran las técnicas
de ELSA, inmunofluorescencia o inhibicién de la hemaglutinacion (55,
siendo las primeras las preferidas en el laboratorio clinico, debido a su



buena sensibilidad y su capacidad para analizar un gran volumen de
muestras.

3.1.3.3  Meningitis tuberculosa

Mycobacterium tuberculosis es la causa infecciosa principal de muerfe a
nivel mundial y representa uno de los mayores problemas globales de salud
publica (60). En Espaia se nofificaron 3754 casos de tuberculosis en 2021,
con una fasa de nofificacién de 7,61 por 100.000 habitantes. Hubo una
disminucién del 2,18% respecto a 2020 vy del 28,07% respecto a 2015.
Este descenso de tasas fue superior para las formas pulmonares (61). En
el estudio de vigilancia epidemiolégica de la tuberculosis en Esparia, la
tuberculosis pulmonar, fue la forma més frecuente de infecciéon por Myco-
bacterium tuberculosis, pero hasta un 28,5% de los casos de tuberculosis
defectados presentaron una localizacion extrapulmonar (61).

la afectacion del SNC constituye aproximadamente del 5-10% de los fu-
berculosis extrapulmonares. Dicha afectacién incluye una forma localizada
o fuberculoma y la meningitis tuberculosa, que es la forma mas grave de
la tuberculosis extrapulmonar, causando muerte o discapacidad en casi la
mitad de los pacientes que la padecen, a pesar de la terapia antituberculo-
sa (62). Son poblaciones de alto riesgo los nifios <5 afios, y en adultos la
coinfeccion con VIH-1 vy el estado de inmunosupresion (63, 64)

El refraso en el diagnéstico y tratamiento, ademds del estadio de la enferme-
dad vy la resistencia a los farmacos antituberculosos, son factores predictores
de una mala evolucién de la meningitis tuberculosa (64), por lo que un diag-
néstico precoz vy el inicio rapido del tratamiento son esenciales en el manejo
del paciente con meningitis tuberculosa para reducir el riesgo de muerte o
discapacidad neurolégica a largo plazo (65).

3.1.3.3.1 Diagnostico de la meningitis tuberculosa

a. Métodos clésicos: tincién y cultivo
la observacion microscopica en la muestra de LCR tefida mediante la
fincion de ZiehHNiielsen y el cultivo del LCR son las técnicas tradicionales
para el diagndstico de la meningitis tuberculosa. Sin embargo, ambas
son técnicas inadecuadas para este propésito (46). La tincion es una
técnica rdpida, de bajo coste y ampliamente disponible, pero con una
baja sensibilidad (10-20%) (66), aunque este rendimiento puede mejo-
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rarse aumentando el volumen de LCR examinado (al menos 6 ml), prolon-
gado el tiempo de observacién por personal experimentado o por una
modificacion de la fincién de ZiehlNielsen (67) con citocentrifugacion
de la muestra. Respecto al cultivo, los medios més utilizados son medios
solidos que utilizan como base huevo coagulado (Lowensteinensen) o
liquidos (sistema Mycobacteria Growth Indicator (MGIT), que utiliza el
medio de Middlebrook). Mycobacterium tuberculosis es un microrganis-
mo de crecimiento rapido, por lo que los tiempos para la obtencion de
resultados no son adecuados para la toma de decisiones (6 semanas
para el medio de LowensteinJensen y 2-4 semanas para MGIT) (46). A
pesar de las limitaciones asociadas a la sensibilidad y los requerimientos
de bioseguridad, el cultivo es esencial para para valorar la susceptibili-

dad a farmacos (68).

. Métodos moleculares: TAAN

Las TAAN son una herramienta prometedora para mejorar el diagnéstico
de la tuberculosis. la prueba GeneXpert MTB/Rif, que permite la de-
teccion del ADN de Mycobacterium tuberculosis en diferentes muestras
biolégicas v la resistencia a la rifampicina, es una prueba de amplifica-
cion de dcidos nucleicos rapida, con un tiempo de respuesta (~ 2 horas)
adecuado para la toma de decisiones clinicas en cuanto a tratamiento,
que se realiza en una plataforma analitica aufomatizada y esté basada
en cartuchos. la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la recomen-
d6 en 2015 como la prueba de diagndstico microbiano inicial para
la tuberculosis (69). Aunque esta técnica presenta una elevada especi-
ficidad, su sensibilidad es limitada (~ 60-70%) (65, 70) y variable en
funcién de la técnica de diognostico de referencia. Esta aumenta signi-
ficativamente en pacientes VIH (65). En conclusion, GeneXpert MTB/Rif
carece de la sensibilidad y valor predictivo negativo adecuado para el
rule-out de meningitis tuberculosa (46). Con posterioridad, se desarrollé
una nueva técnica (GeneXpert MTB/Rif Ultra) mejorada (aumento del
volumen de muestra para la PCR, dos nuevos ADN fargets para la identi-
ficacién y mejora de la microfluidica) para incrementar la sensibilidad de
la técnica (~ 90%) (70) y la defeccién de la resistencia a la rifampicina.
En 2017, este nuevo ensayo fue recomendado por la OMS como prue-
ba de primera linea para el diagnéstico de la meningitis tuberculosa, re-
emplazando a GeneXpertMTB/Rif (71). Sin embargo, algunos estudios
cuestionan esta superioridad diagndstica (72).



Amplicor MTB (Cobas) es ofra plataforma basada en PCR para el diag-
néstico de la meningitis tuberculosa. Presenta un rendimiento diagnéstico
similar a GeneXpertMTB/Rif (73], aunque se han descrito falsos positivos
en pacientes con encefalitis herpética, espondilitis estafilocécica y sinto-
mas neurolégicos secundarios a inferacciones farmacologicas (46).

Aunque pendientes de més estudios que permitan valorar su posible im-
plantacién en la préctica clinica real, ofras técnicas que pudieran fener
un papel en el diagndstico y manejo del paciente con meningitis tubercu-

losa son la NGS y la LAMP (46).

c. Otras pruebas diagnésticas
Aunque con menos implantacién, ofras técnicas para el diagndstico de
la meningitis tuberculosa son (46, 74):

e Determinacion en LCR de lipoaribomanano, glicopéptido de la pa-
red celular de Mycobacterium tuberculosis que actia como un factor
de virulencia, cuyo valor es contfrovertido. De acuerdo a la evidencia
actual, esfa prueba no retne las caracteristicas de rendimiento ade-
cuadas, con una sensibilidad inferior al 50%, para el diagnéstico de
meningitis tuberculosa (75).

e Determinacién del interferén gamma (Inferferon-gamma release as-
says [IGRA]) liberado por los linfocitos T sensibilizados por antigenos
especificos, cuya medida en sangre es usado como prueba para el
diagnéstico de las infecciones causadas por Mycobacterium tubercu-
losis (76). Sin embargo, en LCR esta prueba presenta un rendimiento
moderado para el diagnéstico de meningitis tuberculosa (77).

3.1.3.4  Meningitis fungicas: meningitis criptocécica
3.1.3.4.1 Etiopatogenia

Cryptococcus spp. es el principal hongo causante de meninigitis fungica. La
meningitis criptocécica es una micosis oportunista causada por la invasién
del SNC por el hongo Cryptococcus spp., que mayoritariamente ocurre
en pacientes en los estadios mdas avanzados de la infecciéon por VIH, sien-
do menor la frecuencia en individuos con inmunosupresion no asociada
al VIH, aunque en aumento en los paises desarrollados, o en individuos
inmunocompetentes. En humanos, Cryptococcus neoformansy Cryptococcus
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gattii son las especies productoras de enfermedad (78). Ambos son hongos
encapsulados que se encuentran en el ambiente, heces de aves y madera
en descomposicién y que se caracterizan por una elevada virulencia y por
tener capacidad para atravesar la BHE, una répida variacion antigénica en
su capsula, de naturaleza polisacaridica, que le confiere capacidad para
evadir las defensas del huésped y presentar una forma esporulada estable
(79). Cryptococcus neoformans se caracteriza por presentar predileccion
por el SNC, produciendo meningoencefalitis en pacientes inmunodeprimi-
dos, mientras que Cryptococcus gattii, aunque fambién causa meningitis
en individuos aparentemente inmunocompetentes, estd asociado con mayor
frecuencia a la enfermedad pulmonar (80). La criptococosis meningocécica
es la causa del 15-20% de las muertes relacionadas con los estadios mas
avanzados de la enfermedad asociada a la infeccién por VIH v casi dos
fercios de todas las muertes por meningitis criptocécica asociada al VIH
ocurren en el Africa subsahariana (78). La afectacién meningea por ofros
patégenos como Coccidioides, Histoplasma o Candida es menos frecuente
y raramente se produce en individuos inmunocompetentes (46).

3.1.3.4.2 Diagnostico microbiologico

El diagndstico microbiolégico de la meningitis criptococica ha cambiado
significativamente en los dltimos afios. Histéricamente, la caracterizacion de
las colonias obtenidas por cultivo del LCR en agar dextrosa Saboraud ha
sido considerada como la técnica de referencia para el diagnéstico de la
meningitis cripfocécica, con el apoyo de la identificacion directa de Cryp-
fococcus spp por observacion al microscopio dptico de la muestra de LCR
tefiida mediante la técnica de la tinta china (81, 82).

El cultivo presenta como principales limitaciones el tiempo prolongado has-
fa el crecimiento (83) y la sensibilidad estd limitada por la presencia de
falsos negativos, frecuentes en individuos con baja carga fungica (81) (Ta-
bla 8). Aunque ambas circunstancias limitan la utilidad del cultivo para la
foma de decisiones en el contexto agudo, el cultivo permanece como una
herramienta 0til para el control microbiolégico de Cryptococcus durante la
terapia de induccién y para diferenciar en pacientes con VIH la recaida de
la meningitis vs. sindrome inflamatorio de reconstitucién inmune paradéjico
(IRIS) (81).

Respecto a la tincion con tinta china, aunque es una técnica rdpida y accesi-
ble, especialmente en entornos con recursos limitados, presenta una sensibi-



lidad limitada, especialmente en las efapas mas precoces de la enfermedad
con baja carga de infeccién (Tabla 8). Esta sensibilidad puede incrementar-
se mediante la cenfrifugacion del LCR (83).

Tabla 8. Caracteristicas de las técnicas para el diagnéstico de la meningitis
criptocéeica. Adaptado de (78, 81).

Técnica S (%) | E (%) Ventajas Limitaciones

Cultivo de LCR 82,4- 100 Diagnéstico de la recaida de | Tiempo hasta el diagnésti-
Q4,2 la meningitis cripfocécica co (~1-2 semanas)
Sensibilidad  dependiente
del volumen de muestra y
de la carga fingica

Tincién con finta | 42-86 | 100 Resultado rapido, bajo coste, | Sensibilidad dependiente
china procedimiento sencillo de la carga fungica
Requiere de personal en-
trenado y experimentado

Antigeno cripto- | 99,1 100 Posibilidad de obtener resulto- | Efecto prozona en mues:
céeico dos de forma rapida fras con alia carga fon-
Baijo coste gica. Esfa limitacion se
Posibilidad de presentacién resuelve con la dilucién de 49
la muestra

como Point of Care Testing
Algunas de esfas técnicas

requieren condiciones de
refrigeracién para la con-
servacion de reactivos, lo
que puede ser una limita-
cion en ciertos enfornos

El test inmunocromatografico
de flujo lateral puede con-
servarse en condiciones de
femperafura  ambiental, lo
cual le hace de gran valor en
determinados contextos con
recursos limitados

PCR mltiple 5096 | 9 6 - | Tiempo de respuesta inferior | Sensibilidad dependiente
Q9 al cultivo de la carga fungica
Elevado coste, lo que pue-
de ser una limitacién en
cierfos enfornos

1,3-B-D-glucano | 89 85 Resultado répido Marcador inespecifico
en LCR

Abreviaturas: S: sensibilidad; E: especificidad; LCR: liquido cefalorraquideo; PCR: reaccién en cadena
de la polimerasa.

Dadas las limitaciones de las técnicas clasicas, la defeccién del antigeno
criptocéeico, componente polisacaridico de la cdpsula, en sangre y en LCR,
ha emergido como una técnica de referencia para el diagnéstico de la
meningitis cripfocécica y ha sido recomendada como fest de primera linea
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para su diagndstico (84, 85). Este antigeno puede ser defectado mediante
técnicas de inmunocromatografia de flujo laferal, que permite su uso en
formato Point of Care Testing (83), de gran valor en deferminados enfornos,
ELISA o aglutinacion en latex y todas ellas se caracterizan por su elevado
rendimiento diagndstico, con sensibilidad y especificidad cercana al 100%
(Tabla 8). En base a los datos de un mefaandlisis, Temfack y cols. concluyen
que, en pacientes con VIH y sintomas sugestivos de meningitis criptocécica,
la negatividad del antigeno criptocécico en suero puede excluir la enferme-
dad, mientras que la positividad puede ser usado como criterio para iniciar
la terapia de induccion si no es factible la puncién lumbar, habitual en paises
de ingresos medianos y bajos. En un primer episodio de meningitis criptocé-
cica, la positividad en LCR es diagndstica (82). Ademds, la cuantificacion
del titulo del antigeno criptocécico es Util para establecer el pronéstico, pero
no para valorar la respuesta al fratamiento ni para el diagndstico diferen-
cial de la recaida vs. IRIS (81), dada su permanencia en LCR durante afios
(46). Finalmente, en pacientes VIH con menos de 200 células CD4/mm® se
recomienda la deferminacion por inmunocromatografia de flujo lateral del
antigeno criptocéeico en sangre, v el titulo en caso de ser positivo, como
prueba de cribado y estratificacion del riesgo de la criptococosis (85).

la medida de 1,3B-D-glucano, componente de la pared celular de los hon-
gos, en LCR ha sido propuesta para el diagnéstico de la meningitis crip-
focéeica, pero se trata de un marcador inespecifico de infeccién fingica
(Tabla 8), lo que limita su utilidad diagnéstica (8 1), inferior a la del antigeno
criptocécico. Sin embargo, v a diferencia del antigeno criptocécico, las
concentraciones de 1,3- B-D-glucano en LCR se normalizan rapidamente fras
el inicio de la terapia antifingica, por lo que podria ser un marcador Util en
la monitorizacion de la terapia (86).

Respecto a las técnicas moleculares, la utilidad de estas es limitada debido
principalmente a su baja sensibilidad en pacientes con baja carga fingica
(Tabla 8). Paneles como CSF BioFire Film Array para meningitis/encefalitis in-
cluyen Cryptococcus entre los microorganismos que identifica mediante tecno-
logia de PCR mltiple a tiempo real en plataformas altamente automatizadas
(87). Esta técnica presenta una elevada sensibilidad y especificidad cuando
se compara con el cultivo, pero la sensibilidad disminuye significativamente
en comparacion con el anfigeno cripfocécico, aunque los falsos negativos co-
rrespondieron a pacientes previamente tratados, lo que sugiere que si podria
ser una herramienta Gfil en el diagndstico inicial de la meningitis criptocécica
(88). En cualquier caso, y dado el coste de esfe tipo de técnicas y la no



superioridad diagnéstica frenfe a técnicas menos costosas, limita la utilidad y
por fanto su implantacion en la practica asistencial de los laboratorios (81).

3.2 Estudio de otras magnitudes de laboratorio en LCR

3.2.1 Biomarcadores para el diagndstico y seguimiento de la
esclerosis multiple (EM)

la EM es una enfermedad autoinmune crénica que causa desmielinizacién
y neurodegeneracién del SNC. La enfermedad ocurre en personas genéti-
camente susceptibles y contribuyen a su desarrollo diversos factores ambien-
fales. Respecto a su patogenia, esta enfermedad se caracteriza por la alte-
racién de la tolerancia inmunolégica, que facilita la generacion de células
autorreactivas que migran al SNC e inician una reaccién inflamatoria con
implicacién de diferentes fipos de células (linfocitos T CD8+, macrofagos,
células gliales), citoquinas, anticuerpos y mediadores de inflamacion. Aun-
que la lesion tiende a ser reparada, se produce diseminacion epitdpica que
perpetua la respuesta inflamatoria. la EM afecta principalmente a individuos
entre 20 y 40 afios vy es la principal causa de discapacidad no traumdtica
entre los adulios j6venes en el mundo occidental.

El diagnostico de la EM incluye el andlisis del LCR, que refleja la pafogenia
autoinmune de la enfermedad y contribuye al diagnéstico de la enfermedad.
la sintesis intratecal de IgG por parte de las células plasmaticas vy linfocitos B
monoclonales en el SNC es caracteristica de esta enfermedad, y esté presente
en més del 95% de los pacientes. Aunque estos anticuerpos no son exclusivos
de la EM, en un contexto clinico adecuado, su presencia muestra la inflamo-
cion subyacente v su ausencia obliga a hacer un diagnéstico diferencial con
ofras enfermedades. la deteccion de la sinfesis intrafecal de Ig en pacientes
con sospecha de EM puede realizarse mediante diferentes métodos (89):

a. Caracterizacién de la sinfesis infratecal de IgG (cualitativa): la deteccion
de bandas oligoclonales (BOC) de IgG en LCR ausentes en el suero
(Figura 7) se considera la prueba de laboratorio gold standard para evi-
denciar una sintesis intratecal elevada, considerandose BOC positivas la
presencia de 2 o mds bandas de IgG presentes en LCR y no en suero (po-
trones 2y 3. Figura 7). La presencia de BOC esté incluida en los criterios
de McDonald de 2017 para el diagnostico de EM (90). La deteccion

de BOC tiene cierfas limitaciones metodolégicas. Se realiza mediante
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isoelectroenfoque seguido de una electroforesis en gel de agarosa; se
frata de una técnica compleja, de coste elevado, que requiere de perso-
nal especializado, cuya interpretacién es dependiente del observador y
que proporciona un resultado cualitativo (91). Este método presenta un
elevado rendimiento para el diagnéstico de EM, con una sensibilidad y
especificidad de aproximadamente el 90% (89). Ademds de su interés en
el diagndstico de la EM, la presencia de BOC en pacientes con sindrome
clinico aislado (SCA) (episodio inicial de sinfomas neuroldgicos que dura
como minimo 24 horas causado por la inflamacion o desmielinizacion
en el SNC, que no cumple los criterios diagnésticos de EM, pero con un
riesgo aumentado de desarrollarla miltiple en los siguientes 20 afios de
seguimiento) predice la conversion a EM (92).

Figura 7. Representaciones esquemdticas de los pafrones de LCR y suero obte-
nidos mediante isoelectroenfoque. Patrén 1: ausencia de BOC en LCR y en suero.
Patron normal; Patrén 2: BOC presentes solo en LCR. Sintesis intratecal de IgG.
Patrén observado en EM; Patron 3: BOC presentes en LCR y suero, con bandas
adicionales en LCR. Sintesis intratecal de IgG en enfermedades sistémicas; Patron 4:
BOC presentes tanto en LCR como en suero. Inflamacién sistémica (perfil oligoclonal
en espejo); Patrén 5: Gammapatia monoclonal (perfil monoclonal en espejo). Toma-
da con autorizacién de (93).
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b. Caracterizacion de la sinfesis intratecal de IgG (cuantitatival: la sintesis
intratecal de IgG puede también deferminarse mediante distintas férmu-
las lineales como la férmula de Tourtellote, la formula de Schuller v el
indice de IgG o de Tibbling link, que es la més utilizada, o férmulas no
lineales como las propuestas por Reiber y Felgenhauer (91).

El indice IgG se calcula como la relacion entre IgG y albimina en el
LCR en comparacion con la relacién entre IgG y albimina en suero.



Este indice se utiliza para discriminar correctamente si el aumento de
concentraciones de IgG en el LCR es debido a alteraciones de la per-
meabilidad de la BHE, que refleja el cociente de albimina (Q alb) (94,
o al aumento de la sinfesis intratecal de inmunoglobulinas. Un indice
de IgG >0,7 refleja un aumento de la respuesta de las células B en
el SNC vy por fanto sintesis intratecal de esta inmunoglobulina (Ig), por
lo que probablemente revela un diagnéstico de EM, basandose en el
hecho de que casi el 70% de los pacientes con EM presentan un indice
de IgG aumentado (?1). Sin embargo, existen ofras enfermedades del
SNC en las que el indice de IgG podria aumentar como por ejemplo
en la enfermedad de Behcet, en la neurosarcoidosis o en el sindrome de
Siégren. Este indice presenta una sensibilidad moderada (70%) para el

diagnéstico de EM (89).

c. Caracterizacion de la sinfesis infratecal de cadenas ligeras libres kappa
(CLLx]
Durante la respuesta inflamatoria, los linfocitos B producen Ig intactas por
ensamblaje de las cadenas ligeras (kappa y lambdal y pesadas, pero
tfambién producen un exceso de cadenas ligeras que secretan como
formas libres (Figura 8). De forma similar a las Ig, las CLL se acumulan
en el LCR en el caso de enfermedades inflamatorias crénicas del SNC,
como la EM, pero también en otras patologias inflamatorias, incluyendo
aquellas de etiologia infecciosa.

la medida de ClL se realiza mediante ensayos nefelométricos y turbidimé-
fricos, siendo los més estudiados Siemens® NHatex kFLC y AFLC y Binding
Site Freelite® FLC (Free light chain), cuyo rendimiento para el diagnostico
de EM es comparable, pero los resultados no son infercambiables, de ahf la
necesidad de usar siempre el mismo ensayo en el diagndstico y seguimiento
del paciente (95). Aunque tanto las concentraciones de Cll-x como de las
CLLA estén aumentadas en el LCR de pacientes con EM, las ClLx han mos-
frado una mejor correlacion en el diagndstico de la EM (91). Las principales
ventajas de la medida de CLL en LCR, en comparacién con las BOC, son:
1) la simplicidad de los métodos automatizados, lo que facilita la incorpora-
cion de esta magnitud a los catdlogos de pruebas de los laboratorios, y 2)
los resultados son objefivos y cuantificables (91).

A partir de la concentracion de Cll-k se han propuestos diferentes magr-
nitudes calculadas, siendo la més utilizada el indice x, que presenta un
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rendimiento similar al de las BOC para el diagnéstico de la EM (96, 97),
predice la progresion de la enfermedad y es un predictor de la conversién

de SCA a EM (91).

Figura 8. Produccion de inmunoglobulinas intactas y cadenas ligeras libres por
el linfocito B. Adaptada de (89).

Linfocito B

~

Cadenas ligeras libres

Inmunoglobulinaintacta CLL-k (forma monomérica)

i/
/ ‘?’Jrr:geno
Cadena pesada—. .E
Cadena ligera — \Q
‘0 a2
& CLL-A (formadimérica)

CH: dominio de la cadena pesodo constante; CL: dominio de la cadena pesada constante;
CLL: Cadena ligera libre; Fab; fragmento de unién al antigeno; Fc: fragmento cristalizable;
V\;: dominio de la cadena pesada variable; V,: dominio de la cadena ligera variable.

Una de las limitaciones principales para la interpretacion del indice x es la
falta de consenso respecto al punto de corte dptimo para el diagnéstico de
EM. En la Tabla 9 se recogen los puntos de corte recomendados en algunos
estudios.

Un consenso de expertos recientemente publicado ha revisado el posible
valor del indice x en el diagnéstico de la EM (89). En dicho consenso se
establecen las siguientes recomendaciones:

1. Elindice k presenta un elevado grado de acuerdo con la en aque-
llos casos con concentracion de Cllx, pero parece ser superior en
aquellos casos con una produccion baja o moderada de Cll«.



Tabla 9. Puntos de corte del indice x para el diagnéstico de EM.

Referencia Ensayo Pun:;;)::;:orte Sensibilidad/Especificidad
(@8] Free lite FLC 3,045¢ Q7.8%/86,3%
3,045 93,9%/90,4%
(@9) Free Lite FLC 5,020 92%/92%
7,58 85% /4%
(100) Free lite FLC 2,91 83,8%/85,9%
(101) Free lite FLC 6,1¢° 86,3%/96,9%
(102) Free lite FLC 8,92 88,2%/89,3%
(97) c 6,1 No reportado

@ Diagndstico de EM.
b Deteccién de BOC.

<Revision y metaandlisis incluyendo estudios que utilizaron diferentes plataformas. Esta circunstancia no

tuvo impacto en el rendimiento de la magnitud.

2. No existe consenso sobre el punto de corte éptimo a utilizar, siendo

necesarios estudios multicéntricos con distintas plataformas analiticas
para confirmar estos puntos de corte. Deben desarrollarse materiales
certificados para garantizar la trazabilidad del ensayo.

La mejor opcion para el diagnéstico de la EM es la combinacion de
la determinacion de BOC vy el indice x (Figura 9). Los autores propo-
nen la determinacion de la sintesis infratecal de Cll-x como prueba
de cribado y recomiendan utilizar dos puntos de corte, informan-
do los resultados claramente negativos o claramente positivos. En el
caso de valores entre ambos puntos de corte (zona gris) la deteccion
de BOC es la prueba de segunda linea. Dada la ausencia de datos
respecto a los valores que definirian la zona gris, los autores sugie-
ren ufilizar como puntos de corte para el indice Cllx 2,4 y 20 (89)
como base para futuros estudios. El estudio reciente de Maroto y
cols. (93) propone utilizar como puntos de corte para el ruleout 2,51
y para el rulesin 12,07, alcanzando asi una sensibilidad y especifi-
cidad del 96,7% y 90,2%, respectivamente.

la incorporacion del indice k en la proxima revision de los criterios
diagnosticos de EM como forma de evaluar la sinfesis infratecal de
IgG.
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Figura 9. Algoritmo propuesto para el uso de las Cll«, en combinacion con las
BOC, para el diagnéstico de EM (96).

| Sospecha de EM |

| Analisis de LCR |

Determinacion de la
sintesis intratecal de CLL-k

| Negativo | | Zonagris
Reportar Reportar
resultado Test reflejo resultado
Deteccion BOC

3.2.2 Neurofilamentos

El dafio neuroaxonal es el sustrato patolégico de la incapacidad perma-
nente de varios desérdenes neurologicos. La cuantificacion fiable y seriada
en el tiempo de este dafio es importante para valorar la actividad de la en-
fermedad, monitorizar la respuesta al tratamiento y establecer el pronéstico
del paciente. En esfe sentido, los neurofilamentos son una herramienta pro-
metedora porque su concentracién aumenta en condiciones caracterizadas
por el dafio axonal no sélo en el LCR, sino también en sangre cuando se
ufilizan ensayos de tercera (quimioluminiscencia) y cuarta generacion (Sk
MOA [Single Molecule Array]) caracterizados por su elevada sensibilidad
(103). Estudios recientes han demostrado el elevado grado de acuerdo de
la medida de neurofilamentos por ambas técnicas (104). la estandarizacién
y la transferibilidad de resultados entre plataformas analiticas, junfo con la
disponibilidad de la medida de esta magnitud en plataformas automatiza-
das, facilitarg la inclusion de los neurofilamentos en la practica clinica vy,
probablemente, su inclusién en las guias para el manejo de algunos de estos
frastornos neuroldgicos (103, 105).

El citoesquelefo neuronal se compone de actina, microtibulos y neurofila-
mentos, cuyas funciones principales son la estabilizacién de dicho citoes-



queleto y el mantenimiento del calibre axonal, permitiendo una conduccion
nerviosa de alta velocidad. Los neurofilamentos son heteropolimeros forma-
dos por cuatro subunidades: cadena ligera o NfL (~68-70 kDa), cadena
media (~145-150 kDa), cadena pesada o NfH (~180-200 kDa), ademés
de a-infernexina (~66 kDa) o periferina (~57 kDa) (Figura 10.A), cada una
con esfructuras y funciones diferenciadas, aunque sélo las cadenas ligeras y
pesadas presentan estabilidad suficiente para ser detectadas mediante inmu-
noensayo. Cuando se produce el dafio axonal, las proteinas del citoesque-
lefo, incluyendo los neurofilamentos, son liberados al espacio extracelular y
a continuacién al LCR, y en concentraciones menores, al torrente sanguineo

(Figura 10.B).

Figura 10. A. Esiruciura de los neurofilomentos. Disponible en https://www.
euroimmun.com/documents/Indications /Antigen-detection/Amyotrophic-lateral-
Sclerosis/EQ 6561 | UK A.pdf. B. Lliberacion de los neurofilamentos al LCR y

sangre. Adaptado de (103).
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la medida de neurofilamentos en los liquidos biologicos, incluyendo el LCR,
ha emergido en los dltimos afios como uno de los biomarcadores mas impor-
tantes de patologias caracterizados por el dafio axonal. Aunque su medida
no es Uil en el diagndstico de dichas patologias, si puede ser vdlida en
los estadios preclinicos de las enfermedades neurodegenerativas y como
marcadores de la progresion, prondstico y respuesta al tfratamiento (103).
Actualmente, son las subunidades ligeras (Nfl) las que mds se han investigo-
do en diferentes patologias neurolégicas; esto es debido a su estabilidad y
esfequiometria, en comparacién con las cadenas pesadas (NfH) y medias



https://www.euroimmun.com/documents/Indications/Antigen-detection/Amyotrophic-Lateral-Sclerosis/EQ_6561_I_UK_A.pdf
https://www.euroimmun.com/documents/Indications/Antigen-detection/Amyotrophic-Lateral-Sclerosis/EQ_6561_I_UK_A.pdf
https://www.euroimmun.com/documents/Indications/Antigen-detection/Amyotrophic-Lateral-Sclerosis/EQ_6561_I_UK_A.pdf
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(NfM), en una relacion 7:3:2 en individuos sanos, que se modifica en la
enfermedad, con aumento de los NfL y descenso de los NfH y NIM, carac-
ferfsticas de los NIfL que les hacen ser un buen candidato como biomarcador
(103).

la edad, como variable fisioldgica asociada a la degeneracion neuroaxo-
nal, aumenta la liberacién de los NifL ol LCR y sangre y condiciona la inter-
prefacién de los neurofilomentos, también influenciada por comorbilidades
cuya incidencia aumenta con la edad, de ahi el reto que supone generar
infervalos de referencia estratificados por edad (103). Ademds, ofras varia-
bles como el indice de masa corporal o la presencia de insuficiencia renal
y patologias como la diabefes mellitus, insuficiencia cardiaca vy fibrilacion
auricular son factores de confusién en la inferprefacién de la concentracion
sérica de NfL (103)

Como marcador de dafio neuroaxonal, la medida en sangre y LCR de los
neurofilamentos ha sido evaluada en un amplio espectro de enfermedades
neuroldgicas (103, 106-111), incluyendo:

¢ Trastornos neuroinflamatorios, como la EM, la encefalomielitis asociar-
da a anticuerpos antiMOG (glicoproteina del oligodendrocito aso-
ciado a la mielina) y neuromielitis dptica.

® FEnfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzhe-
imer y lao enfermedad de Parkinson, pafologia en la que los NIl
podrian ser Utiles para predecir monitorizar la gravedad y predecir
la progresion del deterioro cognitivo y motor v la progresién a de-
mencia y diferenciar la enfermedad de Parkinson de ofros parkinso-
nismos atipicos, la demencia por cuerpos de lewy y la demencia
frontotemporal.

* \Valoracion del dafio traumdtico sostenido, generado por ejemplo en
deferminados deportes, como el boxeo o el rugby.

® FELA: loa medida de NflL y NfH en LCR y de NIl en sangre presentan
un alto rendimiento para el diagnéstico de ELA, que puede ser una
de las principales aplicaciones de este marcador, contfribuyendo a
una deteccién precoz, ya que este alto rendimiento es independiente
del tiempo transcurrido desde el inicio de los sinfomas.

e Sindrome de Guillain-Barre, en el que la medida de NIfL en suero
estd asociada a la gravedad de la enfermedad y al pronéstico del
paciente, pudiendo ser Util para monitorizar el dafio neuronal carac-
ferfstico de esta patologia y valorar los efectos del tfratamiento.



® Muchas patologias caracterizadas por el dafio axonal y caracteriza-
das por el incremento de la concentracién en liquidos biolégicos de
NIfL carecen de trafamientos efectfivos. En estas, la medida longitudi-
nal de NIfL en sangre podria ser una herramienta de valoracion de la
respuesta en ensayos clinicos. Ademds, y dado que este incremento
ya se observa antes de la aparicion de los sinfomas clinicos, su medi-
da ofrece la posibilidad de una intervencién precoz cuando el dafio
es limitado.

3.2.3 Biomarcadores en LCR para el diagnéstico de la enfermedad
de Alzheimer

3.2.3.1 Introduccién

la enfermedad de Alzheimer es un frastomno neurodegenerativo caracteriza-
do por la pérdida de memoria a corto plazo y un deterioro cognitivo en el
lenguaie, funciones visoespaciales y ejecutivas (112). De acuerdo con la
Guia Oficial de préctica clinica en demencias de la Sociedad Espariola de
Neurologia (SEN), del afio 2018, la gravedad del deferioro cognitivo varia
segun la fase de la enfermedad, progresando desde sintomatologia no evi-
dente (fase preclinica), pasando por deterioro subjefivo y leve, hasfa llegar
a la demencia. Los pacientes con deferioro cognitivo leve suelen mantener su
independencia funcional, mientras que la demencia se caracteriza por una
pérdida de independencia y deterioro del funcionamiento diario. El tiempo
hasta la progresion es muy variable entre pacientes.

la enfermedad de Alzheimer es la primera causa de demencia neuro-
degenerativa a nivel mundial y supone un problema sanitario de primer
orden. Se estima que 40 millones de personas en el mundo padecen una
demencia atribuible a esta enfermedad y se prevé un aumento exponencial
de esfa cifra en las préoximas décadas, debido al envejecimiento progre-
sivo de la poblacion. Como consecuencia, en los proximos 20 afios se
espera que la prevalencia de la demencia debida a la enfermedad de
Alzheimer se doble, aunque su incidencia estd disminuyendo en probable
relacion con la mejora en los estilos de vida. En Esparia, se ha estimado
una prevalencia entre 2,4% y 6,9% en individuos =65 afios y una fasa de
incidencia ajustada por edad de 4,5 a 5,5 casos por 1000 personas/
afio, lo que supondria entre 210.000 y 260.000 afectados en nuestro
pafs (113]). Segin datos de la SEN esta cifra aumentaria hasta 800.000,
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diagnosticandose aproximadamente 40.000 casos nuevos cada afio, lo
que implica que en 2050 el nimero de pacientes alcanzard los casi dos
millones de personas. Ademds, se trata de una patologia ampliamente
infradiagnosticada, y hasta un 50% de los casos ain leves estén aun sin
diagnosticar.

3.2.3.2 Factores de riesgo de la enfermedad de Alzheimer

la efiologia de lo enfermedad de Alzheimer ain no estd establecida en
los casos esporédicos no determinados genéticamente. Los marcadores de
riesgo claramente establecidos para esta enfermedad son la edad, el sexo,
y los factores genéticos.

* la edad constituye el primer y mds importante marcador de riesgo,
de forma que la incidencia y prevalencia aumenta progresivamente
y de forma directa con el envejecimiento.

e Ofro marcador de riesgo es el sexo. Por causas todavia no comple-
famente dilucidadas, la incidencia de la enfermedad es ligeramente
mayor en mujeres, y la prevalencia, muy dependiente de la mayor
mortalidad global en varones, es tres veces mayor.

* la mayoria de los casos de enfermedad de Alzheimer ocurren de ma-
nera esporddica, pero existe una forma de enfermedad hereditaria,
con un patrén autosdémico dominante y que supone menos del 1%
de fodos los casos de enfermedad, relacionada principalmente con
las formas de inicio en edades tempranas y vinculada a tres genes:
el de la proteina precursora del amiloide (PPA), presenilina 1y pre-
senilina 2 (PSENT y PSEN2). La asociacién entre el gen de la apoE
y la enfermedad de Alzheimer estd también claramente establecida.
Hay fres polimorfismos de este gen: el alelo E3 es el mas frecuente
en poblacién caucdsica. El alelo E4 aumenta el riesgo, mientras que
el alelo E2 es un factor protfector.

® Respecto a facfores de riesgo, entendido como aquellos que son mo-
dificables, se consideran como fales los factores de riesgo vascular
(hipertension arterial, dislipemia, obesidad, sedentarismo, habito to-
baquico, diabetes mellitus). Los antecedentes de traumatismo cranea-
les, ya sea Unico o repetido, parece ser ofro factor de riesgo de la
enfermedad. También hay evidencias de que la depresion en efapas
fardias de la vida constituye un factor de riesgo de la enfermedad.



3.2.3.3  Etiopatogenia

los principales hallazgos histopatolégicos que definen la enfermedad de
Alzheimer son la degeneracion neuronal v la pérdida sindptica en el con-
texto de la presencia de placas neuriticas o seniles extraneuronales, com-
puestas fundamentalmente por depésitos o agregados de B-amiloide (AB), y
los ovillos neurofibrilares (ONF), que son depésitos fibrilares de la profeina
Tau hiperfosforilada (p-Tau). Otros eventos patoldgicos que con frecuencia
acompaian a la enfermedad de Alzheimer son la disfuncién sindptica, la in-
flamacion, la angiopatia amiloide, que consiste en el depdsito fibrilar de AB
formando un engrosamiento vascular caracteristico y las lesiones vasculares

(Figura 11) (112, 114, 115).

Figura 11. Aleraciones histopatolégicas y biomarcadores en la enfermedad de
Alzheimer. Adaptado de (115, 116).
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3.2.3.4 Diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer

Los primeros criterios para el diagnéstico de la demencia de tipo Alzheimer
se remontan al afio 1984. los criterios del grupo National Institute for Com-
municative Disorders and Stroke, Alzheimer's Disease and Related Disorders

Association [(NINCDS-ADRDA) (117) definian la enfermedad de Alhzeimer
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como un sindrome y su diagndstico con fres grados de certeza: probable,
posible y definitiva, requiriendo esta Glima generalmente la confirmacién
histopatolégica post mortem para alcanzar la cerfeza diagnéstica. Estos
criferios presenfaban una sensibilidad adecuada (81%), pero su especifici-
dad era aproximadamente del 70%, que podia disminuir hasta el 48% si se
inclufan los casos de demencia de tipo Alhzeimer posible.

Sin embargo, con el creciente conocimiento de las bases biolégicas de la
enfermedad y el desarrollo de biomarcadores, se pusieron en evidencia
diferentes limitaciones de aquellos criterios diagnésticos. Teniendo en cuenta
esas limitaciones, el International Working Group (IWG) for new research
criteria for the diagnosis of Alzheimer disease publicd en 2007 (118] unos
criterios (IGVW-1) que se centran en un nicleo clinico de deterioro temprano
y significativo de la memoria episédica, que debe estar acompafiado por
al menos uno o varios biomarcadores anormales en las exploraciones de
neuroimagen estructurales como la resonancia magnética, las exploraciones
de neuroimagen moleculares mediante tomografia por emisién de positrones
(PET) o el andlisis en LCR de los biomarcadores de AB y proteinas tau. Por
fanto, ya en esta definicién se incluyen los biomarcadores circulantes en
LCR como un criferio requerido para el diagnéstico de la enfermedad de
Alhzeimer.

En 2011, la National Institute of Aging v la Alzheimer’s Association (NIA-AA)
publicé una nueva actualizacién de los criterios diagndsticos de demencia
de Alzheimer, de deterioro cognitivo leve, de deterioro cognitivo leve debido
a enfermedad de Alhzeimer y de los estadios preclinicos de la enfermedad,
caracterizados por la ausencia de sintomas clinicos, pero en los que el
cerebro presenta cambios patoldgicos que se pueden defectar mediante
biomarcadores en LCR y de imagen (119).

En 2014, la IWG actudlizé los criterios para el diagnéstico (IGW-2), de
forma que el diagndstico de la enfermedad de Alhzeimer requiere la presen-
cia de un fenotipo clinico apropiado, tipico o atipico, y de un biomarcador
fisiopatolégico consistente con la presencia de la anatomopatologia de la
enfermedad (120).

la SEN, en su Guia Oficial de practica clinica en demencias, recomien-
da para el diagnéstico de la enfermedad de Alhzeimer, tanto en la fase
de deferioro cognitivo leve como en la fase de demencia, los criterios
diagnosticos NIA-AA vy los criterios IWG-2. Ademds, en la préctica clinica
habitual, no se recomienda el diagnéstico preclinico de la enfermedad de
Alhzeimer.



3.2.3.5 Biomarcadores en enfermedad de Alhzeimer

Los biomarcadores permiten el estudio in vivo de los cambios estructurales y
moleculares que estan relacionados con el proceso patolégico que caracte-
riza a la enfermedad de Alhzeimer, y asi avanzar hacia una clasificacion de
las enfermedades neurodegenerativas en funciéon de su patologia molecular.
Su inclusién en los criterios diagndsticos permite aumentar la precision del
diagnéstico clinico, lo que resulta il tanto en el dmbito de la investigacion
como en la prdctica asistencial.

Segin la SEN, los biomarcadores se clasifican en fisiopatoldgicos, que se
corresponderian con aquellos que identifican un elemento disfintivo de una
etiologia concreta, como por ejemplo la concentracion de B-Amiloide 1-42
(AB;.45) v la acumulacion cerebral del péptido amiloide (Figura 11), v topo-
gréficos, no especificos de una patologia concreta. Una segunda clasifica-
cion divide a los biomarcadores de enfermedad de Alhzeimer en:

1. Biomarcadores en LCR, que se corresponden con proteinas que reflejan
tanfo la produccién [expresion, liberacion o secrecion desde las neuro-
nas y ofras células cerebrales) como el aclaramiento o degradacién de
las mismas en un momento determinado.

2. Biomarcadores de neuroimagen, que incluyen biomarcadores de ima-
gen topogréficos, como la resonancia magnética y la PETFFDG, que uti-
liza como trazador FDG (2-Desoxi-2fluoro-D-glucosal, y biomarcadores
de imagen fisiopatoldgicos, como la PETAmiloide, que evalia la carga
y distribucién cerebral del péptido amiloide y el PETTau, que marca la
carga de degeneracién neurofibrilar.

En el afio 2018, la NIA-AA publicd un nuevo marco conceptual, ideado
para ser aplicado en estudios de investigacion en la enfermedad de Alhzei-
mer {121), influido por el sistema de clasificacién basado en biomarcadores
propuesto por Jack y cols. [122), llamado sistema A/T/N, en el cual 7 bio-
marcadores de enfermedad de Alhzeimer son 3 clases binarias (Figura 12):

e Clase A [amiloidosis): valor de un biomarcador de la placa de B-
amiloide.

e Clase T (patologia tau): valor de un biomarcador de patologia tau.

e Clase N (neurodegeneracion o dafio neuronal): valor de un biomarca-
dor cuantifativo o topogrdfico de neurodegeneracion o dario neuronal.
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Figura 12. Agrupacion de marcadores biogquimicos en LCR y de imagen en
funcién del proceso patolégico reflejado por cada uno de ellos.
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la principal novedad de estos criterios de investigacion radica en que la
enfermedad de Alhzeimer se define de manera estrictamente bioldgica, en
base al perfil de biomarcadores, sin tener en cuenta el fenotipo ni el esta-
dio clinico. Esta nueva definicién supone un cambio de paradigma ya que
estos criterios no se basan en el paradigma clinico-patolégico que habia
imperado en las Gltimas décadas. En base a la clasificacién binaria de los
marcadores en cada una de las categorias A/T/N, definen los siguientes
términos:

® Enfermedad de Alhzeimer (Alhzeimer disease), caracterizado por la
presencia de placas de B-amiloide y depésitos patoldgicos de protet-
na tau, definidos in vitro por concentraciones anormales de biomar-
cadores A y T, condiciones ambas requeridas.

e Cambio patolodgico de Alhzeimer (Alzheimer’s pathologic change),
que se corresponderia a una etapa precoz del continuo de Alhzeimer
definido in vivo por un biomarcador anormal de A, siendo normal el
biomarcador de T

e Continuo de la enfermedad de Alhzeimer (Alzheimer’s continuum),
que incluye los dos grupos anferiores, vy por lo tanto con un biomar-
cador de A anormal.



3.2.3.6 Biomarcadores en LCR

Actualmente se emplean tres biomarcadores en LCR, considerados como
fisiopatolégicos en la definicion IGW-2 (120), para el diagnéstico de la
enfermedad de Alhzeimer: AB,,,, proteina Tau total (+Tau) y proteina Tau fos-
forilada (p-Tau), que se corresponde con la forma fosforilada de la proteina
Tau en la treonina 181.

1. AB., es un polipéptido de 42 aminodcidos, que, en su forma monomé-
rica, se encuentra en concenfraciones inferiores a las de los sujetos nor
males. Se asocia denominado se asocia al depdsito amiloide cerebral
en forma de placas seniles corticales.

2. Tau se relaciona con la pérdida neuronal y la forma fosforilada (prtau)
se relaciona con la degeneracion neurofibrilar cortical, estan en concen-
fracién mayor a la observada en los sujefos normales.

Este patron de AB,, disminuido y Tau y ptau elevadas es caracteristico
de la enfermedad de Alhzeimer vy la sensibilidad y especificidad para el
diagnéstico de esta enfermedad es mayor del 85%, tanto en el estadio de
demencia como de deferioro cognitivo leve que progresard a demencia de
la enfermedad de Alhzeimer (123), siendo mejor el rendimiento cuando se
usan de forma conjunta que de forma aislada (124).

El péptido B-amiloide (AB) se produce por protedlisis de la proteina precur-
sora de amiloide (APP), que se expresa principalmente en neuronas, por
lo que sus productos reflejan la actividad o disfuncion de este tipo celular,
por las enzimas B- vy y-secrefasa, para generar finalmente varios fragmentos
de fragmentos de diversos tamaiios: ABi47 ABiso, ABruo ABras ABis-
En condiciones normales el péptido AB,,, es el mas abundante, seguido
de ABi.4, AB, ;. Diversos estudios clinicopatoldgicos han mostrado que
los niveles reducidos de AB, 4, o del cociente AB, ., .40 correlacionan con
la presencia en el cerebro de depositos de amiloide fibrilar en forma de
placas amiloides y angiopatia amiloide. Asf, concentraciones disminuidas
en LCR de ambos correlacionan de manera inversa con la carga de ami-
loide cerebral medida por PET-amiloide en pacientes con enfermedad de
Alzheimer (125). Dicha reduccién se deberia a que los niveles circulantes
de AB,,, en LCR descienden a medida que se agregan, formando de-
pdsitos insolubles de amiloide en el parénquima cerebral o en la pared
vascular.
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Dos de las principales limitaciones de AB,4, son la variabilidad inferindividual
en su produccién y el impacto de los factores preandliticos (126). Dado que
la concentracion de AB, o no se madifica en la enfermedad de Alhzeimer, el
cociente AB, ./ AB,.4o normaliza la concentracion de AB,, porque su disminu-
cion fraduce una reduccién selectiva de AB, ,, en relacion a ofro péptido amiloi-
de (AB,.0) v refleja de forma mas precisa la presencia de amiloidosis cerebral
mejor que la medicion aislada de AB, ,. Este cociente correlaciona mejor con
las medidas de cuantificacién en PETamiloide y puede facilitar la deteccién de
niveles bajos de AB,.,, en los sujetos con elevada o baja produccién de este
pépfido (126, evitando falsos positivos en pacientes sin enfermedad de Alh-
zeimer ("bajos productores’) vy falsos negativos en pacientes con enfermedad
de Alhzeimer (“altos productores”). Ademés, el cociente AB, ..,/ AB, .4, permite
corregir parcialmente las diferencias atribuibles a factores preandliticos (126),
como el material de composicion del tubo o el volumen de almacenamiento,
aunque no elimina el problema por completo. La similitud en las propiedades
fisicoquimicas de AB,,y AB;.4, hace que el uso de la aplicacién del cociente
AB, 4o/ AB1 4o compense parcialmente estos factores y hace que esfe biomar-
cador sea menos sensible a cambios en el material del tubo o al volumen de
llenado en comparacién con la determinacion aislada de AB, .

Ofra esfrategia propuesta por algunos aufores es el uso de los cocientes
entre AB,.4, v Tlau o p-lau, que mejorarian el rendimiento de los biomarca-
dores aislados. En el estudio espariol CORCOBIA, los cocientes AB,,,/ Tau
y AB,.,/pTAU fueron los biomarcadores con mayor capacidad para el
diagndstico de la enfermedad de Alhzeimer (127).

3.2.3.7  Técnicas de medida. Interpretacién de las concentraciones
de los biomarcadores en LCR. Puntos de corte

Para el andlisis de biomarcadores en LCR se han utilizado distintas técnicas,
siendo las basadas en la reaccion antigeno-anticuerpo (inmunoandlisis) las
de mayor implantacion.

Las primeras técnicas de inmunoensayo para el andlisis de este fipo de bio-
marcadores se frataban de ensayos tipo ELISA, que, aunque presentaban
un buen rendimiento, fenian como limitacién la falta de automatizacién y
los largos tiempos de procesamiento de muestra, que disminuian su practi-
cabilidad y limitaban su inclusion en los catdlogos de prueba de los labora-
forios. Estas limitaciones han sido resueltas con la aparicién de plataformas
analiticas que permiten la automatizacion de ensayos para la medida de



estos biomarcadores basados en el principio de quimioluminiscencia, y que
mejoran las prestaciones analiticas y disminuyen los tiempos de respuesta, lo
que ha facilitado su implementacion.

los analizadores Lumipulse G600l y G1200 (Fujirebio) son plataformas
completamente automatizadas que permiten la cuantificacién de las con-
cenfraciones de ABy.,, AB.o, TFlau y plau en LCR mediante inmunoandlisis
de quimioluminiscencia enzimdtica (CLEIA). Por ofro lado, también es po-
sible la medida de AB,,, ABi.o [Research Use Only [RUQ]), Tlau y pTau
mediante el ensayo Elecsys basado en electroquimioluminiscencia (ECLIA)
en analizadores Cobas (Roche Diagnostics). Con el objefivo de alcanzar
la intercambiabilidad de resultados entre los diferentes ensayos, desde el
Global Biomarker Standardization Consortium de la Alhzeimer’s Association
se ha desarrollado un programa de control de calidad externo vy, en colabo-
racién con la Infernational Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine se elabord un material de referencia certificado para AB, 4, cuya
validacién se completd en 2018. Este material de referencia deberia per-
mitir a los principales fabricantes recalibrar sus reactivos con el objetivo de
que fodos obtuvieran medidas comparables entre si [128). No se dispone
de materiales de referencia para Tlau y p-Tau.

Para la interpretacion de los biomarcadores de enfermedad de Alhzeimer en
LCR se proponen los siguientes puntos de corte (Tabla 10):

Tabla 10. Punfos de corte de los biomarcadores en LCR para el diagnéstico de
la enfermedad de Alhzeimer.

. Ensayo Lumipulse (Fujirebio) | Ensayo Elecsys (Roche)

Biomarcador . " :

AB1 .45 [pg/ml) 599 750 1030

AB 1o/ AB o 0,069 0,062 RUO

Tau [pg/ml) 404 522 300

p-lau [pg/ml) 56,5 69,9 27

A8,/ TTau 1,275 1,76 -

AB .o/ plau 8,1 10,25 -

TTau/AB ., 0,78 0,57 0,28

oTau/AB, 4 0,12 0,098 0,023

! Datos fabricante.
2(127).
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3.2.4 Biomarcadores en LCR en la demencia con cuerpos de Llewy
y enfermedad de Parkinson

las sinucleinopatias o alfa (a)sinucleinopatias son enfermedades neurode-
generativas caracterizadas por la presencia de agregados infraneuronales
de la proteina alfassinucleina que se localizan en los cuerpos de lewy v las
neuritas de lewy en la enfermedad de Parkinson y la demencia con cuerpos
de lewy, y en las inclusiones citoplasmaticas gliales en la atrofia multisisté-

mica (Figura 13).

Figura 13. Aspectos patogénicos de la arsinucleina. Adaptado de (129).
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la enfermedad de Parkinson es un proceso neurodegenerativo complejo
de apariciéon en la edad adulta y que constituye la segunda enfermedad
neurodegenerativa més frecuente por detrds de la demencia tipo Alzhei-
mer. Su etiologia es desconocida y, en términos generales, la causa subya-
cente seria la combinacién de factores ambientales y genéticos. Su base
anafomopatolégica se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta del mesencéfalo, asi
como la presencia de inclusiones intracelulares llamadas cuerpos de Lewy,
que estan formados por agregados insolubles de la proteina arsinucleina
anormalmente plegada. El resultado de dicha neurodegeneracion es la de-
nervacién dopaminérgica de las proyecciones de la sustancia negra pars
compacta hacia el nicleo estriado, lo que condiciona una alteracién en la
fisiologia normal de los ganglios basales que origina las principales mani-



festaciones de la enfermedad. Su prevalencia es aproximadamente de un
0,3% en la poblacién general, llega al 2% en mayores de 60 afios y es
superior al 4% en mayores de 80, con una incidencia de 8-18,/100.000
personas,/anfo.

A pesar de los avances en el conocimiento de distintos aspectos de la enfer-
medad de Parkinson, de acuerdo con la Guia Oficial de practica clinica en
Parkinson de la SEN, del afio 2016, el diagnéstico de la enfermedad de
Parkinson sigue siendo fundamentalmente clinico {130) y por tanto sélo se
alcanza cuando la enfermedad se manifiesta, lo que ocurre afios después
del inicio del proceso neurodegenerativo. Ademds, incluso cuando los crite-
rios diagndsticos son correctamente aplicados, la frecuencia de diagnésticos
eréneos es alta debido al solapamiento en los sintomas entre distintos des-
4rdenes parkinsonianos. Por ello, la disponibilidad de marcadores bioguf-
micos que puedan medirse en fluidos biolégicos y permitan un diagnéstico
precoz de la enfermedad de Parkinson son necesarios (131)

Dada la implicacién de la assinucleina en la fisiopatologia de la las si-
nucleinopatias, su medida en LCR es probablemente el biomarcador més
estudiado en la enfermedad de Parkinson. Esta investigacién se basa en la

(129, 132):

a. Medida de arsinucleina total, que incluye las formas fisiolégicas y pato-
génicas de la asinucleina, o de formas patogénicas, que incluyen aque-
llas con conformaciones aberrantes de la estructura terciaria o cuaterna-
ria de la protefna, como la formas oligémerica, o con modificaciones
postranslacionales, como la forma fosforilada.

b. Ensayos para medir la “actividad de siembra” ("seeding activity’), que
permiten valorar la actividod patogénica de la orsinucleina. Evidencias
emergentes sugieren que la osinucleina serfia una proteina-prion like,
que comparte muchas de las actividades patogénicas de la proteina
priénica monomérica celular (PrPC), implicada en la enfermedad de
Creutzleldakob. Ambas tienen una propension a agregarse, asi como
la capacidad de las formas patdgenas mal plegadas de la proteina
para inducir a las formas no patégenas de la profeina a plegarse mal y
adoptar conformaciones patogénicas. Por lo tanto, la asinucleina paté-
gena actuaria como una “semilla” que inicia un aumento exponencial de
la arsinucleina mal plegada y agregada. la medida de esta actividad
se realiza mediante técnicas de amplificacién conocidas como “Seed
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amplification assays [SAA)” (amplificacién de semillas), que incluye técni-
cas como la “amplificacion ciclica de proteinas mal plegadas” (" profein
misfolding cyclic amplification assay (PMCA)" la conversion inducida por
temblores en tiempo real ("realime quaking-induced conversion assay”
(RTQUIC)" (133). Este tipo de técnica permite la deteccion de cantidades
minimas de assinucleina mal plegada en LCR y ofras matrices biolégicas
en pacientes con enfermedad de Parkinson y ofras a-sinucleopatias, pu-
diendo diferenciar pacientes con enfermedad de Parkinson y demencia
de Cuerpos de lewy de sujetos control, incluso en las fases prodromicas
de la enfermedad; ademds, en el diagnéstico diferencial, las técnicas de
SAA diferencian de forma satisfactoria enfre para a-sinucleina constituye
una herramienta prometedora enfermedad de Parkinson, demencia de
cuerpos de lewy vy afrofia multisistémica de ofros parkinsonismos no-
sinocleopatias, aunque su capacidad para diferenciar entre las distintas
formas de osinucleinopatias y con cofaupatias, lo cual seria un requeri-
miento esencial para el diagnostico de la enfermedad de Parkinson, es
discutido (129). Frente a estos dafos, que muestran a la actividad de o
sinucleina defectada mediante esta tecnologia como la herramienta mas
prometedora para el diagndstico de las e-sinucleinopatias, es necesario
resolver aspectos relacionados con la preandlitica y estandarizacién de
la misma {133). Ademds, pocos de los estudios son lo suficientemen-
fe exhaustivos como para proporcionar resultados concluyentes. Por lo
general, las cohortes de dichos estudios son relativamente pequefias y
heterogéneas, vy los procedimientos analiticos no estén estandarizados

(134).

Finalmente, y con respecto a ofros biomarcadores, también relacionados
con la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson, estudios evaluando
marcadores de amiloidosis y taupatia, Nil, enzimas lisosomales y marca-
dores de neuroinflamacién, han reportado resultados prometedores como
biomarcadores candidatos para el diagnéstico y prondstico de esta enfer-

medad (135).

3.2.5 Biomarcadores en LCR para el diagnostico de la enfermedad

de Creutzfeldt-Jakob

las encefalopatias espongiformes transmisibles, denominadas enfermedades
priénicas o prionopatias, constituyen un grupo raro de enfermedades neu-



rodegenerativas de progresion rapida causadas por la conversion de la
isoforma normal de la proteina priénica monomérica celular (PrPC) en multi-
meros con conformacion alterada y anormalmente plegados, denominados
colectivamente proteina priénica scrapie (PrPSc). la forma no patogénica
PriPC, glicoproteina codificada por el gen de la proteina pridnica (PRNP)
del brazo corfo del cromosoma 20 cuyo polimorfismo marcara el tipo de
enfermedad priénica, se encuentra de forma constitutiva en la superficie de
muchas células, particularmente en las neuronas del SNC. Su funcién no es
completamente conocida, aunque se cree que parficipa en la sinapsis v en
la supervivencia celular (136). Por ofro lado, la isoforma patolégica PrPSc
fiene tendencia a la agregacion extracelular, formando fibrillas y placas ami-
loides que se depositan y se acumulan sobre todo en el cerebro, producien-
do afectacion de la sustancia gris con muerte neuronal, gliosis y cambios
espongiformes (137).

En funcién de su via pafogénica, las prionpatias se clasifican en espontd-
neas, hereditarias o adquiridas. En la actualidad, en humanos, se incluyen
en este fipo de enfermedad (138):

* laenfermedad de Creutzfeldtakob, que incluye 4 formas de presen-
facién: clasica o esporddica, que es la forma mas comin de esfa
enfermedad (~ 90% de los casos), iatrogénica, genética y variante
o enfermedad de las vacas locas.

 El insomnio familiar fatal.

e El sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker.

e FElKuru.

El diagnéstico de la enfermedad de Creutzfeldtjakob supone un reto dada
la heferogeneidad de sintomas que pueden aparecer y que se superponen,
especialmente en los primeros estadios de la enfermedad, con ofros cuadros
de demencias répidamente progresivas. Aunque la confirmacion del diagnés-
fico requiere de la autopsia o del estudio anatomopatolégico de una biopsia
cerebral (139), la medida de biomarcadores en LCR pueden ser Utiles para
orientar el diagnéstico hacia una enfermedad de CreutzfeldHakob probable
o posible {140). Estos biomarcadores pueden clasificarse en (141):

1. Ensayo RFQUIC, que aumenta la cerfeza diagnéstica de enfermedad
de Creutzfeldtakob. Este ensayo se basa en la amplificaciéon de la
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forma PrPSc presente en el LCR y se considera la prueba de referencia
ante mortem. Presenta un alto rendimiento, con sensibilidod y espe-
cificidad cercanas ol 100%. Sin embargo, por los requerimientos en
cuanto a disponibilidad de recursos y bioseguridad, se trata de una
prueba relegada a laboratorios de referencia, que realizardn esta prue-
ba como confirmacion de los resultados de los biomarcadores subroga-
dos.

2. Marcadores subrogados, no implicados en la patogénesis de la enfer-
medad, como la proteina 14-3-3, incluida por la OMS en 1998 en
los criterios diagnésticos sospecha de enfermedad de Creutzfeldtakob
esporddica (142). Esta profeina se libera en el LCR como resultado del
dafio neuronal y es por tanto un marcador de cambios degenerativos
cuya concenfracion también aumenta en ofros frastornos neurologicos,
como la encefalitis herpética, la enfermedad de Alzheimer EA y la dege-
neracion frontotemporal (138).

Una de las principales limitaciones de esta prueba es la mefodologia para
su medida, que puede realizarse mediante separacion electroforética en gel
de poliacrilomida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y defeccién por
Western blot con anticuerpos anti 14-3-3 o mediante ELISA. La primera es
una técnica manual, de dificil inferpretacion en algunas ocasiones y con una
baja reproducibilidad. Ademds, su sensibilidad disminuye en deferminados
subtipos de la enfermedad, por lo que un resultado negativo no descarta la
enfermedad; por el confrario, un resultado positivo, en el confexto adecuado
y descartando posibles interferencias como la presencia de hematies por
confaminacion del LCR, es sugestivo de enfermedad priénica. Respecto a la
técnica de ELISA, basada en el reconocimiento de la isoforma gamma de
la proteina 14-3-3 y que proporciona un dato cuantifativo, el rendimiento
es superior al Western blot, aunque variable en funcién del punto de corte
seleccionado, pero apenas se han desarrollado equipos comerciales para
su medicién, limitando su inclusion en los catdlogos de pruebas de los labo-
ratorios (138).

Existen también ofros marcadores subrogados, entre los que destaca la de-
terminacién de la proteina fau total y la ratio con su fraccién fosforilada,
que refleja el rapido proceso de degeneracion axonal que caracteriza a la
enfermedad de Creutzfeldtjakob, lo que conduce a una liberacion excesiva
de la proteina, pero que no se acompaiia con el grado de fosforilacion.
Estas magnitudes presentan como ventaja principal la disponibilidad de su



medida ya en muchos laboratorios mediante inmunoandlisis en plataformas
automatizadas; ademds, a diferencia de la profeina 14-3-3, la proteina tau
aumenta al inicio de los signos clinicos (143). Un estudio espariol reciente
ha demostrado que la medida en LCR de proteina tau total y de la rafio con
su fraccion fosforilada presenta una mayor sensibilidad, superior al 0%, vy
similar especificidad que la medida cualitativa mediante electroforesis de
la proteina 14-3-3 (141). En base a sus resultados, Nafria Jiménez y cols.
proponen el algoritmo de la Figura 14 ante una sospecha de enfermedad
de Creutzfeldakob (141). Nuevos estudios permitiran confirmar estos re-
sultados, valorar la utilidod de su medida en ofras plataformas analiticas y
esfablecer puntos de corte consensuados para su aplicacién en la practica
clinica

Figura 14. Algoritmo para el diagnéstico de enfermedad de Creutzfeldtakob
basado en los biomarcadores subrogados tau total y la ratio con su fraccién fosfori-
lada, seguidos de RTQIC. Tomada de (141) con autorizacién.
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3.2.6 Biomarcadores en LCR y enfermedad de Huntington

la enfermedad de Huntingfon es un trastorno neurodegenerativo, con heren-
cia aufosémica dominante, que se caracteriza por presentar movimientos
coreicos involuntarios, trasfornos conductuales, psiquidtricos y demencia.
Esta enfermedad estd causada por una expansiéon de repeticiones CAG
en el brazo corto del cromosoma 4 (4p16.3) en el gen huntingtina, lo que
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resulta en una proteina de huntingtina mutante (mHTT). Recientes evidencias
demuestran que las concentraciones de mHTT y NifL en LCR correlacionan
con la gravedad de la enfermedad de Huntington (144).

3.2.7 Otras

3.2.7.1 Aminodcidos

la difusion pasiva, los transportadores facilitadores y diferentes fransporta-
dores Na*dependientes contribuyen a la homeostasia de los aminodcidos,
aseguran el acceso de los aminodcidos esenciales al SNC, asi como una
concentracion de estos en el fluido extracelular de alrededor del 10% respec-
to a la del plasma (145).

En el LCR, la concentracion de los aminodcidos es inferior a la del plasma,
con algunas excepciones como es el caso de la glutamina, y estd sujeta a
variaciones poco importantes dependiendo de la edad vy el sexo (146), cir-
cunstancias fisiolédgicas (aumento postprandial) y la interaccion con algunos
farmacos como los antiepilépticos {147). El estudio de LCR es poco emplea-
do para el estudio de los aminodcidos, siendo habitualmente de mas utilidad
la sangre o la orina. Se recomienda el estudio del LCR para el diagndstico
de los deficiencios de asparragina y glutamina sintefasas, enfermedades
relacionadas con la deficiencia de serina, v la encefalopatia por glicina o
hiperglicinemia no cetésica (148).

3.2.7.2  Neurotransmisores (NT)

Llos NT son moléculas que acfian como mensajeros quimicos que transpor-
tan informacién entre las neuronas del SNC vy periférico (149). En funcién de
su esfructura quimica pueden clasificarse en fres grupos (150):

1. Aminodcidos: glicina, glutamato, &cido y-aminobutiico (GABA), mo-
noaminas o aminas biégenas ([dopamina, serofonina, epinefrina, norepi-
nefrinal).

2. Neuropéptidos: como oxifocina, vasopresina, sustancia P, péptido vo-
soactivo infestinal (VIP), galanina y ofros muchos.

3. NT atipicos: factores neurotréficos, citoquinas, monéxido de carbono,
4xido nifrico, purinas (adenosina, adenosina frifosfato) y opioides y can-
nabinoides endégenos, entre ofros.



la principal utilidad del estudio de NT en LCR se centra en el diagnéstico de
alteraciones del metabolismo y del fransporte de las aminas bidgenas, asi
como la encefalopatia por glicina y frastornos mefabdlicos que cursan con
deficiencia de serina y de folafo.

El estudio de los NT en LCR de nifios con clinica neurolégica ha puesto
de manifiesto que ofras enfermedades neurodegenerativas y adquiridas del
SNC también pueden asociarse a alferaciones secundarias en los niveles de
NT en LCR (151).

En el afio 2013 se constituyé el International Working Group on Neurotrans-
mitter Related Disorders (https://intd-online.org/), formado por clinicos e
investigadores y que tiene como obijetivo principal el estudio en red de estas
enfermedades y el desarrollo de guias de consenso para su diagnéstico y
fratamiento (152).

4 El laboratorio en el diagnéstico del sindrome neurolégico
paraneoplésico

Los sindromes neuroldgicos paraneoplésicos [SNP) son un conjunto de tras-
tornos del sistema nervioso que pueden afectar a cualquier parte del SNC
o periférico de forma localizada o difusa, que estan relacionados con la
presencia de una neoplasia, que no obedecen a invasion directa por el
fumor, metdstasis del mismo, trastornos metabdlicos ni nutricionales, infec-
ciones oportunistas, ni son consecuencia del fratamiento del cancer y cuya
fisiopatologia responde a mecanismos inmunoldgicos.

La revision del afio 2021 que actualiza los criterios para el diagnéstico del
SNP (153) define estos como desérdenes neurolégicos que (1) pueden afec-
far a cualquier parte del sistema nervioso, a menudo con una presentacion
clinica caracteristica; (2) ocurre en asociacién con cdancer; y (3] fiene una
patogénesis inmunomediada, que es apoyada por la presencia de anticuer-
pos antineuronales especificos.

Los SNP se desarrollan en aproximadamente 1 de cada 300 pacientes con
cancer y su incidencia es varia de 1,6 a 8,9 casos por millon de personas-
afio, aunque probablemente se trate de una entidad infradiagnosticada. Es
probable que el uso de los denominados immune check point inhibitors en
el tramiento del cancer incrementard la frecuencia de los SNP (154). Su
imporfancia es doble: a) habitualmente preceden al diagnéstico de céncer,
por lo que su defeccién puede servir como alarma para la busqueda de una
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neoplasia oculta, que podrd en ocasiones ser detectado en estadios preco-
ces; y b) producen una discapacidad grave.

4.1 Fisiopatologia del sindrome neurolégico paraneopldsico .
Clasificacién

la fisiopatologia del SNP no ha sido todavia complefamente estableci-
da [155). Se piensa que esfos desdrdenes se producirian en el contexto
de una respuesta inmune con produccién de anticuerpos dirigidos contra
anfigenos expresados en las células del tumor asociado y en el sistema
nervioso del huésped. Estos anticuerpos serian de dos tipos: a) anticuerpos
que se unen a antigenos infracelulares, frecuentemente asociados a cancer
(anticuerpos onconeuronales “clasicos”); y b) anticuerpos que se unen a
antigenos de la superficie celular, asociados con menor frecuencia a can-

cer (Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas clinicas asociadas a anticuerpos dirigidos frenfe a anti-
genos intracelulares vs. antigenos de membrana celular. Adaptada de (155).

SNP asociados a anticuerpos
dirigidos frente a antigenos
intracelulares

SNP asociados a anticuerpos
dirigidos frente a antigenos de
membrana celular

Frecuentemente se presentan como fenoti-
pos de alto riesgo

U i-
Frecuentemente se presenfan como fenot
pos de riesgo intermedio

Raramente ocurren en pacientes sin céncer

Pueden aparecer en pacientes sin cancer

Fisiopatologia mediada por la activacion
de linfocitos T

Fisiopatologia mediada por la activacién
de linfocitos B y produccion de anticuerpos

Enfermedad sin recurrencias con mejora i-
mitada de los sintomas

Enfermedad con recurrencias frecuentes
con mejoria o resolucion de los sintomas

En base a esfa closificacién de los anticuerpos, los SNP se dividian en 2

grupos (156):

® Mediados por inmunidad celular (anticuerpos frente a antigenos in-
fracelulares): incluye a los SNP clésicos, asociados a diferentes tipos
de tumores y con un peor prondstico, siendo la inmunoterapia y cor-
ficoides frafamientos poco eficaces.



* Mediados por mecanismos de inmunidad humoral (anticuerpos frente
a antigenos de superficie), que incluyen sindromes de la unién neuro-
muscular. En este tipo de SNP, el pronéstico es bueno con inmunote-
rapia, corficoides y plasmaféresis.

Sin embargo, la actualizacién 2021 {153) propone una clasificacion en
la que el concepto de SNP clésico es sustituido por el de “fenotfipos de
alto riesgo”, en el que el cancer representa un importante factor desen-
cadenante, por lo que su reconocimiento clinico deberia conducir a la
bisqueda de aquel. Dicha actualizacion también introduce la categoria
de “fenotipos de riesgo intermedio”, que pueden ocurrir con o sin cancer;
el reconocimiento de este fenotipo, que debe sospecharse ante un inicio
de la enfermedad répidamente progresivo (<3 meses) o la presencia de
hallazgos de inflamacion en LCR o en técnicas de imagen, debe plantear
la existencia de un SNP, especialmente en ausencia de una explicacién
alternativa, y la medida de anticuerpos antineuronales. Asi, la nueva clasi-
ficacion de los SNP vy las patologias que incluye cada categoria se reco-
gen en la Tabla 12.

Tabla 12. Clasificacién de los SNP. Adoptada de (153, 157).

Fenotipos de alto riesgo
Encefalitis limbica
Encefalomielitis
Sindrome cerebeloso répidamente progresivo
Neuropatia sensorial subaguda
Sindrome opsoclonus mioclonus
Neuropatia entérica
Sindrome midsténico de Lambert-Eaton

Fenotipos de riesgo intermedio
Encefalitis extralimbica
Encefalitis del froncoencefdlico
Encefalitis por anticuerpos contra el receptor de NMDA (NMDAR)
Sindrome de Morvan
Mielopatia aisloda
Sindrome de la persona rigida
Polirradiculoneuropatia paraneoplésica

Otros
Neuromiotonia adquirida (sindrome de Isaac)
Neuropatia auténoma autoinmune
Miastenia gravis

Miopatia autoinmune necrotizante

Abreviaturas: NMDAR: receptor del N-metil-D-aspartato.
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Ademas, la actualizacion de 2021 propone sustituir el concepto de anticuer-
pos onconeuronales “clésicos” y clasificar a los anticuerpos antineuronales
en funcion de la frecuencia de asociacion con el céncer, con independencia
de su relacién con la patogenia de la enfermedad:

1. El primer grupo incluye anticuerpos que ocurren muy frecuentemente
(>70%) en pacientes con un cancer subyacente. En la clasificacién de
2004, estos anticuerpos se denominaban onconeuronales para subra-
yar la asociacién entre cancer y sistema nervioso. Sin embargo, ahora
parece claro que algunos de esfos antficuerpos se asocian con menor
frecuencia al cancer (anticuerpos frente al receptor del dcido a-amino-
3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico [AMPAR] y al receptor del N-
metil-D-aspartato [NMDAR]) y los antigenos son expresados tanto por
el sistema nervioso como por la neoplasia. Por ofro lado, alguno de
los antigenos de los anticuerpos onconeuronales “clésicos” (Te/DNER|
no se expresan en el fumor asociado (linfoma de Hodgking). Por esta
razén, se propuso sustituir el concepto de anticuerpo onconeuronal,
que implica de forma obligatoria la expresién del antigeno por el
sistema nervioso y el tumor, por el de anticuerpos de alto riesgo, la
mayoria de los cuales estdn dirigidos frente a antigenos intracelulares

(Tabla 13).

2. El segundo grupo incluiria anticuerpos que ocurren en asociacion con el
céncer en el 30-70% de los casos (Tabla 13).

3. Eltercer grupo de anticuerpos tiene una menor (< 30%) o ausente asocia-
ciéon con céncer (Tabla 13).

Los tumores mds frecuentemente asociados con SNP son los carcinomas de
pulmén microcitico y no microcitico, mama, ovario vy linfomas (Tabla 14).
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Tabla 14. SNPy tumores mas frecuentes. Adaptado de (158).

SNP

Tumores asociados (anticuerpos)

Fenotipo de alto riesgo (SNP clésico)

Encefalomielitis

Carcinoma microcitico de pulmén (Hu, CV2) y testiculo (Ma?2)

Encefalitis limbica

Carcinoma microcitico de pulmén [Hu, GABABR), tesficulo (Ma2) y linfoma
de Hodgking (mGIuR5)

Ataxia cerebelosa

Cancer de mama (Yo), ovario (Yo), microcitico de pulmén (P/Q tipo

subaguda VGCC, SOX1] y linfoma de Hodgking (Tr). Aproximadamente el 30% de
los casos con carcinoma de pulmoén microcitico son seronegativos
Opsoclonus- Neuroblastoma (ninguno), teratfoma de ovario (ninguno), mama (Ri) y
myoclonus carcinoma microcitico de pulmén (ninguno)

Neuropatia sensorial

Carcinoma microcitico de pulmén (Hu)

Neuropatia entérica

Carcinoma microcitico de pulmén (Hu)

Sindrome midsténico

Carcinoma microcitico de pulmén (VGCC tipo P/Q). SOX1 presentes en

de lambertEaton el 60% de los casos de sindrome de LamberEaton y carcinoma microcitico

de pulmén

Fenotipo de riesgo intermedio

Encefalitis no limbica Carcinoma microcitico de pulmén (GABA bR, AMPAR), timoma (GABAGR,

AMPAR), linfoma de Hodgking [mGIuR5) y teratoma de ovario (NMDAR)
Timoma (CASPR2)

Sindrome de
Morvan

Encefalitis del

Céncer de fesficulo (Ma2, KIHL1 1), carcinoma microcitico de pulmén (Hu)
troncoencefdlico

y céncer de mama (Ri)

Sindrome de la Mama (anfifisina)

persona rigida

Mielopatias Carcinoma microcitico de pulmén (anfifisina, CV2)

Polineuropatias Carcinoma microcitico de pulmén (CV2, PCA2)

Abreviaturas: GABA (a/bJR: receptor del &cico gamma-aminobutirico; mGIuRS: receptor metabotrépico
del écido glutdmico subtipo 5; VGCC: canales de calcio dependientes de voltaje; AMPAR: receptor del
4cido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico; NMDAR: receptor del N-metil-D-aspartato; CAS-
PR2: proteina asociada a contactina-2; KIHL1 1: Kelch-like protein 11.

4.2

Criterios para el diagnéstico del sindrome neurolégico
paraneopldsico

la nueva clasificacién de los anticuerpos antineuronales es el origen de los
nuevos criterios en la actualizacion 2021 del diagnéstico del SNP, que
incorporan los anticuerpos dirigidos frente a los antigenos de la superficie
neuronal que se asocian con cancer, definidos como de riesgo intermedio,



y redefinen los SNP como de alto riesgo, anferiormente definidos como
clésicos, y riesgo intermedio. Ademds, en dicha actualizacién se considerd
que un diagndstico de SNP no podia ser establecido cuando hubiera una
coincidencia temporal del frastorno neurolégico vy el diagndstico de cancer
o por la simple presencia de un anticuerpo neuronal en ausencia de cancer.
De acuerdo a la actualizacién de 2021 (153), el diagndstico de SNP re-
quiere las siguientes condiciones (Figura 15):

1. la identificacion de un sindrome neurolégico de riesgo alto o infermedio
Y

2. la presencia de anticuerpos de riesgo alfo o intermedio y

3. Eltipo de céncer esperado por el anticuerpo asociado que se detecte o
alternativamente el cancer debe expresar el antigeno identificado por el
anticuerpo.

Figura 15. Ciiterios para el diagnéstico definitivo de SNP. Los fres criferios se
deben cumplir. Adaptada de (158).

1. Identificacion de un sindrome
neuroldgico de riesgo alto o intermedio

y

2. Deteccion de un anticuerpo neuronal
de riesgo alto o intermedio

y

3. Confirmacién del cancer subyacente:
a.Tipo de cancer concordante con el anticuerpo asociado
b.Tipo de cancer discordante pero que expresa el antigeno
reconocido por el anticuerpo asociado
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4.3 Determinacién de anticuerpos antineuronales

Los Unicos anticuerpos antineuronales que tienen valor clinico son los de tipo
IgG vy pueden ser deferminados en suero y LCR. En su andlisis, es importante
deferminar por dos méfodos los resultados positivos.

4.3.1 Anticuerpos onconeuronales cldsicos

En el caso de los denominados anticuerpos neuronales clasicos, la técnica de
deteccién de cribado es la inmunofluorscencia indirecta (IFl), seguida de un
inmunoblot de antigenos purificados recombinantes, que permitird establecer
la especificidad antigénica concreta (159); asf, un resultado positivo necesita-
r& confirmarse mediante ofro método. Los sustratos utilizados en la IFI (50, 51)
son cerebelo, cerebro y nervio periférico de primate o rata (159). En muestras
de suero las fitulaciones indicadas para la IFl son 1/10, 1/40 y 1/100,
utilizando el LCR sin diluir (159). En la actualidad, existen inmunoblots comer-
ciales para la defeccién de la mayoria de estos anticuerpos (anti-Yo, anti-Hu,
antiRi, antiMa/Ma?2, antianfifising, anti-MAP1B, anti-CRMPSy anti-Tr). Para
su estudio, normalmente se utilizan muestras de suero (con excepcion de los
anticuerpos anti-Tr]; no obstante, si la sospecha clinica es alta, ante resuliados
séricos negativos, deberian deferminarse también en LCR (160, 161).

4.3.2 Anticuerpos antineuronales dirigidos a antigenos de
superficie

los anficuerpos neuronales de superficie reconocen sus antigenos diana si
se expresan en su conformacion natfiva. Por ello, las técnicas empleadas
en su estudio han de cumplir esa condicion y entre ellas se encuentran la
inmunohistoquimica, IFl y los ensayos basados en células transfectadas. Los
anticuerpos antineuronales de superficie se detectan mejor en LCR al esfar
mas concentrados, pero con el empleo conjunto de LCR vy suero aumenta la
sensibilidad y la especificidad. Se emplea muestra de LCR sin diluir y mues-
tra de suero a dilucion 1:10 (162-163).

Para el estudio de los anficuerpos neuronales de superficie se recomienda el
empleo de un méfodo de cribado (inmunohistoquimica o IFl), seguido de un
método de confirmacién mediante el empleo de ensayos con células frans-
fectadas. El estudio de cribado mediante IFl emplea tejidos de hipocampo vy
cerebelo de roedor observandose la tincion obtenida en el corte de hipocam-



po v en las capas del cerebelo al microscopio de fluorescencia. El estudio de
confirmacién del anticuerpo se realiza también por IFl, pero empleando célu-
las transfectadas para cada una de las especificidades antigénicas. En esfe
caso, el patrén es positivo cuando hay una tinciéon granular fina del citoplasma
de un porcentaje de las células transfectadas, y no de todas, ya que no todas
las células transfectadas expresan el antigeno (fasa de expresion del antigeno

entre el 10-50% dependiendo del tipo de antigeno) (162-164).

4.4 Recomendaciones para la determinacién de anticuerpos
antineuronales

De acuerdo a los criterios 2021 para el diagnéstico del SNP (153):

a. la deferminacién de anticuerpos debe realizarse en suero y LCR, espe-
cialmente en la bisqueda de anticuerpos contra antigenos de superficie.

b. la medida de IgA e IgM carece de utilidad diagnéstica. En el diagnos-
fico del SNP, sélo el isofipo G tiene valor diagndstico.

c. Un resultado negativo para anticuerpos conira antigeno de superficie en
positivo en suero, pero negativo en LCR, deberia ser reevaluado en un
laboratorio de referencia, especialmente ante sospecha de fenotipos de
riesgo alto o intermedio.

d. los resultados positivos en blots comerciales o ensayos basados en cé-
lulas deben ser confirmados mediante inmunohistoquimica en tejido ner-
vioso, especialmente si sélo se realiza la determinacion en suero, el fitulo
de anficuerpos es bajo y/o el resultado es discordante con los datos
clinicos.

e. Evaluar de forma critica y cuidadosa los resultados positivos en paneles
de anficuerpos que son incongruentes con el fenofipo neurolégico y/o
fumor asociado.

f.  El suero y LCR de pacientes con alta sospecha de SNP, pero con defer-
minacién negativa de anticuerpos, deberian ser reevaluados en labora-
forios de referencia.
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