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RESUMEN

Objetivo: Algunos estudios histoquimicos previos en la forma desmielinizante del sindrome de
Guillain Barré (SGB), polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (AIDP) han mostrado la de-
posicién de complemento en la superficie de las células de Schwann y, por lo tanto, habria epitopos
desconocidos presentes en la superficie externa de estas células.

Métodos: Utilizamos un enfoque de base protedmica para buscar las moléculas diana de la AIDP en
las proteinas extraidas de las células del schwannoma. Se obtuvo suero de 40 pacientes con SGB,
31 controles con enfermedad inflamatoria y 46 controles normales.

Resultados: Encontramos que aquellos pacientes con AIDP post-infeccién por citomegalovirus (CMV)
tenian anticuerpos en suero contra la proteina de anclaje organizadora de membrana (moesina, mem-
brane-organizing extension spike protein), que se expresa en los procesos de los nodos de Ranvier en
célula de Schwann y es crucial para la mielinizacion. De los 40 pacientes con SGB, 6 habian tenido una
infeccion reciente por CMV y 5 de ellos (83%) tenian niveles altos de inmunoglobulina G sérica contra
la moesina. No se encontraron anticuerpos anti-moesina en ninguno de los controles con enfermedad,
incluidos 5 con infeccion por CMV, pero sin neuropatia, y sélo en 2 (4%) de los 46 controles norma-
les. La inmunocitoquimica mostré que la moesina se tefiia en los extremos distales de las células del
schwannoma al ponerlas en contacto con el suero de los pacientes con AIDP asociada a CMV, pero
no con el suero de los controles.

Conclusién: La moesina es una posible molécula blanco de los auto-anticuerpos patdgenos en
pacientes con AIDP asociada al CMV.

Clasificacién de la evidencia: Este estudio aporta evidencia Clase Il de que los niveles en suero de
los anticuerpos anti-moesina distinguen de forma precisa la AIDP asociada a CMV de la AIDP no
asociada a CMV (sensibilidad 83%, especificidad 93%). Neurology® 2014;83:113-117.

GLOSARIO

AIDP = acute inflammatory demyelinating polyneuropathy (polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda); AMAN =
acute motor axonal neuropathy (neuropatia motora axonal aguda); CMV = citomegalovirus; EM = esclerosis mdltiple; E-2D =
electroforesis bidimensional; Ig = inmunoglobulina; SGB = sindrome de Guillain-Barré

El sindrome de Guillain-Barré (SGB) se clasifica en 2 categorias principales: polineuropatia
desmielinizante inflamatoria aguda (AIDP, acute inflammatory demyelinating polyneuropathy,
una forma desmielinizante cldsica) y neuropatia motora axonal aguda (AMAN, acute mo-
tor axonal neuropathy, una variante axonal), sobre la base de criterios electrofisiolégicos.'
Mientras que se ha establecido que los epitopos de la AMAN son los gangliésidos GM1
y GD1a expresados en el axolema motor,” las moléculas blanco de la AIDP siguen siendo
desconocidas.

Autopsias de pacientes con etapas tempranas de AIDP revelaron el marcador de activa-
cién de complemento C3d y el neoantigeno C5b-9 del complejo terminal del complemento
a lo largo de la superficie externa de las células de Schwann, en asociacién con degeneracién
vesicular de la capa mds externa de la mielina. Estas observaciones sugieren que la AIDP
puede ser consecuencia de la activacién de complemento por la unién de auto-anticuerpos
con epitopos de la superficie externa de la célula de Schwann.?

Para identificar el antigeno blanco en la AIDP, utilizamos un enfoque de base proteémica
para buscar las moléculas de superficie expresadas en la linea YST-1 de células del schwan-
noma, que reaccionaron a los anticuerpos del suero de la AIDP.
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METODOS Sujetos. Reclutamos pacientes con SGB que
visitaron el Chiba University Hospital desde 1998 a 2011. Se
recolectaron muestras de suero de 40 pacientes con SGB, que
cumplfan criterios clinicos de SGB,* durante las 3 primeras
semanas desde el inicio, antes del tratamiento. De acuerdo
con los criterios electrodiagndsticos,' los pacientes fueron
clasificados como AIDP (n = 20) o AMAN (n = 9) o sin
clasificacién (n = 11). Cinco pacientes con citomegalovirus
(CMV), pero sin neuropatia, 16 con polineuropatia desmie-
linizante inflamatoria crénica y 10 con esclerosis multiple
(EM) sirvieron como controles enfermos. También fueron
incluidos 46 sujetos sanos.

Se midieron los anticuerpos séricos contra el antigeno
CMYV, inmunoglobulina (Ig) G y M, con el uso de ELISA
(Denka Seiken Co., Ltd., Tokyo, Japan). Siguiendo las ins-
trucciones del fabricante, el suero era positivo si su densidad
4ptica era mayor a 4 DE por encima del valor promedio para
las 190 muestras de controles normales. Los pacientes con va-
lores elevados de anticuerpos IgM eran diagnosticados como
infeccién por CMV y 6 pacientes con AIDP tenfan infeccidn
por CMV. Los 6 pacientes con AIDP asociada a CMV tenfan
pérdida sensitiva prominente, y 5 de ellos tenfan parélisis
facial. Dos de las seis muestras con AIDP asociada a CMV
fueron positivas (mds de la media + 2 DE de los 9 controles
normales) para anticuerpos IgM GM2 con el uso del kit ELI-
SA (MyBioSource, San Diego, CA).

Aprobaciones estdndar de protocolo, registros y consen-
timiento de pacientes. Todos los sujetos dieron su consen-
timiento informado y los procedimientos fueron aprobados
por el comité de ética del Chiba University School of Medicine.

Identificacién de la proteina luego de electroforesis bi-
dimensional en agarosa e inmunotransferencia. Fueron
aplicadas las proteinas extraidas de las células YST-1, insolu-
bles, con 4% 4-(2-hidroxietil)-1-4cido piperazineetanesulf6-
nico y solubles con urea 7 M, tiourea 2 M, 2% (w/v) CHAPS
y 0.1 M DTT. Se realizé electroforesis bidimensional (E-2D)
en agarosa como fue descripto previamente.’ Las proteinas
separadas fueron transferidas a membranas de difluoruro de
polivinilideno, y se realizé inmunotransferencia con mues-
tras de suero diluidas (1:500) y anticuerpos de cabra anti-
IgG humana conjugados con peroxidasa de rdbano picante
(1:10,000; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA). Las bandas tefidas con reactivo de deteccién de
Western Blot (ECL Plus; GE Healthcare, Waukesha, WT)
fueron detectadas utilizando un sistema de imagen para qui-
mioluminiscencia LPR-400EX (Taitec, Tokyo, Japan). Los
sectores inmunorreactivos fueron pareados con sectores de
proteinas totales tefiidos con Coomassie Brilliant Blue.

Las proteinas fueron identificadas utilizando una diges-
tién triptica en gel seguida por LTQ-XL (Thermo Scientific,
San Jose, CA) de acuerdo con métodos previamente descrip-
t0s.® Se utilizé el motor de bisqueda Mascot (versién 2.2.6;
Matrix Science, London, UK) para identificar proteinas del
espectro de péptidos EM y EM/EM. Los datos de la masa de
los péptidos fueron pareados buscando en la base de datos
humana UniProtKB (SwissProt 2011x, August 2011, 7,645
entradas).

Validacién del Western blot con el uso de proteina
moesina humana recombinante. Se separé (100 ng por
corrida) la moesina recombinante humana completa (Ori-
Gene, Rockville, MD) en geles de poliacrilamida al 7,5% y
se transfirié a membranas de difluoruro de polivinilideno, y
fueron inmunotransferidas con muestras de suero diluidas
(1:500) y anticuerpos de cabra anti-IgG humana conjugados
con peroxidasa de rédbano picante (1:10.000; Jackson Immu-
noResearch Laboratories). Se detectaron anticuerpos IgG
anti-moesina con una adquisicién de imdgenes de quimiolu-
miniscencia LPR-400EX (Taitec) luego de una incubacién
de 5 minutos con ECL Plus (GE Healthcare), y se realizaron
mediciones densitométricas de las imdgenes de bandas en
Western blot utilizando un soffware de andlisis de imdgenes,
LumiVision Imager (Taitec) en 5 minutos. El punto de corte
fue la media + 2DE de los valores de los controles sanos.

Inmunocitoquimica. Las células YST-1 fueron marcadas
con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-moesina hu-
mana (1:250; Abnova, Taipei, Taiwan) o suero del paciente
(1:1000) en buffer fosfato salino. El anticuerpo anti-moesina
fue visualizado con IgG de cabra anti-ratén conjugada Alexa
Fluor 568 (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) e IgG de
suero humano con IgG de cabra anti-humano Alexa Fluor
488 (Molecular Probes, Inc.).

Nivel de evidencia. Nos propusimos determinar si hay evi-
dencia Clase II de que el SGB asociado a CMV estd asociado
con anticuerpos IgG anti-moesina en suero en un estudio de
centro Unico.

RESULTADOS En AIDP el antecedente infeccioso
més comdn es el CMV y, por lo tanto, utilizamos
suero obtenido de un paciente con AIDP asocia-
da a CMV para la deteccién con inmunoblot por
E-2D. Se observaron 8 puntos inmunorreactivos
en el Western blot con E-2D con el suero de un
paciente con AIDP asociada a CMV, y se identi-
ficaron 6 proteinas: factor 3A de traslacién inicia-
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Identificacion de sectores de la proteina inmunorreactivos al suero de un paciente con sindrome de Guillain-Barré asociado a
citomegalovirus con el uso de electroforesis bidimensional y Western blot
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(A) Corrida de proteinas separadas extraidas de células YST-1 en membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) tefiida con Coomassie Brilliant Blue. (B, C)
La membrana PVDF reaccioné con suero diluido 1:10.000 de un paciente con polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda asociada a citomegalovirus: B;
y control normal: C. Los circulos indican la mancha vista en A y B, pero no en C, que fue identificada subsecuentemente mediante espectrometria de masas y
analisis de la base de datos como moesina.



Figura 2 Nivel de anticuerpos anti-moesina en muestras de suero de pacientes con Sindrome de Guillain
Barré, controles con enfermedades inflamatorias y controles sanos
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(A) Andlisis de Western blot de las muestras de suero de pacientes con sindrome de Guillain-Barré (SGB) (polineuropatia
desmielinizante inflamatoria aguda [AIDP] asociada a citomegalovirus [CMV], AIDP no asociada a CMV, y neuropatia mo-
tora axonal aguda [AMAN]), pacientes con infeccién por CMV sin SGB, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
(CIDP), esclerosis multiple (EM) y controles normales (CN), marcadas con un anticuerpo anti-moesina. “Todos los SGB”
incluyeron los pacientes sin clasificar mediante los criterios electrodiagnésticos. (B) La densitometria del Western blot revel6
que el 83% (5 de 6) de las muestras de suero individuales de pacientes con AIDP asociada a CMV tenia niveles de auto-
anticuerpo anti-moesina por encima del valor de corte (linea punteada). Las lineas sélidas indican los valores medios para

cada grupo.

cién eucaridtica (eIF3A), factor de empalme 3 su-
bunidad 1, septina-11, a-enolasa, ribonucleopro-
tefnas nucleares heterogéneas A2 y B1, y proteina
de anclaje organizadora de membrana (moesina).
De las 6 candidatas, s6lo la moesina es una pro-
tefna de membrana plasmdtica expresada por las
células de Schwann (circulo blanco en la figura
1; ntimero de acceso SwissProt: P26038; puntaje

MOWSE [candidato principal]: 2.136; cobertura
de secuencia: 60%).

De los 40 pacientes con SGB estudiados, 7 de-
mostraron una marca intensa de moesina (indicada
por una banda de densidad de moesina en Western
blot > 2 DE por encima de la media de los contro-
les sanos), incluso 5 de los 6 pacientes con AIDP
asociada a CMYV (figura 2). Por lo tanto, la mayoria



Figura 3 Localizacion subcelular de la tincion por inmunofluorescencia de anti-
moesina y suero de células YST-1 de schwannoma
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(A-F) Patréon de inmunomarcacién de células YST-1 incubadas con inmunoglobulina
G sérica de pacientes con polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (AIDP)
asociada a citomegalovirus (CMV) o (G-L) de controles sanos. Los paneles D-F y J-L
son imagenes agrandadas de areas definidas por los cuadrados blancos en A-C y
G-I, respectivamente. Solo las muestras de suero de los pacientes con sindrome de
Guillain-Barré asociado a CMV y anticuerpos monoclonales contra moesina tifieron
los extremos distales de las células YST-1. Linea: 20 ym.

de los pacientes con AIDP asociada a CMV (5/6,
83%) tenia anticuerpos séricos anti-moesina. Por
otro lado, ninguno de los 9 pacientes con AMAN,
uno de los 11 pacientes con SGB sin clasificar, nin-
guno de los 5 pacientes con infeccién por CMV sin
neuropatia, ninguno de los 16 pacientes con po-
lineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica,
ninguno de los 10 pacientes con EM y sélo 2 de
los 46 pacientes control (4%), tenfan muestras de
suero reactivas a la moesina, lo que sugiere que la
moesina es un autoantigeno especifico que da lugar
a una AIDP asociada a CMV. En 2 pacientes con
AIDP asociada a CMV los estudios de seguimien-
to mostraron que los niveles de auto-anticuerpos

anti-moesina se redujeron significativamente luego
de 3 meses y 12 meses, respectivamente (datos no
mostrados).

Los andlisis de inmunocitoquimica mostraron
que los extremos distales de los procesos celulares
YST-1 y sus ldminas principales se tefifan fuerte-
mente con la muestra de suero de un paciente con
AIDP asociada a CMV que expresaba auto-anti-
cuerpo anti-moesina (figura 3, A-F), mientras que
no se detecté inmunofluorescencia en los controles
sanos (figura 3, G-L). Las evaluaciones inmunohis-
toquimicas que utilizan nervios cidticos de ratén
también demostraron que la IgG de pacientes con
AIDP asociada a CMV anti-moesina positivos se
une al antigeno en el nodo de Ranvier, que se colo-
caliza con la moesina.

DISCUSION Mientras que ya se sabe que en AMAN
las moléculas blanco son glucolipidos, los objetivos
inmunoldgicos en la AIDP serfan proteinas. Nues-
tros resultados muestran que la moesina es una
posible molécula blanco en la AIDP luego de una
infeccién por CMV. Mientras que los anticuerpos
anti-moesina fueron encontrados frecuentemente
en pacientes con AIDP asociada a CMV, el niimero
de pacientes era pequefio y sélo se estudiaron pa-
cientes japoneses. Estas fueron las limitaciones en
este estudio y se necesita un estudio més grande que
incluya pacientes no japoneses.

La moesina es un miembro de la familia de
proteinas ERM (ezrina, radixina y moesina). Las
células de Schwann expresan proteinas ERM en
las microvellosidades y la fosfoactivacién local da
lugar a un crecimiento dindmico de comporta-
miento tipo cono y la formacién del nodo en los
extremos distales en los cultivos por explantes de
nervios,” esto sugiere fuertemente que la moesina
tiene una funcién critica en la mielinizacién. Del
andlisis inmunocitoquimico, los anticuerpos séri-
cos IgG del SGB asociado a CMV eran inmuno-
rreactivos con la moesina en los extremos distales
de YST-1 (figura 3). El patrén de inmunomarca-
cién también fue similar al reportado previamente
en células de Schwann marcadas con muestras de
suero de 24% de pacientes con SGB, aunque ni el
patégeno ni el antigeno en los extremos distales
fueron identificados.®

Los anticuerpos anti-moesina también fueron
encontrados en algunos pacientes con anemia apli-
sica adquirida del tipo hemoglobinuria paroxistica
nocturna.” Sin embargo, no hay una conexién apa-
rente entre la anemia apldsica y el SGB; por lo tanto,
es probable que los anticuerpos anti-moesina encon-
trados en pacientes con estas 2 enfermedades reco-
nozcan epitopos distintos de la proteina moesina.

Para establecer el mimetismo molecular entre la
moesina y las proteinas de CMV, se analizaron se-
cuencias de aminodcidos con el programa BLAST,
que compara 2 secuencias proteicas utilizando
un algoritmo de alineacién local. Uno de los re-
sultados sugirié que 6 aminodcidos consecutivos
(HRGMLR) coincidian entre la moesina y la pro-
teina del CMV “Fosfoproteina 85”. Esta candidata



fue una de las posibles moléculas diana y se requi-
rié mayor andlisis.

De otros auto-anticuerpos pueden surgir casos
de AIDP asociados a otros patégenos. Por ejem-
plo, las proteinas nodales/paranodales, tales como
la neurofascina, la contactina y la gliomedina, son
candidatas adicionales para ser moléculas diana en
pacientes con SGB. La gliomedina y la moesina se
colocalizan en el nodo de Ranvier' y, por lo tanto,
los auto-anticuerpos contra ambas pueden desenca-
denar desmielinizacién en el mismo lugar o cerca,
y presentar una AIDP. Necesitamos analizar la fun-
cién molecular del auto-anticuerpo anti-moesina
en la patogénesis de la AIDP en futuros estudios.
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