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  RESUMEN

Durante la epidemia de neuropatía ocurrida en Cuba en los años 1992/1994 se aislaron del líquido cefalorraquídeo de
agentes virales relacionados antigénicamente con los virus Coxsackie. Para establecer una función de estos virus en la etigenia
de la enfermedad se seleccionaron las cepas 47/93 IPK identificada como Coxsackie A9 y la cepa 44/93 IPK de efecto 
ligero (ECP-L) y se realizó un estudio de sus características antigénicas mediante Western Blot. Se comprobó la 
antigénica entre ambas cepas y se demostró la ausencia de proteínas estructurales en su forma nativa en los agentes d
partir de estos resultados se plantea la posibilidad de que la persistencia sea un mecanismo por el cual estos virus parti en la
etiopatogenia de la neuropatía epidémica en Cuba.

Descriptores DeCS: NEURITIS/ líquido cefalorraquídeo; NEURITIS/ etiología; VIRUS COXSACKIE/ aislamiento & purificació
CUBA.
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Aunque determinados agentes biológicos han s
reportados como causa probable de neuropatías
epidémicas,1 el primer reporte en que se encontraron
virus en el líquido cefalorraquídeo (LCR) de paciente
con neuropatía tropical ocurrió durante la epidemia
Japón en 1971, pero la función de estos virus nunca se
aclaró.2

La epidemia de neuropatía ocurrida en Cub
constituye la segunda evidencia de la presencia de v
en el LCR de pacientes con neuropatía epidémica, p
de éste se aislaron agentes virales que mostraron 2 
o

e

,
s

es
os

de efectos citopatogénicos: uno típico de Enterovirus,
en un reducido número de casos, que se identificó c
Coxsackievirus A9; y otro de progresión lenta y lig
(efecto citopático ligero: ECP-L) en la mayoría de l
pacientes, cuyo agente responsable no se p
identificar pero por prueba de neutralización
relacionó antigénicamente con los Coxsackievirus
y B4.3

Aunque los patrones epidemiológico e inmunológ
encontrados,4-6 no apoyan una infección aguda con 
características clásicamente conocidas y por ta
érito.
1 Master en Virología. Licenciado en Microbiología.
2 Doctor en Ciencias Médicas. Especialista de II Grado en Microbiología. Investigador De M
3 Especialista de I Grado en Microbiología.
4 Master en Virología. Licenciado en Microbiología. Investigador Auxiliar.
5 Técnico en Microbiología.
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muestran poca evidencia de que la enfermedad tuv
carácter infeccioso, el alto porcentaje de aislamien
encontrados en los LCR de los pacientes, así com
obtener aislamientos en 2 sistemas independientes3

sugieren que estos agentes virales deben partic
en la etiopatología de la neuropatía epidémica en Cuba

Teniendo en consideración estos hallazgos, 
propusimos realizar un estudio antigénico de los age
virales aislados durante la epidemia mediante Wes
Blot con los objetivos de profundizar en las característ
antigénicas de éstos y determinar posibles mecanis
por los cuales estos virus participan en la etiopatog
de la neuropatía epidémica en Cuba.

MÉTODOS

Antígenos. Para este estudio se seleccionaron la c
47/93 IPK identificada como Coxsackievirus A9 y la ce
44/93 IPK de ECP-L y se procedió a la preparación de
antígenos virales mediante el método descrito 
Mertenz y otros.7 Además, se preparó un antígeno cont
de células Vero no inoculadas utilizando esta mis
metodología.

Western-Blot. Los diferentes antígenos fuero
sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida
presencia de duodecil sulfato de sodio.8 Se preparon
2 corridas electroforéticas con los antígenos agrupa
de la forma siguiente:

- Corrida 1-Gel 1: antígeno 44/93 IPK, antígeno 47/93 IP
antígeno Vero.

- Corrida 2-Gel 2: antígeno 44/93 IPK, antígeno 47/93 IP
antígeno Vero.

Luego se realizó la transferencia de las proteí
separadas en los geles a las membranas de nitroce
correspondientes, las cuales fueron bloqueadas
tampón fosfato salina que contenía Tween 20 al 0,05
leche descremada al 5 % (PBS-T20-leche)  durante 1 h a
temperatura ambiente. Después de retirar la solució
bloqueo, las membranas fueron incubadas toda la n
a 4 °C en agitación con los sueros hiperinmunes
conejos contra los antígenos virales3 y se distribuyeron
como se muestra en la tabla.

Al concluir esta incubación las membranas fue
lavadas e incubadas con el conjugado anti-Ig de co
peroxidasa diluido 1/1 000 en PBS-T

20
-leche. Luego se

realizaron lavados similares a los ya descritos y se proc
a revelar la reacción con el sustrato de la enzima.
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TABLA.  Distribución de los sueros hiperinmunes de conejo en 
membranas de nitrocelulosa

Membrana      Proteínas de los antígenos     Sueros hiperinmu

44/93 IPK
1 47/93 IPK Suero 44/93 IPK

Vero

44/93 IPK
2 47/93 IPK Suero 47/93 IPK

Vero

RESULTADOS

Membrana 1. El suero hiperinmune a la cep
44/93 IPK reconoció en el antígeno obtenido de la
cepa 47/93 IPK (Cox A9) 2 proteínas que por su pes
molecular de 30 y 20 kD, respectivamente, son compatib
con las proteínas estructurales VP1 y VP3 de l
Enterovirus, mientras que con el antígeno homólogo s
ponen de manifiesto proteínas de un peso molecular
43 kD no compatibles con las proteínas estructurales
los Enterovirus (fig. 1).

Membrana 2. El suero hiperinmune a la cep
47/93 IPK reconoció en su antígeno homólogo la
proteínas estructurales VP1 y VP3 de 30 y 20 k
respectivamente y no se obtuvo señal de reconocimie
con el antígeno obtenido de la cepa 44/93 IPK (fig.2).

En ambas pruebas el antígeno preparado con 
células Vero, utilizadas como control, mostró resultad
negativos (figs. 1 y 2).

Fig. 1. Prueba de Western Blot con suero hiperinmune a 
cepa 44/93 IPK.
44: Antígeno de cepa 44/93 IPK (ECP-L).
47: Antígeno de cepa 47/93 IPK (Cox A9).
V: Antígeno de células Vero.
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Fig. 2. Prueba de Western Blot con suero hiperinmune a la c
47/93 IPK.
44: Antígeno de cepa 44/03 IPK (ECP-L).
47: Antígeno de cepa 47/93 (Cox A9).
V: Antígeno de células Vero.

DISCUSIÓN

La reactividad cruzada del suero hiperinmune a
cepa 44/93 IPK con los antígenos virales demuestr
relación antigénica entre ambas cepas y concuerdan
los resultados obtenidos por microneutralización
caracterizar los aislamientos de ECP-L como Enterovirus
relacionados antigénicamente con Cox A9 y Cox B4.3,9

La ausencia de reconocimiento del antíge
preparado con las células Vero utilizadas para realiza
aislamientos permiten considerar que el reconocimie
de los sueros es virus específico y no producto
anticuerpos contra estructuras celulares. Confirman
vez más, que los aislamientos no constituían virus late
en los sistemas celulares utilizados para obtenerlos

La   ausencia   de reconocimiento  del suero a
-47/93 IPK a la cepa 44/93 IPK y la obtención, con s
suero homólogo, de proteínas de peso molecular d
kD, no compatibles con las proteínas estructurales d
Enterovirus, se corresponde también con la prueba
neutralización cruzada.

De estos resultados no se puede inferir que ex
deleción de la parte del genoma que codifica para
proteínas estructurales en la cepa 44/93 IPK, pero su
que en las proteínas estructurales de los agentes de
-L puedan existir modificaciones que repercutan en
estructura del virión y den lugar a una aparente falta
proteínas estructurales, por lo menos en su forma na
Estas modificaciones pueden conllevar a un cambio
los principales sitios antigénicos y de esta forma burla
sistema inmune y establecer persistencia.10
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Los Enterovirus, aunque de forma usual son lítico
bajo ciertas condiciones como en la presencia de
genoma viral defectivo o una replicación defectiva pued
causar infección persistente. La persistencia viral es
hipótesis reciente y altamente atractiva que explica có
los  Enterovirus o la interacción virus-inmunidad puede
causar daños en los tejidos u órganos, en partic
durante la fase crónica de muchas enfermedades.11

Varios autores han demostrado este mecanism
la persistencia de Enterovirus en algunas enfermedade
crónicas. Woodall y otros,12 encontraron por análisis d
la secuencia de la región 5´no codificante del genoma
Enterovirus detectado en tejido del sistema nervio
central de casos de enfermedades de las neur
motoras, cambios en la estructura secundaria de la re
que actúa como sitio de entrada ribosomal y sugirie
que la persistencia puede estar dada por una inefici
traducción del polipéptido viral.

Gerling y otros,13 plantearon la posibilidad de que 
diabetes mellitus puede ser causada por la infecc
persistente con Cox B4 defectivo no citopatogénico,
células B pancreáticas humanas. Otro Picornavirus (foot
and mouth disease virus) puede causar infección
persistente en cabras con viriones inmaduros c
deleciones de hasta 3 kb.14

Los resultados obtenidos por estos autor
sustentan los nuestros y permiten sugerir que 
modificaciones en las proteínas estructurales encontr
en la cepa 44/93 IPK pueden  repercutir  en la persiste
de estos agentes de ECP-L, y perpetuar de esta man
estímulo antigénico o producir daño por sí sola. Tod
estos resultados nos permiten concluir que:

1. Los agentes de ECP-L carecen de proteín
estructurales, por lo menos en su forma nativa.

2. La persistencia puede ser considerada como
mecanismo por el cual estos virus participan en
etiopatogenia de la neuropatía epidémica en Cuba

SUMMARY

During the epidemic of neuropathy occurred in Cuba from 19
to 1994 viral agents antigenically related to the Coxsackie viru
were isolated from the cerebrospinal fluid of patients. To estab
a function of these viruses in the etiopathogeny of the disea
strains 47/93 IPK identified as Coxsackie A9 and the strain 44
of light cytopathic effect were selected to conduct a study of th
antigenic characteristics by Western Blot. It was proved that th
is an antigenic relationship between both strains and it was 
demonstrated the absence of structural proteins in their na
form among the agents of light cytopathic effect. According 
these results, it is stated the possibility that persistance may 
mechanism through which these viruses take part in 
etiopathogeny of epidemic neuropathy in Cuba.

Subject headings: NEURITIS/cerebrospinal fluid; NEURITIS/
etiology; COXSACKIE VIRUSES/isolation & purification; CUBA.
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