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RESUMEN

Se amplificaron secuencias virales del LCR empleando liquido cefalorraquideo de pacientes con el empleo de oligonucleétidos

homélogos con la region 5'de Idsnterovirus los resultados arrojaron una gran variabilidad en las secuencias amplificadas,
sugiriendo la presencia de cuasiespecies enterovirales con propiedades bioldgicas alteradas en los individuos estresaliws, que p
desempefiar una funcién fundamental en el dafio neurolégico.

Descriptores DeCS:NEURITIS/ epidemiologia; NEURITIS/ etiologia; BROTES DE ENFERMEDADES; CUBA.

El hombre siempre ha estado expuesto a epidemiasiospedero y agotan al sistema inmune del organismo. De
causadas por microorganismos (evidencias obtenidas asa forma se seleccionan variantes mas virulentas que
partir del estudio de la momia del fard&&mséy sugieren logran vencer las defensas inmunoldgicas, establecer la
que &te pudo habemuerto de viruela hace mas de infecciény diseminarse con rapidez, e inclusive se dan el
3 000 aflos}.Cuando hacaproximadamente 10 000 afios lujo de matar a sus victimas.
el hombre comenzo a practicar la agricultura, se produjo  La segunda transicién epidemioldgica se produjo
la primera transicion epidemiol6gitkos grupos humanos  cuando en los afios 70 el hombre parecia haber controlado
abandonaron la vida nomada y comenzaron a modificar ldas enfermedades infecciosd@ntonces se penso que el
naturaleza y entraron en contacto con agenteshombre se moriria de atagues "internos"y no por agentes
transmisores de nuevos patégenos como el tifus. como los parasitos. Se inicié la era de la lucha contra el

El desarrollo de las sociedades clasistas, la apariciorcancer, la arteriosclerosis, las enfermedades
del comercioy el incremento en la produccion agricolay cardiovasculares, la obesidad y las enfermedades
la domesticacion de animales, hizo que crecieran y seneurodegenerativas asociadas con el envejecimiento.
relacionaran los grupos humanos entre si y con nuevas En las Ultimas 2 décadas, no obstante, la globalizacion
especies vegetales y animales. Ello llevo a la aparicion delel comercio, las relaciones internacionales y la
grandes epidemias como la de influenza ocurrida en 1918destruccion de los ecosistemas han producido la tercera
que causo la muerte a 21 000 000 de personas en pocamansicion epidemioldégica marcada por la aparicién de
meses. enfermedades emergentes (no descritas con anterioridad)

Desde entonces el hombre y los parasitos hany reemergentes (anteriormente controladas) que estan
evolucionado en su mutua relacion. En algunos casos elevirtiendo, en alguna medida, los efectos de la
hombre se va volviendo mas resistente y el parasito menosegunda transicioh.
virulento, garantizandose asi la supervivencia de ambos, Entre los agentes y enfermedades emergentes y
ya sea por beneficio mutuo (mutualismo) o por beneficio reemergentes se pueden mencionar: la hepatitis C, el Ebola
de uno de ellos sin dafio al otro (comensalismo). En otrosy los hantavirus que destruyen con rapidez y eficacia a
casos, como ocurre para el HIV y otros virus ARN, sus victimasCampylobacteque causa miles de muertes
diferentes variantes del virus compiten por el mismo por el consumo de carne de pollo contaminada;

1 Grupo para el estudio de la neuropatia epidémica y Division de Genética de Células de Mamiferos.
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Escherichia coli0157:H7, una variante mutada de una 4. EI germen debe ser reaislado de los animales
bacteria normalmente inofensiva; el HIV causante del sida; experimentalmente infectados.
los priones causantes de la enfermedad de Creutzfeldt-
-Jakob en humanos y de las "vacas locasgionella No obstante haberse demostrado su universalidad,
pneumophila causante de la enfermedad de los varias enfermedades asignadas a infecciones virales
Legionarios; Borrelia burgdorferi, causante de la como los virus lentos, el virus delepatitis C y el HIV-1
enfermedad de Lyme y la neuropatia epidémica (NE) queno cumplen con los postulados de Kéch.
en fecha reciente afect6 a nuestro pais.
La NE se consideré una enfermedad emergente
relacionada con el estrés nutricional y psicomental queEPIDEMIA DE NEUROPATIA EN CUBA
se produjo en el pais como consecuencia del
agravamiento de la situacion economica. La caida del  Una epidemia de neuropatia que produjo sintomas
campo socialista y la agudizacion del bloqueo centralesy periféricos ocurrio en Cuba entre 1991 y 1993,
norteamericano a Cuba condicionaron la disrupcion delreportandose hasta octubrel @83 alrededor de 50 000 ca-
balance nutricional en el pais, que posiblemente con lasos. La enfermedad fue nombrada como neuropatia
participacion de un virus, causaron esta enfermédad. epidémica (NE) y presenté 3 cuadros clinicos: uno
La direccion del pais llamo a todas las instituciones puramente ocular (neuropatia optica), otro en forma de
cientificas a estudiar y enfrentar la epidemia. Los aportesneuropatia periférica y casos mezclados. La
que han hecho los diferentes grupos al estudio de la NEcaracterizacion clinica y epidemioldgica de la enfermedad
han permitido esclarecer muchos de los elementosha sido publicada con anterioridatlo se reportaron
relacionados con su etiopatogenia. Ello constituye unmuertes y la incidencia de la enfermedad decrecié de
reto para los grupos de investigacion y un deber pargorma sustancial a partir de junio de 1993, esto coincidio
con el pais y el mundo, pues una situacion como éstaon el comienzo del suministro de polivitaminas orales
pudiera repetirse en cualquier lugar del planeta. por el Ministerio de Salud Publica a toda la poblacion,
Este articulo recoge un resumen de las hipotesisaunque en provincias como Ciudad de La Habana la
experimentos y resultados de nuestro grupo de trabajadministraciéon de vitaminas a la poblacion no se
en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB)acompaiié de una disminucion en la incidencia de NE. No
y su relacion con los resultados de otros grupos. Commbstante, se reportan nuevos casos cadé®afio.
habiamos hecho anteriormeritagmos seguido el Se sugirieron diferentes hipétesis sobre la causa de
enfoque de enfrentar la hipotesis viral a los postuladosa enfermedad con la participacion de factores toxico-
de Koch y de esta forma validar nuestros resultados y-nutricionales y biol6gicos. La hipotesis toxico-nutricional
evidenciar la via por la que se relacionan con los de otrosha sido respaldada por evidencias de laboratorio, que
grupos, para proponer una hipotesis etiopatogénica delemuestran la participacion de factores generales,
la NE integrada y capaz de concebir medidas para swstacionales, de proteccion y de riesgo de estrés
prevencion y tratamiento. nutricional, oxidativo y ambientaf:>'que pueden haber
actuado como una condicién de base para la enfermedad.
Las evidencias sobre la participacién de agentes

POSTULADOS DE KOCH infecciosos en la enfermedad fueron apareciendo desde
los comienzos del estudidt
En 1884, el bacteridlogo alemBobert Koctdefinid Aunque varios hallazgos clinicos en la NE fueron

un ensayo para probar que una determinada enfermedacbnsistentes con cuadros de neuropatias téxicas o
es causada por un agente infeccibs&ste ensayo, metabdlicas, otros evidenciaron el compromiso de
conocido como los Postulados de Koch, se ha convertidgpequefias fibras nerviosas en adicion a las fibras largas
en una regla general para la investigacién biomédica. de mielina, cominmente involucradas en las neuropatias
Los postulados, segun los definié el cientifico toxico-metabdlicast La epidemia cedi6 sin cambios en
aleman, mantienen que: los factores de riesgo que fueron identificados en los
estudios de campo (disponibilidad de alimentos y habito
1. El germen debe encontrarse creciendo o haber crecidde fumar)! lo que sugiere que otros factores pueden
en todo los pacientes. haber desempefiado una funcion en la epidemia.
2. Elgermen debe aislarse y multiplicarse en el laboratorio. La disminucién en los casos de la epidemia puede
3. El germen purificado debe causar la enfermedadexplicarse por la eliminacion del agente predisponente
cuando se inocule en otro hospedero. (con la administracion de las vitaminas orales por ejemplo),
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por la eliminaciéon de susceptibles o por una combinacion
de ambos factores.

AGENTE INFECCIOSO

En la busqueda de agentes infecciosos dentro del
cuadro de la epidemia, se analizaron muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes y controles sanos.
Se detect6 un efecto citopatico (ECP) ligero en el 93 % de
las muestras de pacientes y en el 9 % de los controles
cuando las muestras de LCR se inocularon en lineas
celulares derivadas de rifién de mono verde afri€dre.
terapia con interferén alfa-2b recombinante (Heberon- [

-alfaR; Heber Biotec S.A., Habana, Cuba) redujo el gig pendograme# que representa la divergencia entre los
porcentaje de LCR con ECFSe detectaron ademas por aislamientos virales realizados a partir del liquido cefalorraquideo
amplificacién de ADNc (RT-PCR) secuencias homologas de pacientes con NE y donde se evidencia la formacién de

aEnterovirusen el 36 % (40/111) de los pacientes yen g| cuasiespecies enterovwales._ F:omo r(_a]‘erenma se |nc_|uy0 al Ccy)xA9
o (cepa Griggs)? Se secuencié la region correspondiente al 5'no
8 % (1/12) de los controlés. traducido del genoma, aislada por amplificacién en cadena de la

Los virus aislados en la mayoria de los pacientespolimerasa con el empleo de oligonucleétidos capaces de amplificar
son de dificil multiplicacién (cotitulos entre 19y esta region en IoE_nterovirusm_ Los aislamientos 62.3, 62.4,62.8,y
10° UFP/mL) con un efecto citopatico lento en células 622 fueron obtenidos del mismo paciefite.
de rifibn de mono verde africano, con la formacion de
placas virales de menos de 1 mm de dianiétrg.

Por microscopia electronica, el virus aparece enforma ~ Postulado 1El virus se encontraba en la mayoria de
de particulas esféricas no envueltas con diametros entrtS pacientes con NE:

28 y 30 nm con presencia de particulas vaéfagstas ) ) _ )

particulas tienen una densidad de flotacion en CsCl de= OPtuvimos 93 % de aislamientos virales en LCR de
1,30 g/mL313Los virus son resistentes al tratamiento con ~ Pacientes? Esto se considera sumamente alto para
pH9 y 70-80 mg/mL de hidrocloruro de guanidina y L.CR' ,De. forma ad|C|onaI,.Ia pQS|b|I|dad de ;obre-
sensibles frente al pH3, el calor en presencia de cloruro diagnostico durante la epidemia puede explicar en

. . . 0
de magnesio 1My el tratamiento por 1 h con 20 % de éter alguna medida la dn‘erenma con ?I 100 A’

13 — Todos los sueros estudiados tenian anticuerpos contra
0 1 % de cloroformé:

o la proteina VPO del C-47/IPK (aislamiento que presenta
La caracterizacién molecular del genoma de estos

. % | ia d . . i al similitudes antigénicas con los aislamientos
virus arrojo la presencia de cuasiespecies enterovirales - o conirados en lamayoria de los casos d&#NB)2S6lo
en el LCR de los pacientes con NE (fi{§.).

e , 9 . los sueros de los pacientes con NE mostraron
De estos analisis derivamos las siguientes reflexiones: anticuerpos tipo IgG y/o IgM/IgA contra la proteina
) ) . VP1 del aislamiento C-47/IPR.
1. El agente viral es Upicornavirus. — El hallazgo de 9 % de ECP en los controles puede
2. Presenta similitudes y diferencias corboterovirus explicarse por las dificultades en seleccionar un

y aparece en forma de cuasiespecies enterovirales.  yerdadero control, pues como se demostré por
3. Enel cuadro de la epidemia, el virus debe desempefiar estudios inmunolégicos, el virus circulé en la

una funcion fundamental en el dafio neurologico en  poblacion sin que ello se correlacionara con la aparicién
combinacién con el dafio producido por el estrés e sintomas clinicds.
nutricional y oxidativo.

CoxA9

62.9
62.3
1
2.4
62.8

Postulado 2.El virus se multiplicéin vitro y se

caracterizo parcialmente:
ENSAYO DE LOS POSTULADOS DE

KOCH EN LA NEUROPATIA EPIDEMICA — La caracterizacion fisico-quimica y biolégica de los

. . ] aislamientos virales evidencié que estdbamos en
Los resultados obtenidos con los virus aislados de presencia de cuasiespecies enterovirales con

pacientes con NE se enfrentaron a los postulados de propiedades bioldgicas alteradas (véase el acapite
Koch. sobre el agente infeccioso).
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Postulado 3Resultados preliminares sustentan la
posibilidad de que en monos verdes inoculados con los
aislamientos 1G-28/93 e 1G-32/93 se reproduzcan algunos
de los hallazgos hechos en pacientes con NE:

— Se disefaron experimentos en monos verdes
(Cercopithecus aethiopgdn busca de un modelo
experimental que reprodujera en lo posible las
condiciones que segun nuestra hipoétesis, inciden de
manera predominante en el desarrollo de la enfermedad:
déficit vitaminico del complejo B y otros nutrientes,
estrés oxidativo y presencia del agente infeccioso.
Los monos se sometieron a una dieta deficiente en
tiamina y otras vitaminas del complejo B, lipidos y
proteinas, y una vez comprobada la deplesién de™
vitamina B y la instauracion de un cuadro de estrés
oxidativo, se inocularon por via intratecal con los
aislamientos virales 1G-28/93 o 1G-32/93 con
soluciéon salina para el caso de los controles,
sometiéndose a los analisis de presencia del virus en
el LCR varios dias después de la inoculacién,
anatomopatoldgicos, genéticos, bioquimicos y de
memoria a los 10 min, entre otros.

Estos andlisis arrojaron como resultados preliminares
hallazgos distintivos de los monos inoculados con los
aislamientos virales:muerte neuronal en la region
mesaencefalica, vacuolizacion severa del sistema
nervioso central y periférico y miocarditis (hallazgos
de patologia), aumento del indice de intercambio de
cromatidas hermanas y disminucién del nimero de
células en segunda division y del indice mitético 3
(hallazgos genéticos), signos de estrés oxidativo
(hallazgos bioquimicos) y pérdida de la memoria a los
10 min que se agrava después de la infeccion viral.
Exceptuando los de patologia, todos fueron hallazgos
hechos también en los pacientes con’NE.

Postulado 4.El virus se reaislé6 de monos verdes
africanos infectados con el aislamiento 1G-26/93:

— En monos verdes africanos infectados por via intratecal
con 10 DICT,, particulas virales infectivas del
aislamiento 1G-26/93 se reaisl6 el virus de sangre, 72 h
después de la infectaciéh.

HIPOTESIS ETIOPATOGENICA
DE LA NEUROPATIA EPIDEMICA

susceptibilidad a enfermedades, incluso aquéllas
provocadas por infecciones viral&g* Esta
demostrado que el estrés aumenta la posibilidad de
generacion de cuasiespecies virales con propiedades
biolégicas alteradas (patogenicidad, tropismo,
etc.)52° Aunque estas cuasiespecies virales existen
generalmente en equilibrio (el alto grado de
mutagenicidad no siempre conduce a una rapida
evolucion pues no aparecen variantes mejor adaptadas
que la original), condiciones como el estrés nutricional

y oxidativo, que promueven el desequilibrio, pueden
favorecer una rapida evolucién aleatoria con el
predominio de nuevas cuasiespecies virafés.

Se han postulado 2 hipoétesis principales sobre el
origen viral de la NE: (a) la activacion de genomas
virales rearreglados en personas estre¥agd#ls) la
infeccion y generacion en personas estresadas de
cuasiespecies virales con propiedades biolégicas
alteradas® Nosotros consideramos que nuestros
resultados refuerzan la segunda hipotesis como la mas
probable, pues el estrés oxidativo y nutricional que
afect6 a los pacientes de NE propicia la generacion de
cuasiespecies virales con propiedades biolégicas
alteradas, lo que resulta en un alto grado de variabilidad
genética en los aislamientos viraleEn el caso de la
primera hipétesis, sin embargo, los virus "activados"
deben ser menos competentes para la replicacion y
por tanto, menos capaces de generar cuasiespecies
con un alto grado de variabilidad genétita.

Papel del virus en el dafio neurolégico. El virus puede
compartir determinantes antigénicos con componentes
del sistema nervio$é® que pudieran propiciar
reacciones de tipo autoinmune como se ha postulado
por algunos para la esclerosis multiffi&.En efecto,
recientemente se demostré la participacion del
mimetismo molecular en el desencadenamiento de la
enfermedad autoinmune después de la infeccién por
el virus del herpes simple tipo*10tros virus, sin
embargo, desencadenan la respuesta autoinmune a
través de la "activacion aberrada" del sistema inrffune.
Otras causas relacionadas con el comportamiento
biolégico alterado del virus pudieran también ser
responsables de este dafio. Muchos virus, asociados
con diferentes enfermedades, poseen mecanismos que
interfieren con las defensas celulares antivitefs.

Nuestra hipétesis emplea 3 elementos fundamentalestNVESTIGACIONES FUTURAS

1. Participacion del estrés nutricional y oxidativo. Muchas

Las investigaciones futuras deben estar encaminadas

de las evidencias encontradas en los pacientes de NB& profundizar en la caracterizacion de las manifestaciones
son compatibles con neuropatias de origen clinicas de la enfermedad, y su evolucién y curacion, asi
nutricional?1®1El estrés también puede aumentar la como en los mecanismos etiopatogénicos.
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Los grupos de investigacion involucrados en el SUMMARY

estudio de la NE abordaran diferentes aspectos. Nosotrosv,_
para esclarecer ain méas los mecanismos etiopatogénicqé

ral sequences of the cerebrospinal fluid were amplified by using
ygonucleotides that are homologous to region 5’of the

de la enfermedad proponemos, en colaboracion con otrognteroviruses. The results showed a great variability in the

grupos, encaminar nuestras investigaciones hacia: amplified sequences, suggesting the presence of enteroviral quasi-
species with altered biological properties in the stressed individuals

1. Desarrollar y caracterizar un modelo animal que

that may play an important role in the neurological damage.

reproduzca algunos de los hallazgos hechos en la NEgupject headings NEURITIS/epidemiology; NEURITIS/
2. Realizar un ensayo que combine los aspectostiology; DISEASE OUTBREAKS; CUBA.

nutricionales con los virolégicos en zonas de baja,
media y alta incidencia de la enfermedad en pacientes

y controles.
3. Profundizar en la caracterizacion molecular de los .
aislamientos virales. 2.

4. Estudiar "activacién¥s. "circulacién” dentro de la
hipétesis viral de la NE.

5. Profundizar en el "mimetismo molecular" como 3.
mecanismo patogénico de la NE.

CONCLUSIONES

Nuestra hipétesis considera que el origen de la NEg'
esta relacionado con déficit nutricional y estrés que
hicieron a la poblaciéon mas susceptible a la aparicion der.
sintomas clinicos como resultado de la generacion e
infeccion por cuasiespecies enterovirales con
propiedades biol6gicas alteradas. Aunque algunas
evidencias sugieren un posible mecanismo patogénico a
través de "mimetismo molecular", ain se desconoce®-
cuanto del dafio neurolégico se debe al desbalanc
nutricional y cuanto a la infeccion viral. Lo mas probable
es que ambos contribuyan al dafio.

No obstante, el elemento a controlar es el estrés
nutricional y oxidativo como factor condicional de la

enfermedad. Las medidas implementadas por el gobiernd?!-

cubano estan enfocadas en esa direccion.
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