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RESUMEN

En el Departamento de Mrologia del Instituto de MedicimapiEal "Pedro Kourf se desarrollé una serie de experimentos con

el fin de obtener nuevas evidencias sobre las posibles relaciones antigénicas de los virus aislados de pacientes con neuropatia
epidémica, con estructuras del sistema nervioso humano. De los resultados se puede inferir finalmente, que la perdistencia y/o
autoinmunidad pueden ser considerados como mecanismos por los cuales los virus estudiados participan en la etiopatogenia de la
neuropatia epidémica en Cuba, siendo de gran importancia en futuros experimentos identificar los posibles epitopes virales
involucrados en el mimetismo molecular y responsables de los posibles mecanismos autoinmunes o de persistencia viral.

Descriptores DeCS NEURITIS/etiologia; NEURITIS/liquido cefalorraquideo; SISTEMA NERVIOSO/inmunologia; CUBA.

El mimetismo molecular entre antigenos del sistemahumano como la esclerosis multigle] sindrome de
nervioso humano y una variedad de proteinas deGuillain-Barré®y la tolerancia al antigeno extrafio, que en
diferentes virus ha sido estudiado ampliamente, y se haaso de involucrar epitopes importantes en la proteccion
sugerido su posible implicacion en la inmunopatogenia frente a la infeccion, pudiera conllevar a una persistencia
de enfermedades desmielinizantes. Con el recientedel agente como resultado de una respuesta inmune
desarrollo de la biologia molecular se han definido ineficiente que explicaria la aparicién de una enfermedad
segmentos gendémicos en algunos virus que soncrénica o ciclica de episodios recurrentes en la cual el
responsables de desmielinizacién, ya sea por mecanismogrus seria un agente crucial de la desmielinization.
dependientes de la infeccién viral, o por una mediacién En el curso de la neuropatia epidémica ocurrida en
del sistema inmunk. Cuba en 1992 y 1993 se aislaron del liquido

La homologia entre proteinas propias y proteinascefalorraquideo de pacientes agentes virales que
virales pudiera llevar, a través del fendmeno de reactividadmostraron 2 tipos de efecto citopatogénico (ECP): uno
cruzada, a 2 eventos en los que participa el sistema inmunéipico deEnterovirus(cepa 47-93 IPK CoxA9) y otro
la ruptura de la tolerancia a antigenos propios y elmucho mas ligero (cepa 44-93 IPK, cepa M28-IG, ambas
desencadenamiento de autoinmunidad, hecho que se hde ECP-L)>® Teniendo en cuenta que el cuadro clinico de
sugerido como mecanismo patogénico de variaslos pacientes esta dado por sintomas que expresan dafios
enfermedades desmielinizantes del sistema nerviosalel sistema nervioso central y/o periférico, y todas las
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consideraciones anteriores acerca de la homologigor accidentes y sin antecedentes de neuropatia, seguin
estructural entre antigenos del virus y del sistema nerviosdo referido en el interrogatorio realizado a los familiares,
humano (SNH), en el Departamento de Virologia del en las cuales se practicd biopsia médico-legal. Dichos
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK) se antigenos se enfrentaron a un suero hiperinmune de
desarroll6 una serie de experimentos con el fin de obtenetonejo contra la cepa M28-IG ECP-L, y se produjeron
nuevas evidencias sobre las posibles relacioneshandas de precipitacion en todos los casos. El empleo de
antigénicas de los virus aislados con estructuras del SNHegste mismo suero con antigenos de 3 cerebros humanos
lo cual llevaria a considerar la reactividad cruzada deobtenidos de personas fallecidas en las condiciones ya
células B (sistema inmune humoral) y/o T (sistema inmunereferidas y antigeno de cerebros de ratén, conejo y curiel
celular) entre antigenos de ambos origenes como Umyrodujo banda de precipitacién sélo en el caso de los
mecanismo involucrado en la patogenia de la entidad queerebros humanos. En una tercera experiencia usando
nos ocupa, asi como también experimentos que permitieragomo antigeno uno de los cerebros humanos referidos y
obtener datos acerca de la participacion activa del sistemayeros hiperinmunes contra células vero, cepa M28-IG
inmune en la inmunopatogénesis de dicha enfermedad.ecp-|_ Poliovirus Coxsackie B3 y Echovirus 6, se obtuvo
banda de inmunoprecipitacion sélo en el caso de la cepa
M28-IG ECP-L?

Western BlotSe utilizaron antigenos de cerebro
humano y de las cepas 47-93 IPK CoxA9 y 44-93 IPK ECP-
-L igualados en cuanto a concentracion de proteinas, y
) i o . . un suero hiperinmune anticerebro humano. El suero
Prueba inmunohistoguimica en biopsias de nervio empleado muestra sefiales con los antigenos preparados

sural. Se seleccionaron cortes de biopsias de nervio sural
P con cerebro humano como era de esperar, pero muestra

de pacientes con neuropatia epidémica y se aplic Ia% - ~ o .

L : - o ambién sefal de reconocimiento con los antigenos

técnica AuBio (Centro de Ingenieria Genética y . P
virales. Se observa en estos casos de forma especifica

Biotecnologia) usando oro coloidal con suero - .
o . una banda a los 18 kD también presente en el antigeno de
hiperinmune de conejo contra la cepa 44-93 IPK ECP-L y . L
cerebro (Mas Lago P. Comunicacién personal).

contra el ECHO virus tipo 1. Se obtuvo una reaccion T
Neutralizacion.Los resultados por prueba de

positiva con el suero hiperinmune de conejo contra la tralizacion del hiberi bro h
cepa 44-93 IPK ECP-L. El suero hiperinmune de conejoneu ralizacion del Suero hiperinmune a cerebro humano

contra el ECHO virus tipo 1 no reaccion6 con las muestras/ Ios.suer'os obtenidos a cepas del virus aislados durante
de tejido’ la epidemia (cepa 47-93 IPK CoxA9, cepa 44-93 IPK, cepa

Dot ELISA. Se utilizaron antigenos del sistema M28-I.G,.ambas de EC'_D'L) frenteaqlistintbﬁeroviru;
nervioso central humano (corteza, globos pé”dosl(SPollowrus 6 Coxsackie B, Coxsackie A9, 12 Echovirus,
cerebelo y bulbo) y antigenos de las cepas 47-93 IPKCePa 47-93 IPK CoxA9, cepa 44-93 IPK, cepa M28-IGy
CoxA9y 44-93 IPK ECP-L los cuales fueron igualados en &P M2-1G ECP-L). Se observo una correlacion que va
concentracion de proteinas. En un primer experimento sélesde 0,81; 0,79 y 0,67 al comparar los anticuerpos
utilizé un suero de conejo hiperinmune anticerebro y seneutralizantes a los virus probados en el suero
obtuvo el esperado reconocimiento de los antigenos dénticerebroy los de las cepas 44-93 IPK, M28-1G ECP-Ly
cerebro contra los cuales iba dirigido pero ademas47-93 CA9 respectivamente hasta 0,86 con los sueros de
reconocimiento cruzado de los antigenos virales. En undas cepas 44-93 IPK y M28-IG, ambas de ECP-L. Todas
segunda experiencia se utilizaron los mismos antigenos gstas correlaciones poseen una significacion superior a
el reconocimiento se realiz6 con sueros hiperinmunes dg?<0,017 En un segundo experimento de neutralizacion se
conejo contra antigenos de las cepas 47-93 IPK CoxA9 ycompararon los porcentajes de sueros con anticuerpos y
44-93 IPK ECP-L. Los resultados mostraron los titulos promedios geométricos (TPG) de anticuerpos
reconocimiento cruzado de los antigenos de cerebro poneutralizantes presentes en pacientes y controles a las
los 2 sueros antivirales (Mas Lago P. Comunicacion cepas M28-1G y 47-93 CA9. Con respecto a esta Ultima
personal). cepa los porcentajes y los TPG fueron superiores para

Doble inmunodifusion en agarosgn esta prueba los pacientes (92,8 % y 35,0 TPG) con respecto a los
se emplearon como antigenos en una primera experienciaontroles (77,3 %y 14,1 TPG), no siendo asi para la cepa
muestras de 8 nervios olfatorios de personas fallecidagle ECP-L, en cuyo caso ambos son inferiores en los

EXPERIMENTOS REALIZADOS

SISTEMA INMUNE HUMORAL
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pacientes (50,0 %y 8,9 TPG) con respecto a los controle$FN gamma) y marcadores solubles (CD4, CD8, CD23y
(75,0%y 24,3 TPG). beta 2 mi-croglobulina). Para las células estimuladas con
el resto de los mitdbgenos y antigenos se determiné la
capacidad linfoproliferativa en respuesta a éstos.
SISTEMA INMUNE CELULAR Al estudiar la respuesta inmune de los pacientes
frente a los agentes virales aislados, se constaté un menor
nivel de respuesta celular en pacientes con neuropatia

conejos.Para estudiar esta respuesta se inmunizé urPeriférica con respecto a controles sanos(Denny T.
conejo blanco de Nueva Zelandia con macerado deComunicacion personal). Este menor grado de
antigeno de sistema nervioso central (SNC) humano. uf€conocimiento inmune del virus en los pacientes fue

mes después de la Gltima dosis se sangré el animal, sselectivo para esos antigenos, al haberse comprobado

aislaron las células mononucleares periféricas y Seun'a,respuesta proliferativa de célulag T normal frente a

estimularon con antigenos del SNC y con antigenos dénitogenos y antigenos convencionales. De los

las cepas 47-93 IPK CoxA9y 44-93 IPK ECP-L. Se Constatémarcad_ores solubles estudiados se observo dlfgrenua

respuesta proliferativa de las células T a los antigeno€n |08 niveles de IL-2, los cuales fueron 4 veces mas altos

del SNC humano de forma especifica, comparado con lo€" Sobrenadantes de cultivo de linfocitos de sangre

resultados obtenidos con los linfocitos de un conejo periférica estimulados con PHA en pacientes con respecto

control inmunizado con antigeno de células Vero, asi comd* controles sanos.

reconocimiento y respuesta linfoproliferativa cruzada a

los antigenos de las cepas virales (Pérez AB. .

Comunicacion personal). DISCUSION

Estudio de la respuesta inmune celular en pacientes )

de neuropatia epidémic&ste estudio fue realizado en Existen numerosos reportes acerca de la homologia

colaboracién con la Division de Alergia, Inmunologiay €ntre proteinas de IdSnterovirusy estructuras del

Enfermedades Infecciosas de la Universidad Médica deSiStema nervioso humaA#De forma aun mas especifica

New Jersey, EE.UU. En este estudio se emplearors€ ha reportado homologia entre d|ferentes proteipas

pacientes con diagnéstico de neuropatia epidémicaestructurales y no estructurgles de los virus Coxsackie y

(neuropatia 6ptica o polineuropatia) mayores de 15 afio@ntigenos del sistema nervioso humano.

y menores de 70 de ambos sexos (tabla). Ha sido reportado similitud antigénica entre la
proteina basica de la mielina y la proteina estructural VpG

de algunos virus Coxsackie y la regién codificante para la
TABLA . Caracteristicas de los individuos incluidos en el estudio de proteina no estructural P3A del genoma de los virus
la respuesta inmune celular en pacientes con neuropatia epidémicrtoxsackie B3 y B4! asi como entre la proteina no

Estudio de la respuesta linfoproliferativa en

Tamarfio Edad Sexo estructural P2-C de los virus Coxsackie B4 y la glutamato
descarboxilasa humata.
Pacientes: 19 27 a Tdnios P9 M10 Los resultados obtenidos en nuestro Instituto por
Controles: 30 31 a bafios P13 M7 diferentes métodos sugieren una vez mas que existe
Cuadro clinico de los pacientes mimetismo epitdpico entre los agentes virales aislados
Diagnostico inicial Sintomas vigentes Aislamiento viral de pacientes con neuropatia epidémica, fundamental-

mente los de ECP-Lggtructuradel SNC yperiféricchumano.
Algunos de estos resultados no s6lo nos muestran
gue existe homologia sino que ofrecen datos que nos
permiten una preidentificacion de dichos antigenos, como
Para desarrollar el ensayo de linfoproliferacion se ocurre con los resultados del ensayo de Western Blot, el
aislaron las células mononucleares a partir de sangreual nos muestra que anticuerpos presentes en este suero
venosa periférica de pacientes y controles y se estimularo@nticerebro son capaces de reconocer de forma cruzada
con varias concentraciones de mitégenos (PHAy PWM)una proteina de bajo peso molecular presente en los
y antigenosGandida albicanstoxoide tetanico, toxoide  antigenos virales, la cual pudiera corresponder a una
diftérico, estreptoquinasa y antigenos de las cepasroteina no estructural, y corroboraria lo reportado en la
44-93 IPK ECP-L ¥17-93 CA9). En el sobrenadante de |iteratura.
cultivo de las células estimuladas con PHA se Los resultados obtenidos de los ensayos de
cuantificaron varias citoquinas (IL-2, IL-10, TNF alfa e respuesta linfoproliferativa en conejos sugieren

Neuropatia éptica: 12 Neuropatia optica:- ECP-L: 15
Polineuropatia: 7 Polineuropatia: 10  CoxA9: 3
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cruzamiento entre antigenos virales y del SN humanoestudiados participan en la etiopatogenia de la neuropatia

también a nivel de epitopes T, lo cual coincide con lo epidémica en Cuba, seria de gran importancia identificar

reportado por la literatura para proteinas no en futuros experimentos los posibles epitopes virales

estructurales$? involucrados en el mimetismo molecular y responsables
La funcion de la reactividad cruzada de células By T de los posibles mecanismos autoinmunes o de

entre antigenos del virus y del sistema nervioso humangersistencia viral.

en la patogenia de esta enfermedad no se conoce. Sin

embargo, los niveles de IL-2, 4 veces mas altos en

sobrenadantes de cultivo de linfocitos de sangre periférica

estimulados con PHA de pacientes con respecto aSUMMARY

controles sanos sugiere una activacion y proliferacion _ _ ,

de las células T en estos pacientes, y por tanto un papg‘l}1 series of eXpenmens Was made at the Virology Department of

. , i e Pedro Kouri Institute of Tropical Medicine aimed at obtaining

activo de estas células en la enfermedad. Seria de grafbw evidences on the possible antigenic relations existing between

interés comprobar en experimentos futuros la existenciane viruses isolated from patients with epidemic neuropathy and

de autoanticuerpos o de células T autorreactivas en loghe structures of the human nervous system. According to the

sitios de desmielinizaciéon. asi como también en la Sangréesults it may be finally inferred that the persistance and/or
' autoimmunity may be considered as mechanisms through which

pe“fer'ca _de los pacientes, estudio gue Se'”a de grafhe studied viruses participate in the etiopathogeny of the epidemic
importancia para corroborar la autoinmunidad como neuropathy in Cuba. For future experiments it is very important

mecanismo etiopatogénico. to identify the possible viral epitopes involved in the mollecular

Al estudiar la respuesta inmune de los pacientesmimicry that are responsible for the probable autoimmune

frente a los antigenos virales se constaté un menor nivel

mechanisms or for the viral persistance.

de respuesta tanto humoral, por titulos de anticuerpoSubject headings: NEURITIS/etiology; NEURITIS/cerebrospinal

neutralizantes, como celular, por
linfoproliferativa al virus de la cepa 44-93 IPK ECP. Estos

respuestaﬂuid; NERVOUS SYSTEM/immunology; CUBA.

resultados pudieran estar en relacion con los resultadogrrreENCIAS BIBLIOGRAFICAS

de Becky otros (Comunicacién personal), y Mésy
otros (Comunicacion personal), de los cuales se puedé.
inferir que pueden existir modificaciones en las proteinas
estructurales de la cepa 44-93 IPK que repercutan en la’
estructura del virion dando lugar a una aparente falta des.
proteinas estructurales, por lo menos en su forma nativa.
Estas modificaciones pueden conllevar a un cambio de*:
los principales sitios antigenos y de esta forma burlar el
sistema inmune y establecer persistencia. También ek,
mimetismo epitopico puede explicar que los virus escapen
del sistema inmune y causen infeccion persistente. En
este caso la activacion inmune de las células T en periferig
pudiera ser el resultado de la liberacion de antigenos
producto de la destruccion de las vainas de mielina, y
presentacion a células T por células fagociticas’:
presentadoras de antigenos, con la subsiguiente
estimulacion de éstas. Todo lo anterior, unido a los
resultados descritos por diferentes autores que evidencian
que la patogenia de muchas enfermedades cronicas pue@e
estar dada por la capacidad deHagerovirusde causar
persistencid?la cual ha sido demostrada recientemente
en estudios prospectivos de los ARN encontrados en
los sueros de pacientes con el sindrome de fatiga.
cronical® lleva a considerar la persistencia viral como
otro posible mecanismo etiopatogénico de la enfermedad,
De los resultados se puede inferir finalmente que lat®
persistencia y/o la autoinmunidad pueden serqq,
consideradas como mecanismos por los cuales los virus
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