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ABSTRACT
During 1992-1993 Cuba was affected by an epidemic neuropathy (EN) classified as a new emerging disease.
Toxic, nutritional and biological factors were argued to be involved in the etiology of the disease. The toxic-
nutritional hipothesis was supported by some laboratory evidences and may acted as a predisposing cause for the
disease. In the search for biological agents, samples of the cerebrospinal fluid from patients and controls were
analyzed and a slow cytopathic effect was detected in 93 % of the patient’s sample. The characterization of the
virus indicated that it was a picornavirus and suggested that it was probably a mutated enterovirus or a new
unidentified virus. Preliminary experiments suggested that the virus associated with the EN fulfilled the Koch's
postulates. Our hypothesis is that the etiology of the EN could be related with nutritional deficits and stress that
made the population more susceptible to the appearance of clinical symptoms because of the infection with a
virus, responsible for the neurological injury through a probable autoimmune reaction against structures of the
nervous system, that otherwise, would be asymptomatic. This paper is not intended to assay our hypothesis but
rather to summarize our preliminary results and to promote scientific debate.
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RESUMEN

Durante 1991-1993 Cuba fue afectada por una epidemia de neuropatia (NE) con caracteristicas particulares que
hicieron se clasificara como una nueva enfermedad emergente. Se sugirieron diferentes hipétesis sobre la
etiologia de la enfermedad con la participacién de factores téxico-nutricionales y biolégicos. La hipétesis téxico-
nutricional fue respaldada por algunas evidencias de laboratorio y puede haber actuado como una condicién de
base para la enfermedad. En la busqueda de agentes infecciosos dentro del cuadro de la epidemia, se analizaron
muestras de liquido céfalo-raquideo de pacientes y controles sanos, y se detecté un efecto citopdtico ligero en el
93 % de las muestras de pacientes. La caracterizacién de este virus permitié clasificarlo como un picornavirus y
sugerir que se trataba posiblemente de un enterovirus mutante o un virus no descrito previamente. Experimentos
preliminares permitieron sugerir que el virus asociado con la NE cumple con los postulados de Koch. Nuestra
hipétesis es que la etiologia de la NE puede estar relacionada con déficits nutricionales y estrés que hicieron a la
poblacién mds susceptible a la aparicién de sintomas clinicos debido a la infeccién con un virus, responsable del
dafio neurolégico que desencadend posiblemente una reaccién de tipo autoinmune dirigida a estructuras del
sistema nervioso y que, de otra manera, hubiese sido asintomdtico. Este trabajo no pretende someter a prueba
esta hipétesis, sino esbozarla a partir de los primeros resultados obtenidos y alentar al debate alrededor de un
tema de tanta significacion.
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“Fliense c6émo nos sorprendié el misterio de la neuropatia, cosa muy rara también, rarisima,

y de todo eso recogimos bastante informacién, porque eran constantes las reuniones, los andlisis
y las pruebas. Sobre la marcha hubo que librar la guerra de la neuropatia, que aparecié de una
manera rara en un lugar y después por otro. Todavia guarda misterios...”

Fidel Castro Ruz (discurso pronunciado en la clausura del XI Foro de Ciencia y Técnica el 21 de diciembre de
1996. Fuente: Granma, 24 de diciembre de 1996, pag. 5).

Los postulados

En 1884 el bacteridlogo aleman Robert Koch defi- Los postulados, segin los definié el cientifico
nié un ensayo para probar que una determinada en-  aleman, mantienen que:

fermedad es causada por un agente infeccioso (1, 2). e El germen debe encontrarse creciendo o ha-
Este ensayo, conocido como los Postulados de Koch, ber crecido en todos los pacientes.

se ha convertido en una regla general para la inves- ¢ El germen debe aislarse y multiplicarse en el
tigacién biomédica. laboratorio.
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Tabla 1. Caracterizacién de los virus aislados de pacientes con NE.

Caracteristica

1G-28/1G-32

CoxA9 (cepa Griggs)*

HSv-1*

ECP
Placas virales

Titulo viral promedio

Microscopia electrénica

Densidad de flotacién en CsCl

Tratamiento con diferentes pHs

Resistencia al calor en presencia de
MgClL, T M

Tratamiento con 20 % de éter por 1 h
Tratamiento con 1 % cloroformo por 1 h

Tratamiento con 70-80 ug/mL hidro-
cloruro de guanidina

Inmunohistogulmica con anticuerpos
anti-CoxA9 de tejidos de animales ino-
culados

Lento, 80 % daio celular después

@ < 1 mm, circulares y aparicién

Particulas esféricas no envueltas con & 28-
30 nm, presencia de particulas vacias

de 6-10 dias de cultivo

en 12-15 dias
10%-10% UFP/mL

100 % efecto litico en 1-2 dias ND
de cultivo

@ 3-5 mm, circulares y apari- ND
cién en 4/5 dias

107-10° UFP/mL ND

Particulas esféricas no en- ND
vueltas con & 28-30 nm, pre-

sencia de particulas vacias

1,30 g/ml 1,34 g/mL ~ ND
Resistente a pH 9, sensible a pH 3 Resistente a pHs 3-9 ND
NR R ND
NR
NR
R NR ND
P P ND

*Los virus coxsackie A9 (CoxA9) y herpes simplex 1 (HSV-1) se emplearon como controles de referencia.

ND: no determinado.
NR: no resistente.
P: positiva.

¢ El germen purificado debe causar la enfer-
medad cuando se inocule en otro hospedero.

¢ El germen debe ser reaislado de los animales
experimentalmente infectados.

No obstante haberse demostrado su universali-
dad, varias enfermedades asignadas a virus como los
virus lentos, el virus de la hepatitis C y el HIV-1 no
cumplen con los postulados de Koch (3).

La epidemia

Una epidemia de neuropatia que produjo sintomas
centrales y periféricos ocurrié en Cuba entre 1991 y
1993; hasta octubre de 1993 fueron reportados alre-
dedor de 50 000 casos. La enfermedad fue nombra-
da como neuropatia epidémica (NE) y presenté tres
cuadros clinicos: uno puramente ocular (neuropatia
optica), otro en forma de neuropatia periférica y ca-
sos mezclados. La caracterizacion clinica y epide-
miolégica de la enfermedad ha sido publicada con
anterioridad (4). No se reportaron muertes y la inci-
dencia de la enfermedad decrecié sustancialmente a
partir de junio de 1993, fecha en que el Ministerio
de Salud Publica comenzd a suministrar polivitami-
nas orales a toda la poblacién.

Se sugirieron diferentes hipotesis sobre la etiolo-
gia de la enfermedad con la participacion de facto-
res toxico-nutricionales y biologicos. La hipétesis
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téxico-nutricional fue respaldada por algunas evi-
dencias de laboratorio (4, 5) y puede haber actuado
como una condicién de base para la enfermedad.
Las evidencias sobre la participacién de agentes in-
fecciosos en la enfermedad fueron apareciendo des-
de los comienzos del estudio (6-12).

Aunque varios hallazgos clinicos en la NE fueron
consistentes con cuadros de neuropatias téxicas o
metabdlicas, otros evidenciaron el compromiso de
pequeilas fibras nerviosas en adicién a las fibras
largas de mielina, cominmente involucradas en las
neuropatias toxico-metabolicas. Adicionalmente, la
epidemia cedié sin cambios en los factores de riesgo
que fueron identificados en los estudios de campo
(disponibilidad de alimentos y habito de fumar (5)),
sugiriendo que otros factores pueden haber jugado
un papel en la epidemia.

La disminucion en los casos de la epidemia pue-
de explicarse por la eliminacién del agente pre-
disponente (con la administraciéon de las vitaminas
orales por ejemplo), por la eliminacién de suscepti-
bles o por una combinacién de ambos factores.

Nuestra hipdtesis es que la etiologia de la NE
puede estar relacionada con déficits nutriciona-
les (complejo de vitaminas B por ejemplo) y es-
trés que hicieron a la poblacién mds susceptible
a la aparicion de sintomas clinicos debido a la
infeccion con un virus que, de otra manera, hu-
biese sido asintomatico.
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Tabla 2. Diagrama de los andlisis a los que fueron sometidos los monos segun el grupo experimental.

Grupo experimental  Virus en LCR Patologia Genética  Bioquimica Memoria
Mono (7 dpi)
vit/ Vv
ST X X X
Cl16 X
4M X
840 X
vit/v*
944 X X X X X
X5 X X
825 X X
Vit*/V- (control sano)
1 X X X
2 X X

Monos verdes (Cercopithecus aethiops) se sometieron a una dieta deficiente en tiamina y una vez

Lo e, | -3
P la dep ]

de vitamina B1(Vit), se inocularon con los dislamientos virales 1G-28/93 o 1G-32/93 (V*) o con soluclén salina paru ol caso

de los controles (V). Los controles sanos se mantuvieron con las condiciones de alimentacién y

para

esta especie. Las cuadriculas sombreadas indican los andlisis realizados a cada mono durante el oxponmon'o

El agente infeccioso

En la busqueda de agentes infecciosos dentro del
cuadro de la epidemia, se analizaron muestras de li-
quido céfalo-raquideo (LCR) de pacientes y contro-
les sanos. Se detectd un efecto citopatico (ECP) li-
gero 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 africano (6). La terapia con interferén
alfa-2b recombinante (Heberon-alfaR; Heber Biotec
S.A., Habana, Cuba) redujo el por ciento de LCR
con ECP (6, 7). Se detectaron ademés por amplifi-
cacién de ADNc (RT-PCR) secuencias homélogas a
enterovirus en el 36 % (40/111) de los pacientes y
en el 8 % (1/12) de los controles (8).

Las caracteristicas fundamentales de los virus
aislados en la mayoria de los pacientes se describen
en la Tabla 1.

De estos andlisis derivamos las siguientes re-
flexiones:

o El agente viral es un picornavirus.

e Presenta similitudes y diferencias con los
enterovirus.

o Puede ser un enterovirus mutante o un virus
nuevo.

e En el cuadro de la epidemia, el virus debe
Jugar el papel fundamental en el dafio neu-
roldgico.
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El ensayo

Al enfrentar los resultados obtenidos con los virus
aislados de pacientes con NE a los postulados de
Koch encontramos lo siguiente:

Postulado 1: el virus se encontraba en la
mayoria de los pacientes con NE

1. Obtuvimos un 93 % de aislamientos virales
en LCR de pacientes (6). Esto se considera
sumamente alto para LCR. Adicionalmente,
la posibilidad de sobrediagnéstico durante la
epidemia puede explicar en alguna medida la
diferencia con el 100 %.

2. Todos los sueros estudiados tenian anticuer-
pos contra la proteina VPO del C47/IPK
(aislamiento que presenta similitudes antigé-
nicas con los aislamientos encontrados en la
mayoria de los casos de NE (6,9,12)). Sélo
los sueros de los pacientes con NE mostraron
anticuerpos tipo IgG y/o IgM/IgA contra la
proteina VPI1 del aislamiento C-47/IPK (9).

3. El hallazgo de un 9 % de ECP en los contro-
les puede explicarse por las dificultades en
seleccionar un verdadero control pues, como
se demostré por estudios inmunolégicos, el
virus circuld en la poblacién sin que ello se
correlacionara con la aparicién de sintomas
clinicos (6, 9).
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Tabla 3. Resultados distintivos en los monos inoculados con los aislamientos virales.

Virus en LCR Patologia Genética Bioquimica Memoria
{7 dpi)
Negativos*® Mvuerte neuronal T del indice de inter-  Signos de es-  Pérdida de la me-

en la regién me- cambio de cromdtidas trés oxidativo™® moria a los
saencefalica hermanas® 10 min®. Se agra-
-Vacuglizacién | del numero de cé- va después de la
severa del SNC  lulas en 2da divisién y inoculacién®

y SNP del indice mitético®

Miocarditis

La Tabla resume los resuliados obtenidos en los andlisis realizados a los monos inoculados con los aislamientos virales 1G-28/93

©1G-32/93 en ol experimento recogido en la Tabla 2.
“Hallazgos similares a los encontrados en pacientes con NE (4).
* Resultados observados también en los monos con déficit vitaminico antes de la inoculacién con los virus.

Postulado 4: el virus se reaislé de monos

verdes africanos infectados con el aislamiento
1G-26/93.

En monos verdes africanos infectados por via intra-
tecal con 10° DICT' particulas virales infectivas del
aislamiento IG-26/93 se reaisl6 el virus de sangre,
72 h después de la infeccion (12). En los ex-
perimentos descritos en las tablas 2 y 3 no se hicieron
andlisis de reaislamiento del virus a partir de sangre.

Postulado 2: el virus se multiplicé in vitro
y se caracterizé parcialmente.

1. Los resultados recogidos en la Tabla 1 sus-
tentan esta aseveracion.

Postulado 3: resultados 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.

1. Los experimentos en monos verdes (Cerco-
Ppithecus aethiops) se disefiaron buscando un
modelo experimental que reprodujera en lo
posible las condiciones que seglin nuestra hi-  Nuestra hiptesis emplea dos elementos fundamen-
potesis inciden de manera predominante en el tales:
desarrollo de la enfermedad: déficit vitamini- 1. Participacién del estrés por déficit vitaminico

co del complejo B (Vit), estrés y presencia y otras causas. El estrés puede aumentar la

La hipétesis patogénica

del agente infeccioso V. ) ) susceptibilidad a enfermedades incluyendo
Los monos se sometieron a una dieta deficiente aquellas provocadas por infecciones virales
en tiamina y una vez comprobada la deplecién de (13).

vitamina B1, se inocularon con los aislamientos vi-

rales IG-28/93 o IG-32/93 o con solucién salina para 2. Papel del virus en el dafio neurolégico. Como
el caso de los controles (V7), y se sometieron, segin se muestra en la Tabla 4, el virus parece
se muestra en la Tabla 2 (cuadriculas sombreadas), compartir determinantes antigénicos con
a los analisis de presencia del virus en el LCR va- componentes del sistema nervioso que pudie.
rios dias después de la inoculacién (dpi), anatomo- ran propiciar una reaccién autoinmune (algo
patolégicos, genéticos, bioquimicos y de memoria a similar a lo postulado por algunos para la es-
los 10 min, entre otros (manuscrito en preparacion). clerosis multiple (14, 15)).

Estos anélisis arrojaron como resultados prelimi- . ) )
nares los recogidos en la Tabla 3 y permiten abordar Estos primeros resultados nos permiten disefiar

un nuevo experimento que demuestre fehaciente-
mente estos hallazgos.

nuevos experimentos que profundicen en los meca-
nismos etiopatogénicos de la NE.

Tabla 4. Caracterizacién de la reaccién cruzada entre los virus y estructuras del sistema nervioso.

Suero Muestra
Nervio sural Nervio sural  Nervio sural Tejidos de ratones inoculados
de adulto sano de adulto con NE  de feto con 1G/28 0 1G/32 (10)
Anti-C-47/IPK + + - +
Anti-1IG-32/93 + No ensayado No ensayado No ensayado
Pacientes de NE + + . +
Individuos sanos - - - -

Antisueros policlonales oblenidos en conejo conira los aislamientos virales C-47/IPK e 1G-32/93 y sueros procedentes de
pacientes con NE y controles sanos fueron enfrentados en experimentos de inmunohistoquimica a cortes de nervio sural
humano de adultos sanos y con NE y de fetos y de tejidos de ratones inoculados con los aislamientos virales 1G-28/93 o
1G-32/93 (12). El revelado se realizé empleando la técnica de proteina A-ore coloidal (16).
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Conclusiones

Las evidencias acumuladas hasta el presente su-
gieren con fuerza la participacién de un agente
infeccioso dentro del cuadro de la NE, el cual
juega posiblemente el papel fundamental en el
dafio neurolégico. Se puede proponer un meca-
nismo mediante el cual el virus desencadene una
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reaccién del tipo autoinmune dirigida a estructu-
ras del sistema nervioso.

Las lineas de trabajo que de inmediato nos pue-
den llevar a una conclusitn definitiva estan encami-
nadas al estudio molecular del agente infeccioso, el
desarrollo de un nuevo experimento en el modelo
animal descrito y a un mayor completamiento de la
hipétesis patogénica.
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