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Resumen

La otoesclerosis es un desorden de remodelacion Osea que afecta la
homeostasis de la cépsula 6tica, causando hipoacusia conductiva Yy

sensorioneural progresivas.

Es considerada una enfermedad de etiologia multifactorial; entre los factores
involucrados se encuentran la herencia autosémica dominante de penetrancia
incompleta, factores  hormonales, etiologia autoinmune, proteinas
morfogenéticas del hueso y activinas, y por ultimo la teoria de la etiologia viral,
gue propone una reaccion inflamatoria vascular de la capsula otica iniciada por
el virus del sarampion, lo que corresponde al objetivo central del presente

estudio.

Debido a que no existe dentro de la literatura nacional ningun estudio que haya
hecho una determinacion molecular del virus del sarampion en los estribos de
pacientes con otoesclerosis, se realizé un estudio transversal descriptivo en el
periodo de marzo del 2011- abril 2012 en el que se analizaron los estribos de
pacientes con diagnostico de otoesclerosis y que como parte de su tratamiento
se sometieron a estapedectomia. El tejido obtenido se evalu6 para determinar si
existe la presencia de secuencias virales del sarampion por medio de reaccion
en cadena de polimerasa de transcriptasa reversa (RT-PCR) en tiempo real. Se
obtuvieron 93 muestras, en las que se comprob6 la viabilidad con la
identificacion del gen de RNAsaP y en ninguna de ellas se pudo evidenciar la
presencia de material genémico viral . Al mismo tiempo, se evaluaron los niveles
séricos de IgG anti-sarampion, el 43% tuvieron muestras positivas, 45%
negativas y 11.8% indeterminadas; esta diversidad no apoya la relacion que se
habia encontrado en trabajos previos de los niveles séricos de IgG contra

sarampion y la otoesclerosis.



Este estudio no valida la teoria del virus del sarampion como causante de la
otoesclerosis. Es necesario investigar mas sobre otras teorias causales de la
otoesclerosis para esclarecer su etiologia y actuar en la prevencion de la
enfermedad.

Antecedentes

La otoesclerosis es un desorden de remodelaciéon Gsea que afecta la
homeostasis de la capsula 6tica, con una prevalencia de 0.3 a 0.4% en la
poblacion general’, causando hipoacusia conductiva y sensorioneural

progresivas.

Es considerada una enfermedad de etiologia multifactorial, causada por factores
genéticos y ambientales. Se han postulado diversas teorias para explicar su

etiologia:

Teoria genética. Se han encontrado 9 loci cromosomales como genes
candidatos para explicar la causa de esta patologia y hoy en dia se cree que el
patron de herencia es autosdmica dominante con penetrancia incompleta y

expresion variable.

Teoria hormonal. En donde las manifestaciones, se han visto relacionadas con
el embarazo y la funcién anormal de las glandulas paratiroides teniendo una

alteracién en la resorcion sea.

Teoria autoinmune. Anticuerpos contra colageno tipo Il y remanentes

cartilaginosos embrionarios de la capsula otica.

Teoria de proteinas morfogenéticas del hueso (BMP’s) y el factor de
crecimiento transformante-beta (TGF-3) como responsables del metabolismo

patolégico de la remodelacién 6sea.



Teoria de desérdenes de tejido conectivo, similares a los encontrados en
osteogénesis imperfecta.

Teoria de la etiologia viral, ligada al virus del sarampién (paramixovirus), que

corresponde al objetivo central del presente estudio.

Desde 1986, McKenna y colaboradores?, postularon la teoria viral como causa
de la otoesclerosis, cuando observaron por microscopia electronica estructuras
filamentosas similares a la nucleocapside del virus del sarampion en

osteoblastos encontrados en lesiones otoescleréticas de 2 pacientes.

Un afo después, se reforzo la teoria al observar por inmunohistoquimica,
concentraciones altas de IgG en lesiones otoesclerodticas activas en comparacion
con el tejido subyacente. Encontraron antigenos contra rubeola y sarampion
expresados en los condrocitos de la capa endocondral y en los osteoclastos de

los focos otoescleréticos®>.

Finalmente, Arnold y cols, en 1988 encontraron anticuerpos IgA, IgG e IgM
contra rubeola, varicela y sarampion, que demostraban las expresividad
antigénica de los osteocitos, osteoclastos y condrocitos presentes alrededor o en
las zonas otoespongioticas de 45 pacientes con otoesclerosis y compararon los
resultados con un grupo control sano, sin encontrar depdsito de anticuerpos o

antigenos virales. ®’

De acuerdo con los resultados anteriores, se favorecio la teoria de la etiologia
viral como una reaccion inflamatoria vascular de la cipsula 6ética iniciada por los

virus del sarampion.

El virus del sarampion (VS) pertenece al género de los Morbillivirus el cual a su

vez pertenece a la familia de los Paramixoviridae. Son virus RNA de una sola



cadena de polaridad negativa (complementaria a los RNA mensajeros) que

forma una nucleocéapside helicoidal recubierta de membrana de origen celular.

El genoma de los virus del sarampion es una molécula de RNA de 15.984
nucleétidos, que codifica por las proteinas estructurales: N (nucleocépside), P
(fosfoproteina), L (polimerasa), M (matriz), H (hemaglutinina) y F (de fusién) que
se incorporan a las particulas viricas, y otras no estructurales V y C que se
encuentran solamente en las células infectadas. (Fig. 1)

Fig. 1 Virus del sarampion
Membrana
lipidica

Es un virus de transmision respiratoria del que no se han descrito serotipos. Es
una enfermedad aguda, con sintomas prodromicos de fiebre, conjuntivitis, coriza,
tos y manchas de Koplik en la mucosa de la cara interna de las mejillas. Entre el
tercero y el séptimo dia aparece una erupcion caracteristica, con manchas rojas
parduscas, que comienza en la cara y cuello y después se generaliza, durando
cuatro a siete dias. La enfermedad es mas grave en los lactantes y en los
adultos que en los nifios. Las complicaciones incluyen neumonia,
laringotraqueitis, diarrea, encefalitis, otitis media, alteraciones laberinticas e
hipoacusias neurosensoriales uni o bilaterales que pueden ser aisladas o

secundarias a la encefalitis. &

En México, en la década de los cincuenta, el sarampion se encontraba dentro
las primeras causas de morbilidad y mortalidad; en 1960 se iniciaron acciones de
vacunacion contra el sarampion y la tendencia de la enfermedad se modific
sustancialmente. En 1973 se inici6 formalmente el Programa Nacional de
Inmunizaciones, se aplicaron 3.6 millones de dosis de esta vacuna. En 1996 se

presentaron los dos Ultimos casos autdctonos en el pais y posteriormente se
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registré un periodo de cuatro afos sin casos. En el afio 2000 se reintrodujo el
virus silvestre con la introducciébn de una cepa asiatica genotipo H1 con
presencia de 30 casos. Durante el 2003, 2004, 2005 y 2006 el Sistema de
Vigilancia Epidemiolégica confirmé 44, 64, 6 y 23 casos respectivamente. °

En los ultimos afios no se han notificado casos de sarampion, exceptuando los
casos provenientes de Francia en el 2011 que fueron oportunamente detectados
con un cerco epidemiolégico y no se han detectado nuevos casos.

Existen varios tipos de vacuna contra el virus del sarampién entre los que se

encuentran:

Las vacuna de virus muertos derivada de la cepa Edmonston B y la inactivada

con formaldehido, fueron utilizadas de 1963 a 1967.
Dentro de las vacunas de virus vivos atenuados encontramos:

1. Vacuna Schwartz. Se desarrollé a partir de la cepa Edmonston mediante 85

pases adicionales en embrion de pollo a 32°C. Autorizada para su uso en 1965.

2. Vacuna Moraten. Es el resultado de pases adicionales de la cepa Edmonston
B a 32°C. Autorizada en 1968 .

La administracion de estas dos vacunas se ha asociado con menos efectos

colaterales que la vacuna Edmonston B.

En 1971 se autorizd una vacuna trivalente que contiene al menos 1000 TCID50
(50% de la dosis infectiva en cultivo de tejido) de la cepa Moraten contra el
sarampion, 500 TCID50 de la cepa Jeryl Lynn para parotiditis, y al menos 1000
TCID50 de la cepa 27-3RA para rubéola.



3. Vacuna Edmonston Zagreb. Preparada en células diploides humanas
derivada de la cepa Edmonston B con pases sucesivos en células WI -38.

La respuesta inmunitaria secundaria a la vacuna es muy similar a la producida
por la enfermedad natural y es tanto humoral como celular. Los titulos de
anticuerpos aparecen entre 12 y 15 dias posteriores a la vacunacién con un pico
maximo entre los dias 21 y 28; casi siempre los anticuerpos se presentan mas
tempranamente y en menor cantidad que en los casos secundarios a

enfermedad natural.

Los anticuerpos que se encuentran son de la clase IgM de duracion transitoria,
detectables tanto en suero como en secreciones nasales, y anticuerpos de la
clase IgG, cuyas concentraciones se reducen a niveles que pueden no ser
detectables, con respuesta anamnésica y aumento en los titulos de anticuerpos
de cuatro a mas veces en caso de revacunacion o exposicion al virus salvaje,
pero sin datos clinicos de infeccion. La eficacia estimada para las vacunas del

sarampion es de 93 al 98%.

Se ha demostrado que con la cepa Edmonston Zagreb aplicada a lactantes de
cuatro a seis meses de edad, la seroconversion es mayor que la encontrada en
ninos inmunizados inclusive a los nueve meses con la cepa Schwartz y

Moraten.'%1?

En la actualidad, con la ayuda de la tecnologia y las herramientas diagnosticas
gue hoy se tienen para el analisis molecular, se han sumado mas estudios que

apoyan la asociacion viral con la otoesclerosis.



Esquema de vacunacion contra el sarampion en México

Edad Vacuna
1 afio Triple Viral (Rubeola, Parotiditis y
Sarampién)
6 afos* Triple Viral
13 afios* SR (Sarampién y Rubeola)
*Refuerzo
(12)

Teoria viral de otoesclerosis:

En 1994, detectaron secuencias virales en fragmentos de platinas con la ayuda
de la reaccion en cadena de polimerasa de transcriptasa reversa (RT-PCR), lo
gue abrio la pauta para la realizacion de estudios similares y la comprobacion de

esta teoria. >4

De esta forma, no sOlo se han podido detectar las secuencias virales, sino
también cuantificar las IgG de virus de sarampion con ELISA en perilinfa que son
altos en comparacion con los del plasma. Identificar agentes transmembranales
como CD51/61, C46 y citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF),
mismos que se encuentra elevados en platinas positivas al virus del sarampion
de pacientes con otoesclerosis en comparacion con platinas de pacientes sanos.
Asi mismo, se ha podido evaluar actividad de la osteoprotegerina y la fosfatasa
alcalina, demostrando las funciones activas de los osteoclastos y la via

inflamatoria por la que pasa la platina en asociacion al virus del sarampi6n. **®

17-20

A su vez, se dicté con base al estudio de Wolfgang y colaboradores en el 2007,
gue con el programa de vacunacion contra sarampion en Alemania, hubo una

baja en la incidencia de otoesclerosis y que la edad de diagndéstico aument6 54
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afos; con base en esto, Arnold y cols sugieren una asociacién causal entre el

virus y la otoesclerosis. %

Los niveles séricos de IgG para sarampion de pacientes con otoesclerosis,
también ha tenido cabida en el diagnéstico, ya que se demostré que niveles
bajos de IgG relacionados con hipoacusia conductiva tienen una gran
especificidad y sensibilidad para la evaluacion preoperatoria de la fijacién del
estribo por otoesclerosis. Los niveles bajos indican otoesclerosis, mientras que
los altos se asocian con fijacion de la cadena por alguna otra causa no

otoesclerosa. %

Con base a todos los estudios realizados, se propone que la otoesclerosis debe
ser considerada como una enfermedad 6rgano especifica inducida por el virus

del sarampién.

Hoy en dia, el diagndstico certero de otoesclerosis se realiza por histologia de la
platina removida durante la cirugia y conforme a los hallazgos, se ha postulado
gue la fijacion de la platina se puede dividir en dos grupos: una que es debida a
otoesclerosis, que se asocia a infeccién de la platina por virus sarampion en
forma persistente, y la otra que es una pseudo-otoesclerosis la que se
caracteriza por la degeneracion de la platina sin infeccion del VS. La hipoacusia
de conduccion en la cual no se detecta el VS, es por fijacion de la platina de
etiologia distinta a la otoesclerosis, tal como la calcificacion secundaria a
inflamacion, timpanoesclerosis, acumulacion de mucopolisacaridos en la

submucosa del nicho de la ventana oval, fijacién idiopatica y otras.?®

Sin embargo los resultados de deteccion viral en estribos de pacientes con
otoesclerosis no son claros ya que existen estudios que no validan la presencia
del virus, como lo demostraron Grayeli y Komune en sus trabajos, en donde no

se detectd ninguna evidencia del virus en muestras de estribos de pacientes con



otoesclerosis por PCR reversa o cultivos celulares, por lo que esta teoria aun

continua incierta. 2% *°

Justificacion

La otoesclerosis es una enfermedad progresiva incapacitante, por la hipoacusia

gue origina en varios grados.

En México no se conoce la prevalencia de esta enfermedad, sin embargo, en el
INR, existen casos reportados y se le considera como una de las causas mas
frecuentes de hipoacusia adquirida.

Debido a que no se conoce el origen de la Otoesclerosis y muchos estudios
sustentan la presencia genomica del virus del sarampion en platinas de los
estribos de pacientes con esta enfermedad como agente causal, documentada
con microscopia electronica, estudios inmunohistoldgicos y reaccion en cadena

de polimerasa de transcriptasa reversa.

Este estudio pretende contribuir al conocimiento de la causa de la otoesclerosis,
al detectar al virus del sarampion en platinas de pacientes con este
padecimiento, con la finalidad de realizar una correlacion entre estas dos
enfermedades en la poblacion mexicana, ya que no existe ningun estudio de

este tipo dentro de la literatura nacional.

Planteamiento del Problema

¢ENn qué porcentaje se encontrara presente la secuencia gendémica y la

estructura viral distintiva del virus del sarampién en estribos de pacientes con

otoesclerosis del Instituto Nacional de Rehabilitacion?



Objetivo General

Detectar secuencias virales de sarampion en los estribos de pacientes con
otoesclerosis intervenidos de cirugia de estribo, por medio de PCR-RT
(transcriptasa reversa) en tiempo real para esclarecer la existencia de un vinculo

entre el virus del sarampién y la etiopatogenia de esta enfermedad.
Objetivos Secundarios
e Detectar niveles serolégicos de IgG en los pacientes estudiados

e Comparar la existencia del virus en los estribos obtenidos con platina y los

gue Unicamente se obtenga la supraestructura

Material y Métodos

Disefo del estudio

e Transversal
e Descriptivo

e Observacional

Descripcion del Universo de Trabajo

Todos los pacientes con otoesclerosis que cuenten con los criterios de inclusion,
intervenidos de cirugia de estribo en el periodo comprendido entre marzo del
2011 - abril del 2012 en el Instituto Nacional de Rehabilitacion

Criterios de Inclusién

e Pacientes con otoesclerosis intervenidos de cirugia de estribo en el Instituto

Nacional de Rehabilitacion
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e Pacientes con y sin antecedente de enfermedad clinica de sarampion
¢ Que acepten patrticipar voluntariamente en el estudio mediante la firma de un

consentimiento informado.

Criterios de exclusién

¢ Fijacion de estribo por otras causas

e Vacunacion con esquema triple viral o SR en el dltimo afio

Criterios de Eliminacion

e Pérdida durante el procedimiento quirargico del estribo

¢ Que el paciente decida voluntaria y liboremente salirse del estudio

La deteccion de pacientes con otoesclerosis candidatos a cirugia de estribo, se

realizo por:

1.- Historia de hipoacusia lentamente progresiva generalmente bilateral.

2.- En la exploracion fisica, una otoscopia normal o si el paciente se encuentra
en fase activa (fase de otoespongiosis) se puede observar el signo de Schwartze
(coloracion rojiza del promontorio y ventana oval que se transluce a través de la

membrana)
3.- Valoracion audiologica con una audiometria tonal con una hipoacusia
conductiva o mixta con un nicho de Carhart y una brecha aéreo-6sea >20dB y

reflejos estapediales ausentes.

A los pacientes identificados con otoesclerosis se les propuso tratamiento

quirdrgico.

11



Técnica Quirlrgica

Se administra al paciente antes de la cirugia un sedante (midazolam o
diazepam). Se coloca al paciente en posicién supina en decubito lateral. Se
realiza asepsia y antisepsia de la region, se colocan campos estériles y se
infiltrar& 2ml de lidocaina al 2% con epinefrina 1:50,000 en los cuatro cuadrantes
del conducto auditivo externo. Se realizan incisiones verticales que se juntan
entre si con una incision horizontal con cuchillo de House a 6mm del annulus. Se
eleva el colgajo simétricamente de lo lateral a medial con un elevador de canal o
un cuchillo redondo. Al llegar al annulus se levanta con un elevador y se
abordara el oido medio. Se localiza la cuerda del timpano y se lleva hacia lo
inferior. Se rebaja la porcion 0sea superior de la pared posterior del conducto
con microfresa o cucharilla para visualizar la articulacion incudo-estapedial y el
canal del facial. Se utliza un cuchillo derecho angulado para verificar la
movilidad del martillo y separar la articulacion incudo-estapedial de lo posterior a

lo anterior sin levantar el yunque.

Se corta el tenddn del estribo y se fracturan las cruras. Se mide la distancia de la
platina a la apofisis lenticular del yunque y se le agregan 0.25 mm a la medicion

final para escoger la longitud de la protesis.

Existen 3 formas de realizar el procedimiento:

1. Estapedotomia: se realiza un agujero en la union del tercio medio y posterior
de la platina con un punzén.

2. Hemiplatinectomia: reseccion de la mitad de la platina ya sea anterior o
posterior con un pic.

3. Estapedectomia: reseccion total de la platina.

12



D‘ D! m!

2 a b Cc

Fig. 2 Esquema representativo de lo que se obtiene en a) una estapedectomia b) hemiplatinectomia c) estapedotomia

Se inserta la proétesis hacia el laberinto y se fija en el yunque. Se sella la ventana
oval con un coagulo de sangre y se realiza la prueba del cuchicheo. Se recoloca
el colgajo en posicidn, se llena el conducto auditivo externo con gelfoam y se

cubre con una torunda de algodén.®

Antes de la cirugia, fue tomada una muestra de sangre en un tubo SST
vacutainer amarillo con agentes coagulantes y gel para separar el suero el cual

se mantuvo en refrigeracion hasta su transportacion.

En cuanto a los estribos, fueron extraidos mediante la técnica de agujero
pequefio, hemiplatinectomia o platinectomia total en el momento de realizar la
estapedectomia. Las muestras se conservaron en un tubo de ensayo con medio
viral y se transportaron al laboratorio de microbiologia junto con las muestras de
sangre al laboratorio de infectologia para realizar lisis del estribo y centrifugacion

de la sangre para separar el suero.
Metodologia experimental

a) Obtencion de RNA viral

Se recolecto6 la muestra y se coloco inmediatamente en 2 mililitros de buffer de
lisis (BioMérieux), y se transportd al laboratorio de infectologia. El tejido
permanecio en el buffer de lisis hasta que éste deshizo. El buffer contiene un
estabilizador de RNA/DNA que permite que los acidos nucléicos se preserven.

Se extrajo el material genético en el equipo semiautomatizado NUcliSENS

13



easyMAG (BioMérieux) siguiendo el protocolo estipulado para biopsias y
eluyendo en un volumen de 50 microlitros. Se guard6 la extraccion a -70°C
para resguardar el RNA.

b) Ensayo de RT-PCR tiempo real

El RT-PCR se llevé a cabo empleando el kit Superscript One-step RT-PCR con
ADN polimerasa Taq Platinum (Invitrogen), 10 pmol de cada oligonucleétido y 5
microlitros del ARN extraido, la mezcla final de PCR fue de 25 microlitros. Las

condiciones dentro del termociclador se aprecian en la tabla 1.

Paso del RT-PCR Condiciones ("C/Tiempo) Niamero de ciclos
Formacidn del cDNA 48°C durante 30 minutos 1
Activacian de la DNA polimerasa 94°C durante 10 minutos 1
Amplificacidn 94°C durante 15 segundos 45
60°C durante un minuto

Tabla 1.

El ensayo se realiz6 en un temociclador 7500 PCR-tiempo real (Applied
Biosystems), calculando el valor para Ct y se obtuvo el punto de corte para

descartar las muestras negativas.

Se identificaron tres genes del virus del sarampion (MV, Measles virus),
hemaglutinina (H), nucleoproteina (N) y proteina de fusion (F), asi mismo se
identificd el gen de RNAsa humana que fungié como control de la viabilidad de la

muestra, ademas de apoyar a descartar posibles falsos positivos.

Los oligonucledtidos empleados para la identificacion fueron publicados

previamente (tabla 2).
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Gen Secuencia oligos y sonda Tamafio (pb)

Hemaglutinina 5-TTC ATC GGG CAG CCATCT AC-3’
5’-CTC TGA GGT GTC CTC AGG CC-3’ 150
FAM-CCG CAG AGA TCC ATA AAA GCC TCA
GCA C-BHQ
Nucleoproteina 5’-TCA GTA GAG CGG TTG GAC CC-3’ 151

5’-GGC CCGGTT TCT CTG TAG CT-3’
FAM-CAA ACA GAG TCG AGG AGA AGC CAG

GGA-BHQ
Proteina de 5-TGA CTC GTT CCA GCC ATC AA-3’ 150
fusion 5-TGG GTC ATT GCA TTA AGT GCA-3’
FAM-CTG CAC GAG GGT AGA GAT CGC AGA
ATA CAG-BHQ
RNAsa P 5-AGATTTGGACCTGCGAGCG-3'
humana 5-GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-3'

FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos empleados en el ensayo de RT-PCR tiempo real. FAM, 6-carboxil

fluoresceina; BHQ, quencher no fluorescente (blackholequencher). Hummel Et Al

c) Deteccion de IgG contra virus de sarampién

Se sensibilizaron las microplacas con el antigeno de virus de sarampion
(NativEMeasles virus, Serotec) a una concentracién de 3 (Jg/mL, se dejaron 18
horas a temperatura de 4°C para permitir que el antigeno se adhiriera a la

microplaca.
Se preparo el antigeno con buffer de carbonatos (Na2CO3 0.05M, pH 9.6).

Pasado este tiempo, se lavo la placa tres veces con 300 microlitros de solucién

de NaCly Tween 20 al 5% para eliminar por completo el remanente de antigeno.
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Se bloquearon los espacios donde el antigeno no se peg0, con una solucion de
albumina sérica bovina y bufer salino de fosfatos (ASB-PBS 1%) y se incub6 1
hora. Pasado este tiempo, se lavé con 300 microlitros con solucion de NaCl-

Tween.

Se preparo la dilucion de trabajo para los controles positivo y negativo (1:1000
para ambos controles). Se agregaron 100 microlitros del suero problema y de
cada control a la placa previamente sensibilizada, se coloc6 una etiqueta
adhesiva para evitar la evaporacion. Se incub6 a 37°C por 2 horas sin agitacion
y se lavé la placa seis veces con 300 microlitros de la misma solucion de lavado

antes mencionada.

Se diluyd el anticuerpo conjugado anti-lgG- Fosfatasa alkalina humano (DAKO)
1:1000 en albumina sérica bovina 0.5%, Tween 20 al 0.5%, Polietilenglicol
0.005%. Se afadié 100 microlitros del anticuerpo conjugado a cada pozo de la
microplaca y se incubo a 37°C durante 2 horas. Se realizaron 6 lavados con 300

microlitros de la misma solucién de lavado.

Se adicionaron 100 microlitros de solucion de p-nitrofenilfosfato a cada pozo, se

incubard una hora a 30 °C.

Se midio la densidad éptica en un espectrofotometro (Biorad) a una longitud de
onda de 405 nm.

La conversion de los resultados de IgG de diluciones a miU/ml se realizé

mediante el kit IBL International con la siguiente tabla:

Intervalo Rango de Dilucién Rec. Intervalo
Linearidad (miU/mL) (especificode la muestra) (%)
7-1181 1:4-1:128 83-119

Tabla 3. Pruebas funcionales de equivalencia de IgG en mlU/ml a dilucién, validada con BEPIII, TRITURUS
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Tamafno de muestra

El calculo de la muestra se realizd utilizando la formula de sujetos a estudiar en
una estimacion de proporciones, asumiendo que la proporcién conocida de
otoesclerosis secundaria a sarampion en reportes previos del 75%, con un error

alfa de 0.05 (1.96) y con una precisién del 10%.

Se utiliz6 la férmula del tamafio de la muestra para proporciones:

n=Za2 pq
Donde: d2

n=1.962 x 0.75 x 0.25 =72.03
0.102

Descripcion de las variables de estudio y sus escalas de medicion

e Amplificacion del RNA viral por medio de PCR-TR en tiempo real, deteccion
de proteinas virales por inmunohistoquimica
e EIl acido nucléico (RNAmM, RNAv, DNA) se extrajo de estribos congelados y
pulverizados de pacientes con otoesclerosis

e Se utilizaron primers de oligonucleétidos para sarampion.

DEFINICIONES
CATEGORIA
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL
ESCALA
Afos de vida|Edad del | Cuantitativa
Edad o ] ] Afios
cronolégica paciente en afios | discreta
) Masculino o] o
Género Sexo del paciente ) Cualitativa M/F
femenino
Bilateralidad de la | Afeccion de uno o|Oido izquierdo, | Cualitativa I/D/B
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Otoesclerosis

ambos oidos

derecho o ambos

Si cuentan 0 no

Vacunacion con la vacuna del |Siono Cualitativa S/IN
sarampion
Presentacion
Antecedente  de| |
» _ . |clinica de la| o
Infecciéon  Clinica Siono Cualitativa SIN
» enfermedad como
de Sarampion
antecedente
Antecedente
familiar de
Antecedente Otoesclerosis o| o
- Siono Cualitativa S/N
Familiar sordera en edad
temprana (joven o
adulto joven)
(Solo en caso de
pacientes
femeninos)
Antecedente  de
Antecedente ) o
aparicion de la|Siono Cualitativa SIN
Hormonal
enfermedad o]
aumento en la
severidad con el
embarazo
Que tipo de
técnica quirdrgica i
o o | Estapedotomia,
Técnica de Cirugia | se utilizé S i o
hemiplatinectomi | Cualitativa E/H/P

del estribo

(estapedotomia,
hemiplatinectomia

o platinectomia)

a o platinectomia
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Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de los datos utilizando medidas de tendencia
central y de dispersion (media + desviacion estandar; mediana y valores minimo-
maximo) para las variables de tipo cuantitativo (continuas o dimensionales). En
el caso de las variables cualitativas, se utilizaron frecuencias absolutas y

relativas (porcentajes). Para la relacién de variables cualitativas se utilizé Chi?.

Resultados

Se evaluaron 93 pacientes con diagnostico de otoesclerosis en el Instituto
Nacional de Rehabilitacion en la Subdireccion de Otorrinolaringologia y Cirugia
de Cabeza y Cuello de marzo del 2011 a abril del 2012.

83 tenian otoesclerosis bilateral y 10 unilateral, de los cuales 57 eran mujeres y

36 hombres, con una mediana para la edad de 42 afios (24 a 63 afos).

El diagnoéstico se realiz6 clinicamente, con el curso de la enfermedad, hipoacusia
lentamente progresiva, otoscopia normal, audiometria tonal con hipoacusia mixta
o conductiva con brecha >20db y reflejos estapediales ausentes; el diagndstico
definitivo se realiz6 durante la cirugia al verificar la fijacion del estribo con la

inmovilidad del mismo.

La otoesclerosis se confirmd en todos los pacientes, se retird el estribo y se

reemplazé por una prétesis de estapedectomia.
Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado para entrar en el

estudio, el cual fue aprobado por la Comision de Investigacion del Instituto

Nacional de Rehabilitacion.
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De los 93 pacientes estudiados, la otoesclerosis fue esporadica en 50 casos y 43
tenian algun antecedente heredofamiliar de otoesclerosis o hipoacusia en edad

temprana.

25 (26.8%) tenian el antecedente de enfermedad clinica de sarampion, 27 (29%)
no sabian y 41(44%) lo negaron.

Unicamente 2 (2.1%) de las mujeres tuvieron un aumento de la hipoacusia

durante el embarazo.

55 pacientes (59%) fueron intervenidos de cirugia de estribo con técnica de
agujero pequefio obteniendo en estos casos Unicamente la supraestructura del
mismo, 21 (22.5%) fue con hemiplatinectomia en donde se obtuvo la
supraestructura con la mitad de la platina'y en 17 (18.2%) se obtuvo el estribo en

su totalidad al realizar platinectomia total.

Mediante RT-PCR se buscaron tres genes del virus del sarampion,
hemaglutinina (H), nucleoproteina (N) y proteina de fusion (F) y todas las

muestras fueron negativas para los 3 genes.

Se verifico la viabilidad de las muestras identificando el gen de RNAsaP humana
el cual fue positivo para todas por lo que se comprobd la viabilidad de las

muestras.
La medicion seroldgica para IgG contra sarampion fue positiva para 40 muestras
(43%), 28 negativas (30%), 14 indetectables (15%), que juntas sumarian 42

negativas (45%) y 11 indeterminadas (11.8%).

Se tomaron como valores de referencia positivo >1181muUl/ml, indeterminado
1181-590muUl/ml, negativo < 590mul/ml.
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De los 25 pacientes que tuvieron el antecedente de enfermedad clinica de
sarampion, 12 (48%) tuvieron IgG’s positivas, 8 (32%) negativas de las cuales 1
fue indetectable y 5 fueron indeterminadas. En cuanto a los 42 pacientes que
negaron el antecedente de sarampion, 25 (59.5%) tuvieron IgG positivas y
13(30.9%) negativas de los cuales 9 fueron no detectables y 4 fueron
indeterminadas, sin tener un valor estadistico significativo (p 0.07). Tabla 4

Los pacientes que nacieron antes de 1973 que fue la fecha en la que se inici6 la
vacunacion contra sarampion en México fueron 52 (55.9%) y los que nacieron
después fueron 41 (44.1%).

De los que nacieron antes, 19 (36.5%) tienen IgG’s positivas, 5 (9.61%)
indeterminadas y 28(53.8%) negativas; de los que nacieron después, 20 (50%)
tuvieron IgG’s positivas, 6 (14.6%) indeterminadas y 15 (36.5%) negativas. Esta

relacion no resulta estadisticamente significativa (p 0.28). Tabla 5

Tabla 4
IgG Vs Sarampién
40+
B3 S
E3 NS
30-
(2]
Q
3 20-
(@)
©
o i
o] B
0 . R S .

IgG positiva 1gG negativa 1gG ilndeterminado
lgG
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Tabla 5

Niveles sericos vs Vacunacion

301 o
Positivo
Indeterminado
9 204 — E&3 Negativo
o i
S i
Q. 10- B
0 == a— T
Antes de 1973 Después de 1973
Fecha de Nacimiento
Discusion

El genoma del virus del sarampion tiene 6 genes que codifican diferentes
proteinas: nucleocapside (N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), proteina

de fusion (F), hemaglutinina (H) y proteinas grandes (L).

El virus es serolégicamente monotipico, pero basados en las secuencias de los
genes N y H, se clasifican 8 virus salvajes designados A, B, C, D, E,F, Gy H. La
observacion de estructuras filamentosas morfolégicamente similares a la
nucleocapside viral en el reticulo endoplasmico de células parecidas a
osteoblastos en las lesiones osteoclasticas de los estribos de pacientes con
otoesclerosis, llevaron a McKenna y colaboradores a la etiologia viral de esta

enfermedad. ?
Desde entonces, un gran namero de estudios han reportado la deteccién del

virus del sarmapion en muestras de estribos de pacientes con otoesclerosis con

PCR reversa y analisis inmunohistoquimico.
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Adicionalmente, Arnold y colaboradores analizaron a los pacientes con
otoesclerosis hospitalizados en Alemania de 1993-2004 y concluyeron que
existe una incidencia estadisticamente significativa menor de otoesclerosis en

pacientes vacunados contra sarampion que los que no lo estaban. %

Sin embargo, nunca ha sido reportada la secuencia completa de mRNA del

virus, ni tampoco se ha podido aislar el mismo.

Grayeli y colaboradores reportaron que no detectaron RNA del virus de
sarampion en ninguna muestra de estribos de pacientes con otoesclerosis
(n=35). * De igual forma, Komune y colaboradores no detectaron ninguna
evidencia del virus en muestras de estribos de pacientes con otoesclerosis por

RT-PCR en tiempo real o cultivos celulares. %

En acuerdo con los trabajos previos, nosotros no pudimos detectar el RNA viral
en las muestras de estribos por el método de RT-PCRen tiempo real que incluso
tiene una sensibilidad mas alta que el convencional que fue utilizado en otros

estudios en donde si lo detectaron.’- 18 23 28

Las muestras fueron procesadas con RT-PCR para 3 regiones genomicas del
virus del sarampion que codifican para la proteina hemaglutinina,
nucleoproteinina y proteina de fusion , estas regiones son las mas abundantes,
menos sujetas a mutaciones y las que mas se conservan, dentro de las
proteinas que son responsables de producir la infeccion aguda o persistente del

sarampion.

Para aumentar la sensibilidad de las mismas se amplificaron estas 3 regiones en

2 ciclos con una reproducibilidad completa.

Se utilizé el gen de RNAasa P como control para comprobar la viabilidad de la

muestras y descartar la posibilidad de degradacién del RNA viral y de la
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muestra. En todos los casos, las muestras fueron viables por lo que los

resultados son totalmente confiables.

Los grupos que han encontrado las secuencias gendmicas, han amplificado la
proteina N usando un gran nimero de ciclos de amplificacion (35-40 ciclos), en
estos casos las pruebas de amplificacion se han repetido 2-3 veces para cada

muestra con un bajo indice de reproducibilidad * ** * 32

Se puede argumentar que los titulos del virus del sarampion pueden ser muy
bajos en el tejido otoescleroso para ser detectados, sin embargo, eso nos
llevaria a preguntarnos si esa titulacion tan baja para no poder ser detectada por
PCR reversa puede producir una enfermedad cronica.

Por otra parte, la teoria del virus del sarampidén no sustenta que la otoesclerosis
es extremadamente rara en los africanos siendo que el sarampion es muy

frecuente en dicha poblacién. *

Adicionalmente, la localizacion de las particulas virales que reportd6 Mackenna
en las células de tejido otoescleroso es muy diferente a la localizacion que tiene
en células infectadas de otros tejidos que se encuentra en el citoplasma y no en

el reticulo endoplasmico como él los reporté. 2

Otras teorias que podrian sustentar la presencia del RNA viral detectado en
otros estudios serian la genética y la autoinmune, pero en este caso, el virus no
actuaria como un agente infectante, sino como un desencadenante autoinmune
por un mimetismo molecular por predisposicion genética, sin embargo, esto seria
muy dificil de demostrar porque no existe ningdn modelo animal para

otoesclerosis.

Desde 1973 se comenz6 a aplicar la vacuna contra sarampion cuando se inicio

el programa nacional de inmunizacuiones en México, esto quiere decir que

25



desde entonces la poblacion mexicana ha sido expuesta a la inmunidad contra el
virus del sarampion, por lo que si el virus del sarampion tiene una relacion causal
con la otoesclerois, en teoria la enfermedad deberia de estar disminuyendo su
incidencia, al menos en pacientes que hubieran nacido después de la aparicion
del programa y no ha sido asi ya que 41 pacientes (44%) de nuestro estudio

nacieron después y aun asi tienen otoesclerosis.

En los resultados inmunoldgicos encontramos una gran diversidad en la
titulacién de 1gG’s, 40 muestras fueron positivas lo que significa que estos
pacientes fueron vacunados o cursaron con la enfermedad clinica de sarampién,
sin embargo, la relacion entre la vacunacion y el antecedente de enfermedad no
es estadisticamente significativo, esto se puede explicar por la subjetividad que
implica el antecedente de sarampidén o de vacunacién porque no hay forma de
comprobar por este estudio si tuvieron la enfermedad o si fueron vacunados, ya

gue la mayoria no tienen la cartilla de vacunacion.

41 muestras fueron negativas de las cuales 14 fueron indetectables y 27 tuvieron
valores negativos, estos valores tampoco tienen una relacion estadisticamente
significativa con el antecedente de enfermedad y vacunacion, sin embargo, al
observar que 14 pacientes no tuvieron titulaciones detectables de IgG en suero,
ponemos en duda la relacion de la otoesclerosis con el sarampidén porque no
existe al menos en estos pacientes alguna prueba de contacto previo con el
virus, por lo que no hay posibilidad de que en ellos el virus haya causado la

otoesclerosis.

Karosi y colaboradores encontraron que niveles séricos bajos de IgG con un
umbral de 12UI/ml confirman el diagnostico de otoesclerosis en pacientes con
hipoacusia conductiva, esto lo explican como una infeccién viral crénica que
permite la replicacion viral constante y que en consecuencia tienen una
respuesta humoral baja; nosotros encontramos una gran diversidad de niveles

séricos de IgG en nuestra poblacion en donde s6lo 1 muestra tuvo un valor
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aproximado a 12UI/ml, 40 tuvieron valores mucho mayores y 42 menores %. Lo
anterior, no apoya la relacion que los autores encontraron con las IgG’s contra
sarampion y la otoesclerosis y por lo consiguiente, reafirma la oposicién con la

teoria del sarampion.

Uno de los objetivos secundarios del estudio habia sido el uso de microscopia
electronica para complementar el mismo y descartar la presencia de estructuras
filamentosas del virus de sarampion, sin embargo, debido a cuestiones
econémicas no pudo realizarse, de cualquier forma, consideramos que la RT-
PCR es altamente sensible para la deteccion de RNA viral y nos podia hacer

prescindir de la microscopia electrénica.

Una de las limitantes del estudio es que no pudimos obtener perilinfa para medir
las concentraciones de IgG, esto hubiera fortalecido mas la validez del mismo.
De igual forma, la medicion de los receptores de sarampion CD46 hubiera sido

muy Util para ver la correlacion de los niveles y los resultados negativos del virus.

En cuanto a las demas teorias acerca de la etiologia de la otoesclerosis, seria
de gran interés investigar sobre la teoria genética debido al gran numero de
pacientes que tuvieron el antecedente heredofamilair de hipoacusia, de esta
forma se podria realizar la detecciéon de los genes OTSC1-OTSC8 en las
mismas muestras de nuestros pacientes e investigar mas sobre la
caracterizacion de éstos para entender mejora el tipo de herencia y la

etiopatogenia.

Otro de los vinculos genéticos ha sido con la osteogénesis imperfecta, en donde
la otoesclerosis se caracteriza como una expresion local de la enfermedad por lo
gue también es posible detectar anormalidades en el gen COL1A1l de pacientes
con otoesclerosis y compararlo con pacientes con las anormalidades

encontradas en osteogénesis imperfecta.
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La teoria autoinmune puede ser comprobada con la medicibn de
autoanitcuerpos contra coldgena en los sueros de los pacientes del estudio, de
igual forma se podria realizar mediciones de factor de crecimiento tisular 1
(TGF-B1), factor de necrosis tumoral (TNF) y proteinas morfogenéticas del
hueso (BMPs) en las muestras de los estribos para descartar causas locales del

metabolismo 6seo como causantes.

La teoria sobre los factores hormonales de los estrégenos, progesterona y
prolactina que influyen en el metabolismo 6seo queda en duda debido a que
esta enfermedad afecta a hombres y a mujeres y que en nuestro estudio
Unicamente 2 mujeres relacionaron la hipoacusia o el aumento en su severidad

con el embarazo.

Conclusiones

En conclusion, este estudio apoya que la otoesclerosis no esta relacionada con
la infeccion crénica por el virus del sarampion, concordando con el estudio de

Grayeli y Komune.
Es necesario realizar nuevos estudios con para detectar las diferencias e

investigar mas sobre otras teorias causales de la otoesclerosis para esclarecer

su etiologia y actuar en la prevenciéon de la enfermedad.
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Anexos

Anexos relacionados con formatos de recoleccién de datos.

Fecha evaluacion (_ / / ) Sujeto || | |

1. Criterios de inclusion
Paciente con otoesclerosis intervenido de cirugia de estribo Sil1  No [
Consentimiento informado firmado sill Noll

2. Criterios de exclusién
Fijacion del estribo por otra causa sill No [

Vacunacion con esquema triple viral o SR en el Gltimo afio Sil No[]

3. Datos demograficos
Nombre y apellidos del paciente:

NUmero de expediente |__|_ || 1 | _In_1_1 Género: [ Masculinol

2 Femenino

Edad (afios cumplidos): |__|

4. Antecedentes

Antecedente familiar de otoesclerosis o hipoacusia en edad temprana Si [ ] No[]

Antecedente de enfermedad clinica del sarampion Sig Nopj

Esquema de vacunacion completo Sig No[j

Vacunas aplicadas recientemente Si] No[j
¢Cual?

En caso de que sea mujer ¢ Hubo relacion de la hipoacusia con el embarazo?

Si [1 Noll
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5. Datos quirurgicos en el INR

Fecha quirargica: (___/ /) Cx

realizada:l |

Lateralidad de la Enfermedad Bilateral [ Unilaterall]
Oido Intervenido Derecho[]  Izquierdo[]
Cirujano:
¢Qx planeada = Qx realizada? Sil[1 No[l

Técnica de Estapedectomia Platinectomia[] Hemiplatinectomial_]

Agujero Pequefiol]

Parte del estribo obtenida  Supraestructura
Platina completa
Supraestructura con hemiplatina

Hemiplatina

O Odod

Supraestructura con platina completa
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INR

INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION
SUBDIRECCION DE OTORRINOLARINGOLOGIA Y CIRUGIA DE CABEZA Y
CUELLO

CARTA DE DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

DETERMINACION MOLECULAR DEL VIRUS DEL SARAMPION EN PLATINAS
DE PACIENTES CON OTOESCLEROSIS DEL INSTITUTO NACIONAL DE
REHABILITACION

Usted que padece sordera a causa de una mala transmision del sonido por
fijacion de uno de los huesos del oido (otoesclerosis), le invitamos a participar en
un estudio clinico, en el cual se evaluara la presencia del virus del sarampién en
el hueso del oido que se encuentra fijo (estribo), para determinar si este es uno
de los causantes de la enfermedad. Su participacion es completamente
voluntaria. Nadie puede inducirlo o forzarlo para que participe. Por favor, lea la
informacion siguiente; si no le es posible, alguien mas puede leérsela. Revisela
con cuidado y si existe cualquier duda o pregunta, hagalo saber a la persona
gue esta revisando este documento con usted.

¢, Por qué se hace este estudio?

Existen varias teorias sobre la causa de la otoesclerosis, como la hereditaria,
hormonal, del sistema de defensa, desordenes del hueso y la viral, sin embargo,
no existe ninguna totalmente comprobada como Unica causante por lo que se
realiza este estudio para descartar o reafirmar una de la teorias causales, como
es que la presencia del virus del sarampién en la parte interna de su oido (sitio
en donde se origina la otoeslcerosis) produce una reaccion inflamatoria que
causa esta enfermedad.

¢, Quién esta haciendo este estudio?
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Este estudio se lleva a cabo en el Instituto Nacional de Rehabilitacion, justo
donde se encuentra hospitalizado. En este hospital, los responsables del estudio
es el Dr. Roberto Sanchez Larios, a quién puede contactar para cualquier duda o
aclaracion en el teléfono 59991000 ext. 18119 o 18270.

¢, Qué se le hara a usted en este estudio?

Usted recibira el tratamiento quirdrgico recomendado para el tratamiento de la
otoesclerosis, antes de la cirugia se le tomara una muestra de sangre para
analizar por esta via si usted a tenido contacto con el virus del sarampion, la
muestra sera tomada antes de que se le ponga el suero por lo que no se le dara
un piquete adicional.

Convencionalmente durante la cirugia se retira uno de los huesos del oido, que
es sustituido posteriormente por una protesis, este se mandara a analizar para
descartar la presencia del virus.

¢,Qué se hara con las muestras?

Las muestras tomadas para conocer la presencia del virus del
sarampion(muestra de sangre y hueso del oido) se analizardn con pruebas
moleculares y se realizara una base de datos con los resultados.

¢,Cuales son los riesgos que tengo por participar?
No existen riesgos adicionales al de la propia cirugia por participar en este
estudio.

¢,Cuales son los beneficios de participar?

El participar en el estudio puede beneficiar de forma directa a usted y su
familiares ya que tendremos un mejor conocimiento de este padecimiento lo que
nos ayudara a mejorar el tratamiento de los pacientes afectados en el futuro.

No se ofrece ningun pago a los participantes durante el estudio.

¢Puedo retirarme del estudio?

Si, puede pedir que sea retirado/a, de forma libre en el momento que lo decidiera
y el Comité de Etica del Instituto tiene la obligacion de detener el estudio en
cualquier momento cuando considere que se estan afectando los derechos de
los pacientes.

¢, Qué sucede si decido no participar o si posteriormente decido retirarme
del estudio?

No existe ningun problema. Los médicos respetaran su decision y continuaran
ofreciéndole el tratamiento y atencion acostumbrados en el hospital.
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Confidencialidad.

Toda la informacion acerca de usted se mantendra confidencial y no se
compartir4 con ninguna persona que no sea responsable de su cuidado médico.
El expediente médico sera revisado por personas que trabajan dentro del
estudio, incluyendo monitores, y puede ser revisado por autoridades regulatorias
y el Comité de Etica. El nombre no sera utilizado en ningun reporte de la
informacion generada en este estudio. Todos los documentos de investigacion y
muestras se identificaran utilizando un nimero clave. El nombre no aparecera en
ningun reporte o publicacion cientifica relacionada con el estudio.

¢A quién puedo contactar si tengo preguntas o quejas?

Si tienen cualquier pregunta acerca del estudio, puede hablar con el investigador
principal, Dr. Roberto Sanchez Larios o si tiene dudas en relacién al proceso de
consentimiento informado, con el coordinador el Comité de Etica de su hospital.
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INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION

SUBDIRECCION DE OTORRINOLARINGOLOGIA Y CIRUGIA DE CABEZA Y CUELLO

INR

DETERMINACION MOLECULAR DEL VIRUS DEL SARAMPION EN PLATINAS
DE PACIENTES CON OTOESCLEROSIS DEL INSTITUTO NACIONAL DE
REHABILITACION

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

/ /

Nombre del paciente Firma dia mes afo

/ /
Nombre del testigo 1 Firma dia mes afo
Relacion con el participante Domicilio

/ /
Nombre del testigo 2 Firma dia mes afio
Relacion con el participante Domicilio

/ /
Nombre del Investigador Firma dia mes

V2 06/11 Av. México Xochimilco

#289
Col. Arenal de Guadalupe
14389 Tlalpan D.F. Méxic
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