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r e  s u  m e  n

Introducción: La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad inflamatoria desmielinizante,

crónica que condiciona discapacidad no traumática en adultos jóvenes, y  afecta principal-

mente a  mujeres (3:1). El objetivo del presente estudio fue analizar la posible asociación

entre  la infección de VEB y la EM en pacientes mexicanos.

Métodos: Este análisis incluyó un estudio epidemiológico, donde se consideró una muestra

de  141 casos y  189 controles, pareados por  edad y  sexo, colectados en el  Instituto Nacional

de  Neurología y Neurocirugía en la ciudad de  México en los últimos 5 años. Para el proceso

de  purificación de ADN total a  partir de  muestras de  sueros de pacientes con EM, se utilizó

el  kit comercial QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, 51106). La detección del genoma del  VEB se

realizó  por PCR en tiempo real con el kit de  cuantificación del virus herpes humano tipo 4,

Epstein-Barr (Genesig).

Resultados: Se analizó información de un total de 330 sujetos, correspondiendo 141 a casos y

189  a  controles sanos. El promedio de  edad fue  de 33  y  32  años para casos y  controles respec-

tivamente; aproximadamente el 68% en los casos (96/141) y controles (130/189) correspondió

al sexo femenino. El VEB se detectó en 3 de  las 189 muestras de los controles (1,5%) con CT

de  (31,36; 31,11; 32,89) y  en 2 muestras de  los 141 casos EM (2/141; 1,3%) con CT de (33,21;

34,05).
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Conclusión: En este estudio de casos y  controles no encontramos diferencia en la presencia

de  ADN de VEB (en pacientes con EM).

©  2016 Sociedad Neurológica Argentina. Publicado por  Elsevier España, S.L.U.  Todos los

derechos reservados.

Lack  of  association  between Epstein-Barr  virus  DNA  detection  in serum
and  multiple  sclerosis  in  the  Mexican  population
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a b s t r a c  t

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory, chronic demyelinating disease that

causes non-traumatic disability in young adults, and affects mainly women (M:F 3:1). The

aim of the  present study was to analyze the potential association between the  EBV infection

and MS in Mexican patients.

Methods: This analysis included an epidemiological study, with a sample of 141 cases and

189 controls matched by age and sex, collected at the National Institute of Neurology and

Neurosurgery in Mexico City in last 5  years. To purify total DNA from MS patient serum

samples, we used the commercial kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, 51106). The detection

of the EBV genome was made by real-time PCR with the quantification kit for type 4 human

herpes, Epstein-Barr (Genesig).

Results: We analyzed the information of a total of 330 individuals, with 141 cases and

189 healthy controls. The mean age was 33 and 32 years for cases and controls, respec-

tively; approximately 68% of the cases (96/141) and controls (130/189) were women. The EBV

was detected in 3 of 189 controls (1.5%) by  Cts of (31.36, 31.11, 32.89) and in 2  of 141 MS

patients (2/141, 1.3%)

Conclusion: In the present cases-and-controls study, we  did not find any difference in terms

of the detection of DNA of EBV [in MS patients].

© 2016 Sociedad Neurológica Argentina. Published by Elsevier España, S.L.U. All rights

reserved.

Introducción

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad desmie-
linizante, crónica del sistema nervioso central, afecta
principalmente a  adultos jóvenes con mayor frecuencia a
mujeres que a  hombres (3:1), y es la principal causa de dis-
capacidad no  traumática en este grupo etario. En  el mundo se
estima que la enfermedad afecta a 2,5 millones de personas1,2.

Con relación a aspectos epidemiológicos, en EE. UU.
actualmente la EM afecta a 350.000 personas. En México,
la incidencia de la enfermedad no ha sido completamente
determinada, sin embargo, la prevalencia ha cambiado: en
los años 70  se determinaron menos de 2 casos por 100.000
habitantes y  actualmente se establece en un rango entre 13-
15/100.000 habitantes, lo  que sitúa a  México como un país de
baja prevalencia3,4.

Referente a  aspectos clínicos, la etiología de la EM es desco-
nocida, pero es referida como la  aparición de lesiones desmie-
linizantes, neurodegenerativas, crónicas del sistema nervioso
central y periférico. La EM es acompañada de desórdenes de
la respuesta inmune que dependen del reclutamiento de lin-
focitos T reactivos al  sistema nerviosos central, por lo cual
es considerada como una enfermedad autoinmune5. Por otra
parte, los estudios epidemiológicos han implicado a  agentes
infecciosos como posibles factores asociados a la EM, como la

vulnerabilidad inmunológica durante la infancia y  que poste-
riormente favorece el desarrollo de la enfermedad3,6,7.

Particularmente, las infecciones de parotiditis, sarampión
y  virus de Epstein Barr (VEB) aumentan el riesgo del desarrollo
de la EM. Hay una mayor correlación entre el VEB con  la EM
cuando existe una infección primaria durante la adolescencia
o la adultez temprana.

Este estudio explora la posible asociación entre la infección
de  VEB y  la EM en una muestra obtenida de  pacientes con EM
captados en el Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía
(INNN) durante 2010 y 2012.

Métodos

El  proyecto estuvo anidado al proyecto madre titulado Facto-

res de riesgo asociados a la esclerosis múltiple en México: estudio

multicéntrico, el cual es un estudio epidemiológico transversal,
en donde se consideraron 300 casos confirmados de EM,  y por
cada caso se seleccionó a  2 controles, pareado por edad y  sexo
con respecto a  los casos; estos fueron colectados en el INNN
en la ciudad de México en los  últimos 5 años (Conacyt: Salud
2008 CO1-87366). Para el presente estudio se consideró un sub-
muestra de 141 casos y 189 controles recolectados en el primer
año del estudio madre, considerando los mismos parámetros
de  selección.
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Figura 1 – Curva de amplificación del gen endógeno �-actina, en pacientes con EM.  Hospital Nacional de Neurología. México

D.F. 2012.
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Figura 2 – Curva de amplificación de virus Epstein-Barr en controles. Hospital Nacional de Neurología. México D.F.  2012.
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Tabla 1 – Escala de discapacidad (EDSS), según tipo de esclerosis múltiple, en pacientes con esclerosis múltiple. Hospital
Nacional de Neurología. México D.F. 2012

Escala ampliada del estado de  discapacidad (EDSS)a

Tipo de esclerosis múltiple 0  (0/1,5 pts)  1 (2/3,5 pts) 2  (4/5,5 pts) 3 (6/8 pts)  Total

Brote remisión 31 52  15  22  120
Primaria progresiva 1 1 0 4 6
Secundaria progresiva 1 3 1 8 13
Total 33 56  16  34  139

a Escala ampliada del  estado de discapacidad (EDSS). De  0  (ausencia de discapacidad) hasta 10 (muerte relacionada con esclerosis múltiple).
Fuente: Proyecto: Factores de riesgo para Esclerosis múltiple en México: INNN-INSP. 2012.

La definición de  caso de EM fue aquel paciente que cum-
pliera con los criterios de McDonald (2001), en la consulta
externa de la clínica de  enfermedades desmielinizantes del
INNN8.

La definición de control se aplicó para los  familiares de
otros pacientes que acudieron al hospital y  se les invitó a
participar en el  estudio (control poblacional). Ambos grupos
(casos y controles) firmaron la carta de consentimiento infor-
mado; adicionalmente se les tomó una muestra sanguínea
para posteriormente obtener suero total y generar un banco de
sueros.

Para la detección del VEB se purifico ADNA total a partir
de muestras de sueros de pacientes con EM, se utilizó el kit
QIAamp DNA Mini Kit  (QIAGEN, 51106), siguiendo los pasos
del protocolo. La cuantificación de las alícuotas obtenidas de
ADN se hizo mediante nanodrop lite (Thermoscientific), para
formar una base de datos con las concentraciones obtenidas
de ADN total9. Posteriormente la detección del genoma del
VEB en ADN total, obtenido de sueros de pacientes con EM
y controles, se realizó por PCR en tiempo real con el kit de
cuantificación del virus herpes humano tipo 4, Epstein-Barr
(Genesig). La reacción de PCR se llevó a cabo en un equipo
ABI-PRISM 7900 HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems). Previamente se preparó una placa maestra de
96 pozos conteniendo el ADN obtenido de los  pacientes a
una concentración de  5  ng/�l, a partir de la cual se tomó el
ADN total para realizar la detección del gen de �-actina y  del
genoma del VEB10.

Las reacciones de PCR tiempo real se llevaron a cabo
usando 1 �l de cada dilución, 5 �l  de Faststart universal probe
Master mix  (Roche), 0,5 �l de mezcla de oligos específicos y
sondas Taqman para la amplificación del VEB y  ajustadas a
un volumen de 10 �l  con agua. Las mezclas de reacción se
colocaron en placas de 96 pozos y se taparon con un film
óptico. Las reacciones se realizaron con el equipo ABI-PRISM
7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems).
Los parámetros de amplificación fueron: 95 ◦C durante 15  min,
seguido de 50 ciclos, 95 ◦C durante 10  seg y  60 ◦C durante 1  min
para cada terminación. Para el análisis de la carga viral, se
realizó una regresión lineal logarítmica, graficando los valo-
res del número de copias de cada dilución (eje de las X) y
los valores de CT (Cycle Treshold) de cada dilución (eje de
las Y).

Se realizó una prueba estadística no paramétrica
(Mann–Whitney) para establecer si  hubo una asociación entre
el VEB y EM,  en una submuestra de pacientes mexicanos

Tabla 2 – Características de historia familiar de
esclerosis múltiple, en pacientes con esclerosis múltiple
del Instituto Nacional de Neurología. México D.F. 2012

Enfermedad Número %

Esclerosis múltiple 2 1,4
Artritis reumatoide 5 3,5
Lupus 3 2,1
Diabetes mellitus 90 63,8
Epilepsia 8 5,6
Enfermedad de Parkinson 4 2,8
Otras enfermedades neurológicas 14 10
Esquizofrenia 6 4,2
Asma 6 4,2

Fuente: Proyecto: Factores de  riesgo para Esclerosis múltiple en
México: INNN-INSP. 2012.

con EM y  controles sanos. Para ello se utilizó el programa
estadístico Stata versión 9.011.

Resultados

Se  analizó información de un total de 330 sujetos, 141 casos y
189 controles. El promedio de edad fue de 33 y  32 años respec-
tivamente; aproximadamente el 68% en los casos (96/141) y
controles (130/189) correspondió a  sexo femenino. De acuerdo
a  las variables sociodemográficas no detectamos diferencias
estadísticamente significativas. De los casos, el 85% corres-
pondieron a  un  fenotipo brote remisión, el 9,2% a  un fenotipo
secundariamente progresivo y  el 4,2% a un fenotipo primario
progresivo (tabla 1).

Referente a  los antecedentes familiares, el 63,8% de los
casos refirió algún familiar con diabetes mellitus, y  el 20,5%
con algún tipo de alergia (tabla 2). La mayoría de los pacien-
tes cumplieron con estudios paraclínicos complementarios,
para confirmar el diagnóstico: resonancia magnética al 97%  y
estudios de  bandas oligoclonales (BOC) al 62% (tabla 3).

Del total de casos con  fenotipo brote remisión (120), el 69%
tuvo un grado de  discapacidad menor a  3,5 puntos de acuerdo
a  escala de discapacidad (escala ampliada del estado de dis-
capacidad EDSS)12.

El VEB se detectó en 3  de las 189 muestras de los  contro-
les (1,5%) con CT de (31,36; 31,11; 32„89) y en 2 muestras de los
141 casos EM (2/141; 1,3%) con CT de (33,21; 34,05). Esta diferen-
cia no fue estadísticamente significativa (valor de p =  0,8882).
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Figura 3 –  Curva de amplificación de  virus Epstein-Barr en casos de pacientes con EM. Hospital Nacional de Neurología.

México D.F. 2012.

La carga viral se determinó a partir de  una curva estándar
de un control positivo al VEB: 200.000, 20.000, 2.000, 200, 20
y 2 copias. Las diluciones seriadas se amplificaron generando
valores de CT para el cálculo de la carga viral (fig. 1).

Para las 3 muestras de los  controles que fueron positivos al
VEB, con CT de 31,11; 31,36 y 32,89, la  carga viral calculada,
usando de referencia el modelo de regresión lineal, corres-
ponde a 21, 17 y  6  copias de VEB respectivamente y  con una
media de 14,6 copias. Para los casos, se detectaron 2 muestras
positivas con CT de 33,21 y 34,05, que corresponden a  5 y 3
copias del VEB respectivamente y  con una media de 4 copias
(figs. 2 y 3).

Discusión

La EM se considera una enfermedad compleja del sistema
nervioso central que incluye aspectos inmunológicos, infla-
matorios, genéticos, clínicos, que tiene un  curso crónico
progresivo con la consecuente discapacidad neurológica en
pacientes adultos jóvenes8,13.

En este estudio se encontró que el 85% de los casos corres-
pondía a patrón clínico remitente recurrente. Otro estudio en
México reportó un patrón similar. Velázquez - Quintana et  al.
reportaron que el patrón clínico de 337 casos estudiados fue
remitente recurrente en un 48%. Esta diferencia es probable

consecuencia de un sesgo de selección; nuestra frecuencia es
similar a lo reportado en otras series14.

Nuestro estudio reporta una relación 1:3 hombre:mujer,
similar a lo encontrado en otros estudios15–17.

La asociación entre el VEB y  EM es probablemente un
fenómeno inmunológico, sin embargo, también se ha  consi-
derado en otros estudios parte de un contexto multifactorial
etiológico18.

Las primeras evidencias del papel que tiene el VEB en
la patogénesis de la EM datan de la década de los 7019–21.
Desde entonces, se han sumado mayor  número de estudios
que demuestran una mayor frecuencia en la seropositividad
para VEB en pacientes con EM22,23. La evidencia epidemioló-
gica  muestra que la infección por VEB es un factor de riesgo
para el desarrollo posterior de EM en sujetos genéticamente
susceptibles24 y el antecedente de la mononucleosis infec-
ciosa que se asocia con el VEB, en edades tempranas, también
incrementa el riesgo25–27.

Cabe mencionar que a  pesar de que el VEB es un virus
ampliamente distribuido en México, no existen datos con-
tundentes sobre el porcentaje de individuos serológicamente
positivos. Solo 2 estudios refieren que los pacientes provienen
de medio socioeconómico bajo y esto probablemente correla-
ciona con la alta probabilidad de exposición al VEB en edad
temprana. Y  de aquí la necesidad de conocer la influencia de
este virus en diferentes poblaciones28.
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Tabla 3 – Características clínicas en pacientes con
esclerosis múltiple del Instituto nacional de Neurología.
México D.F. 2012

Antecedentes personales Número %

¿Ha tenido algún tipo  de alergia?

Sí 29 20,5
No 112 79,5

Enfermedades autoinmunes diagnosticadas previamente

Enfermedad de  tiroides 1 0,7
Neuropatía 1 0,7
Hipertensión arterial 3 2,1
Enfermedad hepática 2 1,4
Migraña 6 4,2
Úlcera gástrica 5 3,5
Colitis 3 2,1

Se realizó estudio de resonancia magnética

Sí 137 97
No 4 3

Se realizó estudio de punción lumbar

Sí 122 86
No 19 14

Se realizó estudio de bandas oligoclonales (líquido cefalorraquídeo)

Sí 88 78,8
No 18 12,7
No sabe 12 8,5

Resultado de estudio de bandas oligoclonales (líquido cefalorraquídeo)

Positivo 62 44
Negativo 21 14,9
No sabe 5 3,5
Sin información 53 37,6

Se realizó estudio de anticuerpos contra mielina (líquido cefalorraquídeo)

Sí 18 12,7
No 77 54,6
No sabe 39 7,6

Resultado de anticuerpos contra mielina

Positivo 8 5,6
Negativo 10 7
Sin información 123 87,2

Tipo de diagnóstico de esclerosis múltiple

Brote remisión 120 85,8
Primaria progresiva 6 4,2
Secundaria progresiva 13 9,2
Indeterminado 2 1.4

Número de brotes previos al diagnóstico

1 30 21,2
2 16 11,3
3 11 7,8
4 8 5,6
5 y más 8 5,6

Fuente: Proyecto: Factores de  riesgo para Esclerosis múltiple en
México: INNN-INSP. 2012.

La limitante de este estudio y como se mencionó previa-
mente, fue que se basó en detectar al genoma del virus solo
en suero de pacientes con EM,  y  sería de  mucha relevancia
analizar los títulos de anticuerpos en contra de VEB en los
mismos sueros. Este tipo de estudios nos podría ampliar las
respuestas a  los hallazgos encontrados y  entender la enfer-
medad de EM desde un contexto más  integral, autoinmune e
infeccioso.
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