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1. Antecedentes

1. Introduccién

El sindrome de Sjogren (SSj) es una enfermedad autoinmune sistémica comun
lentamente progresiva cuyo signo distintivo es la exocrinopatia." Presenta
Infiltracion linfocitica de las glandulas exocrinas y pérdida significativa de la funcion
secretora de glandulas salivales y lagrimales e incluso en nariz, tracto respiratorio
superior, orofaringe, y posibles manifestaciones multiorganicas.? Esta hipofuncién
glandular conduce al sindrome Sicca, el cual es una combinacion de sequedad

ocular, cavidad oral, faringe, laringe y vagina.®

El SSj se divide en primario y secundario. Se define como una enfermedad primaria
cuando los signos y sintomas antes descritos se presentan en ausencia de otra
enfermedad del tejido conectivo, denominandose sindrome de Sjogren primario
(SSP). Cuando el sindrome se presenta asociado con otras enfermedades del tejido
conectivo o procesos inflamatorios cronicos es definido como sindrome de Sjogren
Secundario (SSS). *°

2. Epidemiologia

Se estima que la prevalencia del SSj varia de 0.1% a 4.8%,% con una incidencia
anual de 6.9 por 1000 pacientes y tasas que aumentan con la edad avanzada.’

Afecta predominantemente a las mujeres en una proporcidon de afeccion
mujer:-hombre de 9.15:1 y 10.72:1 de acuerdo a los datos de incidencia y
prevalencia, respectivamente. La edad general de SSP en promedio es de 56.16

afnos.’



La heterogeneidad en los criterios de inclusion, el origen étnico, el tamafo de
muestra y la distribucidn por sexo entre los estudios contribuyen a la variabilidad

observada en los estudios de epidemioldgicos de este padecimiento. ’
3. Manifestaciones Clinicas

La presentacion clinica de esta EA es heterogénea, con diferentes grados de
compromiso sistémico al momento del diagnostico. La sequedad en la boca
(xerostomia) y en ojos (xeroftalmia) se pueden presentar hasta el 80% de los casos.*
Los sintomas se dividen en tres grupos: 1. Sindrome Sicca. 2. Sintomas generales.

3. Manifestaciones sistémicas. *

1. Sindrome Sicca: Es la combinacién de xeroftalmia, xerostomia, faringe y

laringe, los cuales son los sintomas clasicos de SSP. En las mujeres, también
la sequedad vaginal también es una caracteristica comun de esta
enfermedad. La xerostomia puede desencadenar problemas secundarios
como candidiasis oral (33%), caries dental (65%) y enfermedad periodontal.
La xeroftalmia puede resultar en fotosensibilidad, irritacion cronica vy
destrucciéon del epitelio de la cornea e infecciones oculares. Ademas, el
sindrome Sicca también incluye ronquera, tos no productiva, piel seca y en
las mujeres, dispareunia.*

2. Sintomas Generales: El sintoma general mas prevalente es la fatiga,

ocurriendo hasta en un 70-80%. Un dolor cronico con frecuencia se presenta
en el SSp como acomparante de fibromialgia y/o poliartralgia. La depresion
y la ansiedad son también muy comunes en pacientes con SSP comparados
con controles sanos. *

3. Manifestaciones Sistémicas: Aproximadamente el 71% de estos pacientes

con SSP se presentan con manifestaciones extraglandulares. El linfoma tiene
la mas alta mortalidad, el subtipo mas comun de linfoma de tejido linfoide
asociado a mucosa (MALT), es a menudo visto en las glandulas parétidas, la



cual es usualmente una neoplasia indolente de bajo grado; los factores de
riesgo clinico para presentacion de linfoma, incluyen crecimiento persistente,
unilateral de glandula salival, linfadenopatias, esplenomegalia, vasculitis
cutanea, crioglobulinemia y el desarrollo de glomerulonefritis. EI compromiso
articular en SSP consiste predominantemente en artropatia simétrica,
intermitente, no erosiva; la artritis es menos comun y ocurre en
aproximadamente el 16% de estos pacientes comprometiendo articulaciones
interfalangicas proximales (35%) y del carpo (30%). Aproximadamente entre
el 10-20% desarrolla enfermedad pulmonar intersticial. El compromiso renal
es comun e incluye un amplio espectro de manifestaciones, de las cuales la
nefritis intersticial es la mas prevalente; la falla renal ocurre en
aproximadamente en el 24% de los pacientes con SSP. El compromiso
neuroldgico en pacientes con esta EA incluye el sistema nervioso central y el
periférico. Esta enfermedad ademas, se asocia con hepatitis C (12%),
enfermedad tiroidea autoinmune (10%), hepatitis activa cronica autoinmune
y cirrosis biliar primaria (5%). Otras manifestaciones cutaneas implican
eritema, vasculitis y dermatitis. El fendmeno de Raynaud esta presente en el
10% al 15% de los pacientes, a menudo precediendo la aparicion de los

sintomas sicca.*

4. Diagnéstico

El diagnostico del SSj represnta un desafio relacionado con el hecho de que los
sintomas principales (sequedad de boca y ojos, fatiga y dolor) son comunes en la

poblacion general y pueden estar asociados a otros sindromes de dolor. *°

Por lo anterior desde 1970 se han establecido y establecido diversos criterios de
clasificacion. Actualmente el Colegio Americano de Reumatologia (ACR, por sus
siglas en inglés) y la Liga Europea Contra el Reumatismo (EULAR, por sus siglas



en inglés) publicaron los nuevos criterios de clasificacion 2016. Los cuales Incluyen
variables mas objetivas que los previamente publicados por el American-European
Consensus Group (AECG, por sus siglas en inglés) del 2012.% Estos criterios se
aplican a cualquier individuo que cumpla con los criterios de inclusion (tabla 1), que
no presenten criterios de exclusion (tabla 2), y que cumplan un puntaje 24 de los 5

puntos que se enumeran en la tabla 3.

Tabla 1. Criterios de inclusion?
Se aplica a pacientes que presenten al menos 1 sintoma de sequedad ocular,
definida como una respuesta positiva cuando menos a una de las siguientes

preguntas:

1) ¢Ha tenido problemas de ojo seco diariamente, persistente, por mas de 3
meses?
2) ¢Ha tenido sensacion recurrente de arena o polvo en los 0jos?

3) ¢ Utiliza sustitutos de lagrimas mas de 3 veces al dia?

4) ¢Ha tenido la sensacién de boca seca por mas de 3 meses?

5) ¢ Frecuentemente ingiere liquidos para ayudar a deglutir alimentos?

Tabla 2. Condiciones de exclusidn para criterios de clasificacion
ACR/EULAR para sindrome de Sjogren.

El diagnostico previo de cualquiera de las siguientes condiciones excluiria el
diagnodstico de SS y la participacion en estudios de SS o ensayos terapéuticos
debido a la superposicion de caracteristicas clinicas o interferencia con pruebas
de criterios:

1) Antecedente de tratamiento con radiacion a cabeza y cuello
2) Infeccion por hepatitis B activa (confirmada por reacciéon en cadena de
polimerasa)

3) Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
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4) Sarcoidosis
5) Amiloidosis
6) Enfermedad injerto contra huésped
7) Enfermedad relacionada con IgG4

Tabla 3. Criterios de clasificacion ACR/EULAR para SSj*

Circunstancia Puntaje

Glandula salival de labio con sialoadenitis linfocitica focal y puntaje | 3
de focos de Daniels de =1 foco/mm?
Anti-SSA/Ro positive 3

Puntaje de Tincion ocular de Withcer 25 (o puntaje van Bijsterveld

24) en al menos 1 ojo

Prueba de Schirmer <5 mm/5 minutos en al menos 1 ojo 1
indice de flujo salival total sin estimulacién <0.1 ml/minuto 1
5. Etilogia

En SSP no se conoce completamente y de manera clara su etiologia, no obstante,
diversos estudios muestran que esta EA multifactorial se desarrollar por la
combinacién de factores de riesgo genéticos y ambientales.'® Desde el abordaje
genético poco se sabe en esta EA, por ejemplo, estudios pioneros mostraron una
mayor agregacion familiar, una proporcion de concordancia aumentada en gemelos
monocigotos versus dicigotos, y del riesgo relativo aumentado en individuos que
tienen un hermano afectado.'® Desde el punto de vista de estudios de gen candidato
y del genoma completo (GWAS) pocos han sido los reportes publicados. Entre los
genes fuertemente asociados con SSP se encuentran el clasico HLA de clase Il, y
genes no HLA como STAT4, BLK, TNFAIP3, IL12A, y otros 4 mas, otro grupo de

genes han sido mostrados estar asociados, no obstante, estas asociaciones en
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RELN, PTTG1, KLRG1, no alcanzan el nivel de p de los GWAS. Por lo que se nota

la carencia de estudios genéticos en el mundo en esta EA.

6. Genética

La heterogenicidad de los pacientes con SSP se puede atribuir a la activacion
anormal de los diferentes mecanismos del sistema inmunitario y la inflamacion. Se
desconoce que causa la respuesta autoinmune, pero se ha sugerido un evento
primario, como una infeccion seguida de una respuesta autoinmune secundaria. Sin
embargo, esta enfermedad parecida a otras EA solo se desarrolla en individuos

genéticamente susceptibles.

Diversas evidencias muestran la participacion de diversos tipos celulares del
sistema inmunologico en la patogénesis del SSP. Una de estos tipos son las células
B auto-reactivas, las cuales juegan un papel fundamental en su patogénesis siendo
propuestascomo terapia dirigida contra las células B como una modalidad de

tratamiento. &

En general, las células B auto-reactivas juegan un papel principal en la
inmunipatogénesis de las EA. Estas células se activan mediante una reaccién
inmune, por ejemplo, un complejo inmune, el cual causa su diferenciacién a células
plasmaticas productoras de anticuerpo o autoanticuerpos en las en caso de las EA.
La sefalizacion intracelular en las células B alterada causa anormalidades en su
activacion, varias proteinas como la proteina 1 de andamiaje de células B con
repeticiones de anquirina (BANK1, del inglés B cell scaffold protein With ankyrin
repeats 1) y la cinasa de tirosina de células B (BLK, del inglés B lymphoid tyrosine
kinase) sufren alteraciones debido a polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs),
los cuales si son funcionales pueden afectar diversos procesos normales de BANK1
y BLK. Recientemente, ha sido publicado que variantes tipo SNPs no sinbnimas en
BANK1, es decir que variantes que cambian aminoacidos estan fuertemente
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asociadas con lupus eritematoso sistémico (LES) en europeos,™ ademas,
recientemente nuestro grupo de investigacion mostr6 que este gen,
especificamente la variante R61H (R = arginina, H=histidina) o rs10516487G/A de
BANK1 esta asociada con LES en mexicanos (agregar esta referencia).
Importantemente, nosotros también identificamos que esta variante es también un
factor de riesgo para desarrollar artritis reumatoide (AR) (articulo bajo revision), por
lo que es importante evaluar esta variante, asi como la A383T (A=alanina,
T=Treonina) o rs3733197G/A de BANK1 en otras EA, tales como SSP. %

Numerosos estudios han sugerido al SSP como un trastorno poligénico, el cual
puede compartir factores genéticos con otras EA, como el LES, AR y esclerosis
sistémica (ES)'°. Recientemente, algunos polimorfismos en BANK? y BLK han sido

confirmados como factores de susceptibilidad para muiltiples EA.°

Algunos estudios en donde se evaluo la asociacion de BANK1y SSP han reportado
resultados contradictorios. En 2013, Sun et al. no identificaron una asociacion entre
3 SNPs de BANK 1y SSP en una poblacién China.' Por otro lado, Reksten, et al.
en 2014 describieron variaciones genéticas que podrian ayudar a explicar la
presencia de centros germinales linfoides en tejido no linfatico presente en el 25 a
30% los pacientes con SSP, sin emabrgo, ellos no realizaron ningun estudio de
asociacion genética. '2 Finalmente, Lindén et al. en el 2017 refieren que los loci de
rasgos cuantitativos de expresion (eQTL) representan una parte sustancial de los
efectos genéticos causales de la enfermedad de acuerdo al género, favoreciendo
su presencia en mujeres; el efecto mas significativo se encontré en BANK1."
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1. BANK 1: localizacion genética, estructura, expresion y funcion proteinica

El gen BANK1 se encuentra en el cromosoma 4 y codifica para la proteina BANK1,
proteina andamiaje formada por 785aa (isoforma de longitud completa). Esta
proteina es expresada principalmente en células B, y su funcién es mediar sefales
intracelulares las cuales culminan con la activacion de factores de transcripcion
nucleares responsables de la funcion efectora de las células B (Figura 1), este
evento lo realiza a través de dos vias: la primera implica la movilizacién de calcio de
las cisternas intracelulares inducida por el receptor de células B (BCR, del inglés B-
cell receptor) y la segunda promueve la fosforilacion de la cinasa LYN de los

receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R). 234

2. BANK1 y activacion del linfocito B

ElI BCR es una inmunoglobulina de membrana y monomérica, la cual pertenece a la
super familia de inmunoglobulinas. La activacién de células B a través del BCR
causa la fosforilacién de BANK1, la cual a su vez promueve su asociacion con la
cinasa LYN, modificando el canal de calcio via el IP3R, facilitando la fosforilacion y
activacion de este receptor por liberacidén de calcio del reticulo endoplasmico, por lo
que conduce a la activacion de proteinas dependientes de calcio (calcineurina)

activando factores de transcripcion (Figura 1). '
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Figura 1. Participacion de BANK1 en la activaciéon de células B. Tomada de:
Abbas A.K. 2018.

3. Modelo del impacto biologico de los SNPs de BANK1 en la sefalizacion y el

desarrollo de células B

BANK1 tiene un papel importante en la sefalizacion y el desarrollo de las células B.
Estudios sobre el efecto de las variantes de BANK7 han mostrado que estan
asociadas con una disminucion en la sefalizacion de células B a través de las
enzimas p-PLCy y p-Akt. Por otro lado, también se ha observado una mejora en los
niveles de expresion de FOXO1 en AICDA y SELL, los cuales son genes diana de
FOXO1. Causando un aumento en las células B de memoria que podrian iniciar la

patogénesis de las EA. '® (Figura 2).
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Figura 2. Modelo del impacto biolégico de los SNPs de BANK 1en la
sefnalizacion y el desarrollo de células B. Tomada de: Dam et al. 2016.

4. Polimorfismos de un nucleétido

El SNP no sinénimo rs10516487G/A de BANK1 es uno de los tres polimorfismos
funcionales que ha mostrado una asociacion previa con LES. Esta variante se ubica
en el exon 2 e influye en la eficiencia del corte y empalme al crear un sitio
potenciador de empalme exonico para el factor SRp40. Ademas, este mismo SNP
genera isoformas de BANK1 con propiedades de autoensamblaje diferencial y
medible. La isoforma de proteina de longitud completa, que contiene la variante
R61, forma complejos de armazdn de proteina mas grandes en el citoplasma de la
célula en comparacion con la variante protectora BANK71-671H. También se ha
demostrado que, contrariamente a la isoforma de longitud completa, la isoforma A2
corta de BANK71 muestra una distribucidn citoplasmatica homogénea, lo que
subraya el papel potencial del dominio de la proteina codificada por el exdén 2 en la

funcion de andamiaje de BANK1. "7
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Otra variante funcional no sinébnimas es el rs3733197G/A, le cual se encuentra en
el exon 7. Este SNP causa una sustitucién de alanina por treonina en la posicién de

aminoacido 383." Respecto a esta variante se sabe poco a nivel funcional.

De esta manera, debido a que solo un estudio ha evaluado de manera directa el
papel de BANK1 en pacientes con SSPy en el cual no se identific6 ninguna
asociacion, nosotros decidimos evaluar las variantes R61H y A383T de BANK1 en
una muestra de pacientes mexicanos con SSP. Este estudio es importante para
contribuir si BANK1 es importante en la susceptibilidad para esta EA, ya que la
poblacién China en donde previamente no se identificO ninguna asociacion es
diferente desde el punto de vista genético a la poblacién mexicana. Ademas, este
estudio ayudara a comprender si parte del factor genético se comparte entre EA,
dado que nosotros previamente identificamos y publicamos a estas dos variantes
fuertemente asociadas con LES,?® al mismo tiempo identificamos una fuerte
asociacion entre estas dos misma variantes de este gen con AR (articulo bajo

revision).

Il JUSTIFICACION

Actualmente se ha demostrado una asociacion del gen BANK1 con susceptibilidad
para LES en practicamente todas las poblaciones estudiadas, sin embargo, su papel
el SSP no ha sido reportado ampliamente; Por otro lado, sus polimorfismos se han
asociado con la presencia centros germinales linfoides extraglandulares, lo cual
podria aumentar el impacto en la morbimortalidad de estos pacientes por su relacion

con el desarrollo de manifestaciones sistémicas y linfomas de células B.

Debido a la repercusion en la morbimortalidad del SSp, la identificacion de
biomarcadores, como genes, es indispensable para la clasificacién de fenotipos de

17



los pacientes con la patologia, para la eleccion 6ptima del tratamiento, impactando

en el prondéstico.

M. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las variantes genéticas tipo polimorfismos de un solo nucledtido 10516487C/T
(R61H) y rs3733197G/A (A353T) localizadas en el gen BANK1 estan relacionadas
con la susceptibilidad a presentar SSP en pacientes mexicanos?

IV. HIPOTESIS

La presencia de las variantes génicas rs10516487C/T (R61H) y rs3733197G/A
(A353T) localizadas en el gen BANK1 estan asociadas de forma positiva con la
susceptibilidad para presentar SSP en pacientes mexicanos.

V. OBJETIVO

Determinar si los SNPs 10516487C/T (R61H) y rs3733197G/A (A353T) del gen
BANK1 son factor de susceptibilidad para presentar SSP en pacientes mexicanos.

VI. METODOLOGIA

a. Diseno de la investigacion.

Estudio de casos y controles

b. Tipo de estudio.

Observacional, transversal, retrolectivo,comparativo
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c. Ubicacién temporal y espacial

Servicio de Reumatologia y Unidad de investigacion en enfermedades metabdlicas
y enddcrinas. Inicio: 01/07/2018. Término: 31/05/2019.

d. Definicion de la Poblaciéon

i. Criterios de inclusion

1. Género femenino

2. Edad mayor a 18 afios.

3. Pacientes nacidos en México, cuyos padres y abuelos hayan
nacido en México.

4. Atendidos y diagnosticados en los servicios de reumatologia
del Hospital Juarez de México en el servicio de Reumatologia

5. Diagnéstico de SSP de acuerdo a uno de los 3 criterios de
clasificacion de AECG 2002 - SICCA/ACR 2012 -
ACR/EULAR 2016.

6. Consentimiento informado firmado

Il. Criterios de exclusion

1. Co-existencia de otra enfermedad autoinmune

2. Oftra enfermedad croénica

1. Criterios de eliminacion

a. Revocacion del consentimiento
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VII. DEFINICION DE VARIABLES

Tabla 4.Definicion de variables

Unidad de Definicién Definicion
Independiente Tipo .
medida conceptual operacional
Sin criterios de | Sin criterios de
Ausencia Ss
Cualitativa SS
Sindrome de dicotomi = -
icotbmica tari on criterios de
Sjbgren . Con criterios de bl
nominal | presencia | clasificacion de | clasificacion de
SS SS
Unidad de Definicion Definicién
Dependiente Tipo .
medida conceptual operacional
Genotipos BANK 1
10516487C/T Cualitativa Gen que Gen que
Ausencia o
(R61H) dicotémica codifica a la codifica a la
Presencia ,
rs3733197G/A nominal proteina A20 proteina A20
(A353T)

VIIl. CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

De acuerdo al programa QUANTO, el cual evalua el tamafio de muestra tomando
en cuenta la frecuencia de las variantes: un error alfa de 0.05; error beta de 0.20;
poder de la muestra de 0.80; intervalo de confianza del 95%; un valor de p menor a
0.05, la prevalencia de la enfermedad que es de 0.2% y un modelo genético, el
numero de muestra es de 87 pacientes con SSP y 487 controles sanos, en una

relacion de 1:4.
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IX. DESCRIPCION OPERATIVA

a. Deteccidn de pacientes

Se detectaron a los pacientes de acuerdo a los criterios de seleccion, en la clinica
de SSP de la consulta externa de reumatologia de los dias martes y jueves. Se
invitaron a los pacientes detectados a participar en el protocolo de investigacion, en

caso de una aceptacion se procedio a la firma del consentimiento informado.

b. Toma de muestras

Se tom6 una muestra de sangre periférica de 5 ml, en tubos vacumtainer que

contienen EDTA como anticoagulante.

c. Extraccion de ADN

1. Las muestras contenidas en tubos con EDTA fueron centrifugadas a 3000 r.p.m
durante 10 minutos.

2. Se tomo la capa de leucocitos y se coloco en un tubo limpio de 15 ml para iniciar
el procedimiento de extraccién del ADN.

3. Se agregd a cada tubo de 15 ml, 6 ml de buffer de lavado.

4. Nuevamente, se centrifugo la muestra obtenida de la mezcla, durante 5 minutos
a 3500 r.p.m.

5. Se decanto el sobrenadante.

6. Se agregd 6 ml de buffer de lisis de células.

7. Se decanto el sobrenadante y se colocara buffer y proteinasa K (30 microlitros) a
la muestra, posteriormente; se incubara la muestra con la mezcla de reactivos
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

8. Se agrego6 isopropanol (3 ml) a la mezcla de reaccion, posteriormente se
centrifugo la muestra a 3500 r.p.m durante 5 minutos.
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9. Posteriormente se decanto el sobrenadante y se agreg6 3 ml de alcohol etilico al
70%, nuevamente se centrifugd a 3500 r.p.m. durante 5 minutos.

10. Se decanto el sobrenadante y se dejé secar el ADN a temperatura ambiente por
5 minutos.

11. Finalmente, se agrego buffer de elusion de ADN (600 microlitros), se cuantifico
el ADN y se hicieron diluciones a 5 ng/microlitro.

12. El remanente de las muestras se desechd de acuerdo a la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002."

d. Genotipificacion del gen BANK 1

Los genotipos de los SNPs 10516487C/T (R61H) y rs3733197G/A (A353T) del gen

BANK1 fueron evaluados mediante la técnica 5’exonucleasa “TagMan”. El vial

contiene un par de sondas para identificar cada uno de los alelos de los SNPs (los

cuales presentan dos alelos: bialélicos). Cada sonda en su extremo 5°contiene un

fluoréforo, en una de ellas contiene a los fluoroforos VIC o FAM, que se excitan y

emiten fluorescencia a diferente longitud de onda, la cual es detectada por un

software y traducida en colores en un plot de discriminacion alélica.

e De cada paciente se emplearon 2 microlitros de reaccion (cada microlitro
contuvo 5 ng).

e Los 2 microlitros se colocaron en lugares especificos de una placa de 96 pozos.

e Posteriormente, a cada pozo se le agregarén 5 microlitros de reaccion (cada 5
microlitros contendran lo siguiente: 2.5 microlitros de master mix 2X, 2.465 de
agua y 0.035 microlitros de sonda).

e Las placas seran colocadas posteriormente en un equipo de PCR en tiempo real
(de BioRad) durante 45 ciclos, cada ciclo de PCR consistié en 15 segundos 95°C
y 1 minuto a 60°C.

e Después de 2 horas, los resultados fueron visualizados en la pantalla del equipo.

¢ Finalmente, se hara la discriminacion alélica para los SNPs 10516487C/T (R61H)
y rs3733197G/A (A353T) del gen BANK1.
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X. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico descriptivo se realizé con el software IBM SPSS version 21
donde se determinaran variables cuantitativas y variables cualitativas. Las variables
cuantitativas se determinaron por Media/Mediana y Desviacion Estandar/RI; las
variables cualitativas se determinarén por Frecuencias y Porcentajes con un
intervalo de confianza del 95%; y el inferencial con el programa previo y con FINETTI
donde se realizé la comparacién de las variables cualitativas dicotomicas con la

prueba de Chi cuadrada.

Xl. RECURSOS
Equipo médico del servicio de reumatologia, servicio de oftalmologia, auxiliares e
investigadores de la Unidad de Investigacion en Enfermedades Metabdlicas y
Enddcrinas.

Xll. RESULTADOS

Tamano de muestra

Se incluyeron 106 pacientes del sexo femenino (100%); la media de edad fue de
58.9 anos (desviacion estandar, DS, 12.11); en niveles de escolaridad sin educacion
basica 10 (2.4%), preescolar 6 (1.9%), primaria 18(17%), secundaria 29 (27.4%),
bachillerato 24 (27%), licenciatura 20 (18.9%).

Antecedentes heredofamiliares

De los antecedentes heredofamiliares se interrogd sobre familiares de primer y

segundo grado de consanguinidad (padre, madre, abuelos y hermanos) portadores
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de EA; el 23.6% (25 pacientes) contaban con algun familiar con SSP, ARy LES. La
frecuencia de antecedentes familiares con SSj fue de 8 (7.5%), para AR fue de 24
(22.6%) y para LES fue de 3(2.8%).

Antecedentes personlaes patologicos

Dentro de los antecedentes personales patologicos, en lo que respecta al habito
tabaquico, 14 (13.2%) pacientes habian fumado en los ultimos 20 afios; con indice
tabaquico promedio de 13.2 (DE 5.6). Con riesgo nulo para desarrollar enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC) 104 (98.1%) pacientes, riesgo moderado 1

(0.9%), riesgo intenso 1 (0.9%) pacientes.

Comorbilidades

Otras comorbilidades: 6 (5.7%) pacientes tuvieron diabetes tipo 2, 23 (21.7%)
presentaron hipertension arterial, 19 (17.9%) con hipotiroidismo, 2 (1.9%) tuvieron
hipertiroidismo, 33 (31.1 %) con dislipidemia y 8 (7.5) cursaron con infeccion activa.

Sintomatologia

La sintomatologia mas comun en el SSP se dividid en: sintomas presentados al
inicio, durante el transcurso y en los ultimos 3 meses de enfermedad. 11 (10.4 %)
pacientes presentaron 2 o mas episodios de fiebre al inicio de la enfermedad y 1
(0.9%) en el transcurso de la enfermedad, 8 (7.5%) en los ultimos tres meses; 7
pacientes (6.6 %) presentaron diaforesis nocturna al inicio de la enfermedad, 25
(23.6%) en los ultimos 3 meses y 18 (17%) en el transcurso de la enfermedad; 6
pacientes (5.7%) tuvieron pérdida de peso sin explicacion al inicio de la enfermedad,
14 (13.2%) en los ultimos 3 meses y 14 (13.2%) en el transcurso de la enfermedad,;
16 pacientes (15.1%) presentaron fatiga al inicio de la enfermedad, 27 (25.5%) en
los ultimos 3 meses y 32 (30.2%) en el transcurso de la enfermedad; 26 (24.5%)
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pacientes manifestaron dolor articular al inicio, 25 (23.6%) en los ultimos 3 meses y
15 (14.2%) en el transcurso de la enfermedad; 15 (14.2%) pacientes presentaron
artritis al inicio, 14 (13.2%) en los ultimos 3 meses y 16 (15.1%) en el transcurso de
la enfermedad; 8 (7.5%) pacientes presentaron fenomeno de Raynaud al inicio, 6
(5.7%) en los ultimos 3 meses y 9 (8.5%) en el transcurso de la enfermedad; 12
(11.3%) pacientes presentaron tos no productiva al inicio, 12 (11.3%) en los ultimos
3 meses y 14 (13.2%) en el transcurso de la enfermedad; 11 (10.4%) pacientes
presentaron tos con expectoracion al inicio, 16 (15.1%) en los ultimos 3 meses 'y 11
(10.4%) en el transcurso de la enfermedad; 9 (8.5%) pacientes presentaron disnea
al inicio, 18 (17%) en los ultimos 3 meses y 20 (18.9%) en el transcurso de la
enfermedad; 10 (9.4%) pacientes presentaron mas de 3 episodios de infeccion de
vias respiratorias superiores en un ano al inicio, 13 (12.3%) en los ultimos 3 meses
y 12 (11.3%) en el transcurso de la enfermedad; 16 (15.1%) pacientes presentaron
sequedad de mucosa nasal al inicio, 34 (32.1%) en los ultimos 3 meses y 33 (31.1%)
en el transcurso de la enfermedad; 28 (26.4%) pacientes presentaron sequedad
vaginal al inicio, 22 (20.8%) en los ultimos 3 meses y 33 (31.1%) en el transcurso
de la enfermedad; 31 (29.2%) pacientes presentaron sequedad de piel al inicio, 30
(28.3%) en los ultimos 3 meses y 42 (39.6%) en el transcurso de la enfermedad.

Tratamiento

Para el tratamiento recibido, 96 (90.6 %) pacientes habian recibieron lubricante
ocular, 26 (24.5%) lubricante oral, 23 (21.7%) lubricante vaginal y 64 (60.4%)
lubricante en piel. En cuanto a tratamiento sintomatico, 18 (17%) pacientes habian
recibieron tratamiento para mucosas, 52 (49.1%) sintomas musculo-esqueléticos;
54 (50.9%) recibieron hidroxicloroquina (HCQ) en el transcurso de la enfermedad,
41 (38.7%) metotrexate (MTX), 1 (0.9%) ciclosporina (CYA), 2 (1.9%)
glucocorticoides (GC) 36 (34%), 2 (1.9%) pacientes con Ciclofosfamida, 2 (1.9%)
rituximab y 3 (2.8%) micofenolato de mofetil.
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Actividad de la enfermdad

Para valor actividad de la enfermedad se valoraron los dominios descritos en el
ESSDAI reportandose por cada uno: dominio constitucional 17 (16%) de los
pacientes, dominio linfatico 30 (28.3%) de los pacientes, dominio glandular 27
(25.5%) de los pacientes, dominio articular 55 (51.9%) de los pacientes, dominio
cutaneo 1 (0.9%) en un paciente, dominio pulmonar 1 (0.9%) en un paciente,
dominio renal 1 (0.9%) en un solo paciente; no se evidencio actividad en el dominio

muscular, SNC, SNP, hematolégico y bioldgico.

Tabla 5. Interpretacion ESSDAI

Frecuencia [Porcentaje

\Valido Sin actividad |101 95.3
Actividad 5 4.7
Total 106 100.0

Frecuencias genotipicas-alélicas y estudios de asociacion de las variantes R61H y
A383T de BANK1 en casos y controles.

El tamafio de muestra para los controles fue de 487. La edad promedio fue de 51
anos (+8.2). Ninguno de ellos tuvo antecedentes heredofamiliares de EA,
enfermedades inflamatorias que incluye obesidad, urticaria, diabetes tipo 2, asma,
cancer, etc. Ademas, se incluyeron 106 paciente con SSP del centro de México.
Todo lo que va subrayado en esta seccion sugiero eliminarlo debido a que esto debe

ir en criterios de inclusion, exclusion y eliminacidn de los controles.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de las dos variantes de BANK1 evaluadas en
este estudio se muestran en latabla .... Los datos indican que la frecuencia del alelo
comun del SNP rs10516487G/A es mucho mas frecuente en los casos (94.4%)

versus controles (84.1%). Esta diferencia en porcentaje alcanza una p

26



estadisticamente significativa. De esta manera, el alelo G esta asociado con
susceptibilidad para desarrollar SSP (Tabla 6.). También el genotipo GG de este

mismo SNP mostré una débil asociacion con susceptibilidad para SSP (Ver tabla 6)
Tabla 6. Frecuencia genotipicas y alélicas de los SNPs rs10516487G/A y
rs3733197G/A de BANK1 en pacientes con SSP y controles, ademas del analisis

de asociacion.

Tabla 6. Genotipificacion de BANK 1 en pacientes con SSp mexicanos y

controles
Genotipo o SSp, Controles, OR 95 % IC Valor p
alelos n=106 n=487
n (%) n (%)
BANK1 GG 95 (88.078) 347 (71.3) 3.08 | 0.17-54.75 0.232
rs10516487 GA 11 (11.21) 125 (25.7) 8.52 | 0.50-143.68 0.043*
R61H AA 0(0.0) 15 (3.0) - - --
G 202 (94.4) 819 (84.1) 3.18 | 1.73-5.84 9x10™*
A 11 (5.6) 155 (15.9)
BANK1 GG 66 (64.1) 307 (63.0) 7.78 1.03-58.88 0.020*
rs3733197 GA 35(34.9) 148 (30.4) 6.88 0.92-51.24 0.029*
A383T AA 1(1.0) 32 (6.6) - - --
G 167 (100.0) 762 (99.1) 1.23 | 0.838-1.805 0.289
A 0(0.0) 212 (0.9)

OR odds ratio, /C intervalo de confianza, *p, estadisticamente significativo

Xlll. DISCUSION

En este trabajo se observd una edad promedio de afeccién concordante con los
reportes a nivel internacional, con predominio en edad perimenopausica,’ En cuanto
al nivel de educacion con mayor prevalencia acumulada fue el nivel secundaria,
aumenta la prevalencia posterior a los 8 afnos de educacion lo cual puede
encontrarse asociado a la falta de identificacion de sintomas del paciente y la
busqueda de atencion médica.
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De acuerdo a los antecedentes heredofamiliares interrogados la EA con mayor
frecuencia fue AR. Tanto SSP como LES presentaron una frecuencia similar.

Dentro de los antecedentes personales patoldgicos el 98.1% de los pacientes
contaba con indice tabaquico con riesgo nulo para el desarrollo de EPOC; por lo
que la prevalencia de afeccién pulmonar en nuestra poblacion no se encuntra
asociada por el antecedente de tabaquismo. La diabetes mellitus tipo 2 y
dislipidemias son las comorbilidades mas frecuencuentemente encontradas en
nuestra poblacion esto por la alta prevalencia en uestro pais de sindrome
metabalico.

La medicion de actividad de la enfermedad se realizd a través de la valoracién de
los 12 dominios del ESSDAI, con lo que pudimos concluir que el 5.7% de los
pacientes revisados cursaron con actividad en los ultimos 6 meses, predominando

del dominio articular y glandular.

Respecto a las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs10516487G/A de
BANK1 estas presentaron diferencias en porcentajes y también mostraron
diferencias estadisticamente significativas en casos y controles. Nuestros datos
mostraron que usando los modelos alélicos y teniendo en cuenta el alelo comun o
los genotipos comunes, este polimorfismo se asocié con la susceptibilidad para
SSP.. Por otro lado, los genotipos BANK1 rs3733197 (A353T) GG (AA vs GG) y GA
(AA vs AG) mostraron asociacion con SSP (OR 7.78 y valor de p=0.02, asi como
un OR 6.88 y un valor de p= 0.029, respectivamente). Nuestros datos muestran
resultados de asociacion con susceptibilidad entre BANK7 y SSP. De esta manera,
este es el primer estudio que muestra una asociacion entre este locus y
susceptibilidad para SSP. Algunas limitantes de nuestro estudio es el bajo tamano
de muestra de los pacientes con esta EA (106 pacientes), la ausencia de

marcadores informativos de ancestria y la evaluacion de la correlacion entre
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variantes genéticas y por ejemplo xerostomia y xeroftalmia, entre otros rasgos
clinica y serologicos del SSP. De esta manera, es necesario que otros
investigadores alrededor del mundo evaluen variantes de BANK1 incluyendo la
R61H para determinar si es un factor de riesgo reproducible en las poblaciones
diferentes a la China, en la cual previamente se reporté una no asociacién con SSP.

11

XIV. CONCLUSIONES

Este es el primer estudio que muestra una asociacion entre las variantes
rs10516487 (R61H) y rs3733197 (A353T) del gen BANKT y la susceptibilidad de
presentar SSP.

En el 2013 Sun et al."" reporta no encontrar asociacion entre la suceptibilidad de
presentar SSp y 3 SNP del gen BANK 1 en una poblacion China. Se tienen que
realizar estudios mas amplios para conocer si la diferencia de asociacion es una

caracteristica de la poblacion mexicana.

Es necesario ampliar este estudio para conocer la asociacién de estas variantes
genéticas con las caracteristicas clinicas de la enfermedad en esta poblacion; se ha
descrito una mayor frecuencia de manifestaciones extraglandulares y presentacion
de linfomas de células B, con gran impacto en la morbimortalidad de la enfermedad.
Lo cual marca la importancia de determinar este biomarcador para la clasificacion
de fenotipos de los pacientes y la eleccion optima del tratamiento, de acuerdo al
pronaostico.

XV. CONSIDERACIONES ETICAS
El protocolo se realizé6 de acuerdo a lo dispuesto en la ley general de salud, en

materia de investigacion en salud y en materia de del genoma humano que se

publico en el diario oficial de la federacién del 16 de noviembre 2011. El estudio se
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apego a los principios de la asamblea médica mundial para la investigacion en seres
humanos establecidos en la declaracion de Helsinki.

Esta investigacion se categorizé con un riesgo minimo debido a que se extrajo un
volumen de sangre de 12ml por puncidén venosa en adultos hemodinamicamente
estables en una ocasion. Este estudio requerira consentimiento informado por
escrito.

Proyecto aprobado por el comité de ética, investigacion y bioseguridad del Hospital
Juarez de México.
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XVIl. ANEXOS

\ H ital Juarez de Méxi - ’
SALUD orsgnes sissions ez ((19) (6

Comité de Etica en Investigacién

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

CONSENTIMIENTO INFORMADO GRADUAL PARA LA REALIZACION DE ESTUDIOS
ENZIMATICUS Y/O GENETICOS

Titulo del protocolo:

"Evaluacion de variantes genéticas de BANK 1 y susceptibilidad de presentar sindrome de Sjogren
primario en pacientes mexicanos”™

El Investigador que informa: Dra. Rosa Elda Barbosa Cobos, del Servicio de Reumatologia del Hospital
Juarez de México.

Teléfono: (55) 57477560 de 07:30 - 17:00

Persona a quien se informa: ......... TR D TN AT, FFRE T - de edad, con y domicilio
en calle
Delegacion o MUnGIND. ... ..o siinsissimimmse s lOPliciie, sssamesssssaisissans
Muestra:

o Sangre X
= Biopsia de piel
o Oras [CUBL.....ccciiiiici s e et anas

Declaro estar irformado de la finalidad del estudio y, en este sentido, habar comprendido que puedo estar
afectado o ser portador de un trastorno genético/metabdlico hereditario y que el diagndstico se basa en
los resultados de pruebas de laboratorio, que se realizan a partir de muastras biologicas del paciente, y
de otros familiares cuando sea necesario,

* Que los benefcios esperados de dicha investigacion consistiran en un mayor conocimiento de Sindrome
de Sjogren Primario

* Que |a finalidad de la investigacidn serd la patelogia objeto de diagndstico y otras relacionadas con esla
Gltima, y que se realizara previo informe favorable del Comité de Etica er Investigacidn.

La lecnica puede fracasar por no conseguir la extraccion de sangre o por otros problemas de laboratorio
gue impidan la emisién de un diagndstico completo.

El estudio se realizara por enteroc en el Hospital Judrez de México, que constituye la comision cientifica de
Investigacion, y gue estd ubicado en Av. Institule Politécnico Nacional N* 5160, Col. Magdalena de las
Salinas, Del. Gustavo A. Madero, C.P. 07760, México D.F.

A dicho centro se remitira la muestra biclogica ¥ en el mismo se archivaran mis datos los cuales son
totalmente confidenciales y a entero resguardo del investigador responseble.

Que las Unicas personas que lendran acceso a los resultados de los andlisis seran los integrantes de los
equipos del mencionado centro de investigacian y los profesionales del servicio del hospital vinculados a
la asistencia del paciente.

Se |le advierte sobre |la posibilidad de descubrimientos inesperados en el proceso de andlisis de la muestra,
no relacionados con la patologia de diagndstico, y respecto a los mismos manifiesta:

1 Querer conocerlos
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SAUD | (B e @70

Comité de Etica en Investigacién

2 No querer conocerlos
3 Delegar en el médico esa decisién

Se le advierte igualmente de la implicacién que puede tener para sus familiares la informacion que se
llegue a obtener y de la conveniencia de gue, en ese supuesto, sea el propio paciente (o su representante
&n 5U caso) quien les transmita dicha informacion.

Por Gltimo, se le comunica el compromiso de este Servicio hospitalario de suministrarle consejo genético,
una vez obtenidos y evaluados los resultados del analisis.

Adicionalmente, doy consentimiento para que a la finalizacion del estudio El Investigador, Dra. Rosa Elda
Barbosa Cobo, pueda utilizar la muestra bioldgica para la investigacion de la patologia cuyo diagnéstico
se pretende y en otras lineas de investigacion relacionadas con aguélia.
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* Que, si lo acepta, podra ser contactado con posterioridad con el fin de recabar nuevos datos u obtener
otras muestras, para o cual la forma en que prefiere ser contactado es:

Lo acepto y deseo que se me contacte
No lo acepto.

* Que el responsable de la investigacion seré Dra. Rosa Elda Barbosa Cobos se llevara un archivo con
los datos personales, pudiendo ejercitar ante el mismo los derechos de aceceso, rectificacion, cancelacidn
y oposicidn, en los términos previstos en la Ley de proteccion de datos de caracter personal.

* El sujeto tiene derecho a revocar esle consentimiento en cualguier momento, v a decidir también la
destruccion o anenimizacidn de la muestra.

* Que al final de la investigacidn o investigaciones autorizadas el destino de la muestra sera su destruccién
o anonimizacion.

* Que tiene derecho a conocer los datos genéticos que se obtengan a partir del analisis de las muestras
donadas.

* Que la informacidn que se obtenga puede lener implicaciones para los familiares del sujeto fuente de la
muestra, de lo que resulta la conveniencia de que sea este Gltimo (o su representante, en su caso) quien
la transmita.
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Mombre y firma Investigador responsable

Nombre y firma del Paciente o persona responsable

Mombre, parentesco y firma del Testigo
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