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1. Introduccién

1.1 Artritis reumatoide

1.1.1 Definicién

La artritis reumatoide (AR) es una patologia inflamatoria crénica que afecta principalmente las
articulaciones. Es un padecimiento con alta prevalencia y con gran impacto socioeconémico. Su
etiologia es multifactorial y la autoinmunidad juega el rol principal en la patogenia de la
enfermedad. Dentro de las manifestaciones clinicas, las mas comunes son la artritis y las
artralgias, sin embargo, pueden existir manifestaciones extra-articulares, dentro de las que
destacan la afeccion ocular, pulmonar, hematolégica, mucocutanea, entre otras. Se caracteriza
por la presencia de autoanticuerpos contra proteinas citrulinadas y contra la porcion Fc de la

inmunoglobulina G, conocido como factor reumatoide (1).

1.1.2 Epidemiologia

Desde el desarrollo de los nuevos criterios de clasificacion para AR (ACR/EULAR 2010), la
enfermedad se detecta de manera mas temprana, cuando se compara con los criterios de
clasificacion previos (ACR 1987), raz6n por la cual la prevalencia estimada de dicha patologia ha
aumentado en los Ultimos afios (2), sin embargo, la prevalencia global es variable, ya que existen
inconsistencias en los disefios de los estudios, en los tamafios de las muestras, en factores
ambientales, genéticos y geograficos que muestran heterogeneidad en los resultados (3). De
acuerdo con el andlisis sistematico realizado por el estudio Global Burden of Diseases, Injuries,
and Risk Factors (GBD) de 2017, que incluyé datos de 195 paises del afio 1990 al 2017, se
encontré que globalmente existen 19°965,115 casos prevalentes de AR (IC 95%, 17°990,489 a
21°955,673), con una prevalencia ajustada por edad de 246.6 por 100,000 (IC 95%, 222.4 a
270.8) y un incremento del 7.4% entre el afio 1990 y el 2017. Asi mismo, se reporté una tasa de
incidencia anual de 14.9 (IC 95%, 13.3 a 16.4) (4). Un meta-analisis que incluyé 60 estudios,
encontré una prevalencia puntual global de 0.0-2.7%, con una media de 0.56% entre los afios
1986 y 2014, la mas alta reportada en Norteamérica (1.46%) y una prevalencia media de periodo
de 0.51% (IC 95%, 0.05-1.90) entre 1955 y 2015, la media més alta reportada nuevamente en
Norteamérica (0.69%) (3). Segun el estudio espafiol transversal descriptivo EPISER2016, la
prevalencia reportada de AR en dicho pais fue del 0.82% (IC 95%, 0.59-1.15), mas frecuente en
el sexo femenino (61.5%) y con mayor prevalencia en areas urbanas (74.4%) (5). Un estudio
epidemiolégico transversal de enfermedades reumaticas realizado en 5 regiones de México,
basado en la metodologia COPCORD (Community Oriented Program for the Control of the
Rheumatic Diseases), mostrd0 una prevalencia de AR de 1.6%; en la Ciudad de México se



observé una prevalencia de 1.0% (IC 95%, 0.7-1.4), en Yucatan la mayor reportada con 1.8% (IC
95%, 1.4-2.2) y en Nuevo Ledn la menor con 0.7% (IC 95%, 0.5-1.0). De acuerdo con la
prevalencia puntual, la enfermedad es mas prevalente en mujeres con 2.09 (IC 95, 1.83-2.36) en
comparacion con hombres en 0.85 (IC 95%, 0.65-1-06) (6).

1.2 Queratitis ulcerativa periférica

1.2.1 Definicién

La cérnea es la capa externa que recubre la porcion frontal del ojo, esta compuesta por tejido
conectivo transparente y es avascular. Dentro de sus funciones principales esta su poder
refractivo, el cual juega un rol principal en la visibn y como segunda funcién relevante se
encuentra la de actuar como barrera protectora en contra del ambiente exterior (7). La queratitis
ulcerativa periférica (QUP) es una condicion inflamatoria destructiva de la cérnea adyacente,
caracterizada principalmente por defectos epiteliales y adelgazamiento o destruccion del estroma
corneal, con infiltracion de células inflamatorias; la lesiéon presenta una forma caracteristica en
media luna, lo que corresponde a un adelgazamiento del tejido estromal corneal. Las
caracteristicas clinicas principales son el dolor, inyecciébn conjuntival, epifora, fotofobia y
opacidad corneal. La ulceracion progresiva de la cornea puede causar su perforacion y posterior
pérdida de la vision. Dentro de la etiologia existen causas sistémicas y locales, las cuales pueden
ser de origen infeccioso (bacterianas, virales, fungicas, amebianas) o no infeccioso, como:
autoinmunes, traumaticas, asociadas a enfermedades dermatolégicas, relacionadas a

malignidad, neurol6gicas y secundarias a defectos del parpado (8,9).

1.2.2 Epidemiologia

La QUP ocurre generalmente como complicacién de escleritis y es bilateral en el 40% de los
casos. Ocurre frecuentemente en mujeres (57.4%) y la edad promedio de presentacion es de
62.5 afios. Los casos de QUP se encuentran intimamente relacionados con la presencia de una
enfermedad subyacente en el 87.2% de los casos, dentro de las mas frecuentes se incluyen
enfermedades del tejido conectivo, vasculitis e infecciones (10). Se reportd una incidencia de
QUP asociada a enfermedad sistémica de 3 casos por millén de habitantes por afio en un estudio
realizado en Inglaterra (11). La epidemiologia de QUP asociada a enfermedades autoinmunes
es dificil de precisar, sin embargo, la uveitis anterior es la primera causa de complicacion ocular
en enfermedades autoinmunes y QUP es la segunda causa (9). En un estudio estadounidense,
se observo que la QUP esta asociada a AR en un 57%, no obstante, se encontré asociaciéon con

otras enfermedades autoinmunes como granulomatosis con poliangiitis y otras vasculitis



asociadas a anticuerpos anti-citoplasma de neutr6filos (ANCA), lupus eritematoso sistémico,
poliarteritis nodosa, policondritis recidivante y Behget (12). La prevalencia de QUP es de 1.4%
en pacientes con AR segun un estudio retrospectivo japonés que incluy6 589 pacientes y la edad
media de presentacion fue de 73 afios (13). Segun un analisis de riesgo relativo, los pacientes
gue presentan escleritis mas QUP tienen 5.3 veces mayor riesgo de desarrollar escleritis
necrosante y 3.9 veces mayor riesgo de disminucion de la agudeza visual (10). De acuerdo con
un estudio realizado en Gran Bretafia, la incidencia de QUP perforada asociada con AR es de
0.234 casos por millon de habitantes por afo, de los cuales el 74% son del sexo femenino, con
una edad media de presentacion de 68 afios (14). De acuerdo con un estudio observacional
mexicano que incluy6é 231 pacientes con AR, se identificaron tres casos de QUP, con una
prevalencia de 1.29% (15). No existen mas estudios en el pais que reporten datos

epidemiolégicos de QUP.

1.2.3 Inmunidad ocular

La estructura ocular se caracteriza por poseer un sistema inmuno-privilegiado. La inmunidad
ocular es Unica debido a su estructura anatémica compleja, en la cual intervienen el sistema
inmune innato y el adaptativo. Las barreras de proteccion incluyen: la externa compuesta por la
pelicula lagrimal, mucinas y sustancias antibacterianas producidas por células inmunes y
estructurales; y la interna conformada por la barrera hemato-retiniana, que separa las estructuras
internas de las externas, evitando el paso de sustancias y moléculas de un compartimento a otro.
La desregulacién de cualquiera de estas vias puede ocasionar pérdida de la homeostasis y
tolerancia inmune a antigenos propios con posterior desarrollo de autoinmunidad, lo que provoca

inflamacién ocular (16-18).

1.2.4 Fisiopatologia

El tejido corneal periférico se distingue del tejido corneal central al ser una zona de transicion
entre la esclera y la cdrnea, resultando en caracteristicas histologicas Unicas. El grosor de la
cornea periférica es mayor que la central, siendo alrededor de 1mm y 0.5mm respectivamente.
Se distingue una mayor cantidad de células epiteliales adheridas a la membrana basal en la
periferia que en el centro y el potencial de replicacién es mayor en la periferia. EI mecanismo
fisiopatologico exacto que causa la QUP es desconocido, sin embargo, se cree que existe un
desequilibrio entre los niveles de metaloproteinasas (enzimas que degradan la membrana basal
epitelial) y los niveles de sus inhibidores, resultando en un incremento en los niveles de

queratolisis. Asi mismo, existe involucro de mecanismos inmunes humorales y celulares. Se ha



propuesto una respuesta anormal por parte de linfocitos T que activan células plasmaticas para
la produccion de anticuerpos, con posterior formacion de inmunocomplejos que se depositan en
el estroma corneal periférico, generando activacion de la cascada del complemento y como
consecuencia, quimiotaxis de células inflamatorias y liberacidn de colagenasas y proteasas, que

causan invasién y destruccion del epitelio corneal periférico (8).

1.3 Artritis reumatoide y queratitis ulcerativa periférica

Dentro de las manifestaciones extra-articulares oculares de la AR, se encuentran la
gueratoconjuntivitis sicca, nédulos conjuntivales, epiescleritis, escleritis, QUP, neuritis 6ptica,
neuropatia éptica isquémica y vasculitis retiniana (15). La QUP es la manifestacion mas severa
y requiere de diagndstico oportuno y tratamiento urgente (13). En un paciente con AR, la QUP
se puede presentar en cualguier momento del curso de la enfermedad o pudiera ser antecesora
de actividad inflamatoria en otros 6érganos. En la mayoria de los casos, ocurre en pacientes con
AR establecida de larga evolucién, con caracteristicas erosiva y nodular (15) y en pacientes
seropositivos para factor reumatoide y anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados a titulos
altos (13, 15). En la actualidad, no se ha podido relacionar directamente la QUP con actividad
articular, sin embargo, esta manifestacion establece un marcador de severidad de AR (15). La
presencia de QUP cada vez es mas infrecuente debido a una mejora en las estrategias
terapéuticas de la AR. Previo al uso de los farmacos antirreumaticos modificadores de la
enfermedad, la morbimortalidad solia ser elevada, sin embargo, con el uso actual de terapia
combinada con glucocorticoides tépicos y sistémicos, inhibidores de calcineurina, terapia
bioldgica y trasplante corneal, la morbimortalidad ha disminuido sustancialmente (13,19). En un
estudio britanico por Timlin et al, en el que se evalué perforacion corneal en pacientes con AR 'y
QUP, se observo una tasa de mortalidad por cualquier causa del 24% en el primer afio y se
report6 pobre prondéstico visual en el 65% de los pacientes (14). En otro estudio, Stylianides et al
reportaron una mortalidad de 58% a 5 afios en pacientes con AR y QUP que recibieron una
gueratoplastia penetrante (20). Por ultimo, en una serie historica retrospectiva, Foster et al
reportaron una mortalidad de pacientes con AR y QUP y/o escleritis necrosante de alrededor del

50% a 10 afios sin tratamiento inmunosupresor (21).

1.4 TNFAIP3
Dentro del factor genético asociado con AR, los estudios de asociacion del genoma completo
han identificado al gen TNFAIP3 como un locus de riesgo para desarrollar la enfermedad en

diversas poblaciones caucésicas y asiaticas. Dicho gen codifica para la proteina A20 o también



conocida como proteina 3 inducida por TNF-a (TNFAIP3), que actia como enzima de edicion de
ubiquitina, la cual juega un papel importante en la activacion de las células T y en la inhibicion
de la via de sefializacion mediada por el factor de transcripcién nuclear kappa B (NF-kB) (22,
23). Por lo tanto, la proteina A20 regula negativamente la via de sefalizacion del NF-kB en
respuesta a la inducciéon de TNF-a, la activacion del inflamasoma, los receptores tipo Toll y la via
de sefializacion NOD2, teniendo asi una actividad antiinflamatoria, anti-apoptética, restringe la
supervivencia de células B y evita el desarrollo de autoinmunidad (22, 24).

La proteina A20 regula estados cruciales de la homeostasis inmune celular; en modelos murinos
se ha observado que la delecién de dicho gen se asocia con el desarrollo de inflamacion y dafio
multiorganico, incluyendo articulaciones sinoviales, caguexia e inclusive la muerte (25).
Estudios de investigacion, han demostrado una expresion de A20 en células como sinoviocitos,
linfocitos, fibroblastos, miocitos y mastocitos en pacientes con AR (22). Asi mismo, se ha
observado una expresion reducida de esta proteina en células mononucleares periféricas en
pacientes con AR (25). En la actualidad, no se han encontrado todas las consecuencias
funcionales de las variantes de un solo nucle6tido en la proteina A20, sin embargo, se ha
reconocido que algunas variantes pueden resultar en una expresion reducida de esta proteina,
lo que genera una susceptibilidad importante para desarrollar enfermedades autoinmunes como
AR, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn, sindrome de Sjégren, entre otras (22,
25).

1.5 Susceptibilidad genética en artritis reumatoide y queratitis ulcerativa periférica

La etiologia de la AR es multifactorial y un componente importante para su desarrollo es el
genético; actualmente se han identificado multiples genes involucrados en la patogenia de la
enfermedad. Si un individuo tiene historia familiar de AR, el riesgo de desarrollar la patologia se
eleva sustancialmente, siendo la heredabilidad estimada de alrededor del 60%, mientras que la
contribucién del antigeno leucocitario humano (HLA) se estima entre el 11 y el 37%. Los
principales alelos asociados con AR son el HLA-DRB1 y HLA-DR4, sin embargo, se han
reconocido muchos otros. Dentro de los genes no HLA se identifican a PADI4, PTPN22, CTLA4,
IL2RA, STAT4, TNFAIP3, entre otros (26,27). TNFAIP3 es un excelente gen para ser analizado
en diversas enfermedades autoinmunes, debido a que estudios previos han mostrado que dicho
gen y sus diferentes variantes de un solo nucleétido (SNV), pueden estar asociados con
susceptibilidad para desarrollar AR; entre las SNV principalmente evaluadas y asociadas con la
enfermedad son la rs2230926T/G o SNV no sindnimo, la cual realiza un cambio del aminoéacido
fenilalanina por cisteina (Phel127Cys), la rs6920220G/A y la rs10499194CT. Algunos estudios
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han mostrado que la variante rs2230926T/G que genera el cambio del aminoacido Phel27Cys
resulta en una disminucion de la actividad de la proteina A20 para suprimir la activacion del NF-
KB (23).

Un meta-andlisis realizado por Zhang et al que incluyé 10 estudios de casos y controles,
involucrando 18,014 casos y 20,112 controles, demostré que las variables rs2230926T/G vy
rs5029937G/T estan asociadas con aumento de riesgo para desarrollar AR, mientras que por
etnicidad se demostro que la variable rs5029937G/T esté asociada con aumento de riesgo para
desarrollar AR en caucasicos y la variable rs2230926T/G en asiaticos y caucasicos (28). Otro
meta-andlisis por Shen et al que incluyd 21 estudios de casos y controles para tres SNV,
demostré que las variables rs6920220G/A y rs5029937G/T aumentan el riesgo de desarrollo de
AR en caucasicos, mientras que rs2230926T/G aumenta el riesgo en asiaticos (29). Otro estudio
reporté una asociacion entre la variable rs6920220G/A de TNFAIP3 y AR en poblacion italiana
(30). En japoneses se report6 una asociacion significativa entre la variable rs2230926T/G con un
riesgo incrementado para desarrollar lupus eritematoso sistémico y AR (31). En poblacion china,
se reportd que existe una expresion disminuida de la proteina A20 en pacientes con AR. En un
estudio del Reino Unido, se identificd una fuerte asociacion entre AR y la variable rs6920220G/A
(22). Asi como existen variables que aumentan la susceptibilidad genética para desarrollar AR,
en un meta-analisis chino que incluy6 13 estudios de casos y controles, se observé asociacion
de variables que generan proteccion contra AR, entre los que se encuentran la rs10499194C/T
y lars13207033 G/A (32).

En la actualidad no existen estudios que reporten la relacion entre el gen TNFAIP3 y QUP. Sin
embargo, en un estudio chino se identificé un haplotipo formado por la combinacién de tres alelos
de las SNV rs9494885, rs3799491 y rs2230926 del gen TNFAIP3 asociadas con riesgo para
desarrollar escleritis (33), destacando la SNV funcional rs2230926 en esta enfermedad.

En cuanto a los factores prondsticos, se reportaron dos variables asociadas con mal prondéstico
para AR, rs2230926T/G y rs146534657A/G (34).

2. Justificacion

La AR es la enfermedad reumatica autoinmune mas frecuente y su manifestacion clinica principal
es la afectacion articular, sin embargo, es una enfermedad sistémica que puede producir dafio a
nivel de otros drganos y sistemas. Dentro de las manifestaciones extra-articulares, destacan las
oftalmicas inflamatorias, como la QUP, que es la manifestacion ocular mas destructiva y severa
gue pudiera generar desenlaces sumamente adversos como perforacion corneal y pérdida de la

vision.
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Para disminuir la morbimortalidad, los costos econémicos y sociales de las manifestaciones
extra-articulares de la enfermedad, es de suma importancia reconocer nuevos biomarcadores
genéticos, como las SNV del TNFAIP3, que sirvan de apoyo diagnostico para la identificacion
temprana de pacientes con AR y riesgo de desarrollar QUP, asi como herramientas para ofrecer

tratamiento oportuno o la posibilidad de desarrollar nuevas terapias dirigidas.

3. Pregunta de investigacion
¢Las variantes genéticas tipo variables de un solo nucleétido (rs6920220G/A, rs10499194C/T y
rs2230926G/T) localizadas en TNFAIP3 estan relacionadas con QUP en pacientes con AR?

4. Hipbtesis
La presencia de variantes genéticas tipo variables de un solo nucleétido (rs6920220G/A,
rs10499194C/T y rs2230926G/T) localizadas en TNFAIP3 estan asociadas con la susceptibilidad

de desarrollar QUP en pacientes con AR.

5. Objetivos
5.1. Objetivo primario
Determinar si las variables de un solo nucledtido rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2230926G/T
del gen TNFAIP3 estan relacionados con QUP en pacientes con AR.
5.2 Objetivos secundarios
e Determinar la frecuencia de las variables de un solo nucléotido rs6920220G/A,
rs10499194C/T y rs2230926G/T del gen TNFAIP3 en pacientes con AR.
e Determinar la frecuencia de las variables de un solo nucléotido rs6920220G/A,
rs10499194C/T y rs2230926G/T del gen TNFAIP3 en pacientes con QUP.

6. Metodologia

6.1 Disefio de la investigacion

Observacional, transversal, retrospectivo, analitico.

6.2 Tipo de estudio

Casos y controles.

6.3 Ubicacién temporal y espacial

Servicio de Reumatologia y Unidad de Investigacion en Enfermedades Metabdlicas y
Endocrinas del Hospital Juarez de México. Octubre-2021 a Julio-2022.
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6.4 Definicion de la poblacién
Criterios de inclusién:

e Sexo femenino.

e Mayor o igual a 18 afios.

e Mestizas mexicanas.

e Diagnostico de Artritis Reumatoide de acuerdo con los criterios de clasificacion

ACR/EULAR 2010.

¢ Atendidos en el servicio de Reumatologia del Hospital Juarez de México.

e Consentimiento informado firmado.

Criterios de exclusion:

¢ Coexistencia de otra enfermedad autoinmune (sindrome de Sjogren y/o sindrome de

sobreposicion).

Criterios de eliminacioén:

e Revocacion del consentimiento.

e Muestra inadecuada.

6.5 Definicion de variables

principalmente por defectos
epiteliales y adelgazamiento o
del

infiltracion de

destruccioén estroma

corneal, con
células inflamatorias,
clinicamente caracterizada por
dolor, inyeccién conjuntival,
epifora, fotofobia y opacidad

corneal.

Variable Tipo Unidad Definicion conceptual Definicion operativa
de
medida
Dependiente
Queratitis Cualitativa | Presente | Condicion inflamatoria | Condicion inflamatoria
ulcerativa dicotomica | o destructiva de la coOrnea | destructiva de la coOrnea
periférica nominal ausente | adyacente, caracterizada | adyacente, caracterizada

principalmente por defectos
epiteliales y adelgazamiento o
del

destruccioén estroma

corneal, con infiltracion de
células inflamatorias,
clinicamente  caracterizada
por dolor, inyeccion

conjuntival, epifora, fotofobia

y opacidad corneal.

Independiente
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Genotipos Cualitativa | Presente | Localizado en el brazo largo | Localizado en el brazo largo
TNFAIP3 dicotémica | o del cromosoma 6, expresion | del cromosoma 6, expresion
rs6920220G/A | nominal ausente | inducida por el TNF-q, codifica | inducida por el TNF-q,
rs10499194C/T una proteina citoplasmatica | codifica una proteina
rs2230926G/T gue inhibe la activacion del NF- | citoplasmatica que inhibe la

kB y la apoptosis mediada por | activacion del
el TNF-a.

TNF-a.

NF-kB vy la
apoptosis mediada por

6.6 Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccién de la informacién.
6.6.1 Calculo del tamafio de la muestra
De acuerdo con el programa WiInEpi, el cual evalia el tamafio de muestra tomando en cuenta la
prevalencia de la enfermedad, asumiendo distribucién binominal con un tamafio de la poblacion
desconocido, se debe seleccionar una muestra con al menos 63 individuos con AR con y sin
QUP para calcular una proporcién estimada de 0.5% y una amplitud del intervalo de confianza
igual al doble del error aceptado (10%) con un nivel de confianza del 95%.
6.7 Descripcion operativa
6.7.1 Deteccion de pacientes
Se detectaran a los pacientes de acuerdo con los criterios de seleccion, en la clinica de Artritis
Reumatoide de la consulta externa de reumatologia. Se invitara a los pacientes a participar en el
protocolo de investigacion; en caso de aceptar se procedera a la firma del consentimiento
informado.
6.7.2 Revision de expedientes
Se realizara revision de expedientes clinicos en busqueda de la nota de revisidn periddica ocular
del servicio de oftalmologia y reporte de QUP.
6.7.3 Toma de muestras
Se tomara una muestra de sangre periférica de 5 ml, en tubos vacutainer que contienen EDTA
como anticoagulante.
6.7.4 Extraccion de ADN

1. Las muestras contenidas en tubos con EDTA (&cido etilendiaminotetracético) seran

centrifugadas a 3000 r.p.m durante 10 minutos.
2. Se tomara la capa de leucocitos y se colocara en un tubo limpio de 15 ml para iniciar el
procedimiento de extraccién del ADN.
3. Se agregara a cada tubo de 15 ml, 6 ml de buffer de lavado.
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10.

11.

12.

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

Se decantara el sobrenadante.

Se agregaran 6 ml de buffer de lisis de células.

Se decantara 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.

Se agregara isopropanol (3 ml) a la mezcla de reaccion, posteriormente se centrifugara
la muestra a 3500 r.p.m durante 5 minutos.

Posteriormente se decantara el sobrenadante y se agregardn 3 ml de alcohol etilico al
70%, nuevamente se centrifugara a 3500 r.p.m. durante 5 minutos.

Se decantard el sobrenadante y se dejara secar el ADN a temperatura ambiente por 5
minutos.

Finalmente, se agregara buffer de elusion de ADN (600 microlitros), se cuantificara el
ADN y se haran diluciones a 5 ng/microlitro

El remanente de las muestras se desechara de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSAL1-
2002.9

6.7.5 Genotipificacion de TNFAIP3
Los genotipos de las SNV rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2230926G/T del gen TNFAIP3

seran evaluados mediante la técnica 5’exonucleasa “TagMan”. El vial contiene un par de sondas

para identificar cada uno de los alelos de las SNV (las cuales presentan dos alelos: bialélicos).

Cada sonda en su extremo 5 contiene un fluoréforo, en una de ellas contiene a los fluor6foros

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.

De cada paciente se emplearan 2 microlitros de reaccién (cada microlitro contiene 5 ng).
Los 2 microlitros se colocaran en lugares especificos de una placa de 96 pozos.
Posteriormente, cada pozo se le agregaran 5 microlitros de reaccion (cada 5 microlitros
contienen lo siguiente: 2.5 microlitros de master mix 2X, 2.465 de agua y 0.035 microlitros
de sonda).

Las placas seran colocadas posteriormente en un equipo de PCR en tiempo real (de
BioRad) durante 45 ciclos, cada ciclo de PCR consistir4 en 15 segundos 95°c y 1 minuto
a 60°c.

Después de 2 horas, los resultados seran visualizados en la pantalla del equipo.
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e Finalmente, se realizard la discriminacion alélica para las SNV rs6920220G/A,
rs10499194C/T y rs2230926G/T del gen TNFAIP3.

7. Analisis e interpretacion de los resultados

El analisis estadistico descriptivo se realizara con el software IBM SPSS versién 21 y el
inferencial con FINETTI.

Las variables cuantitativas se describirdn mediante medidas de tendencia central y dispersion de
acuerdo con la distribucion de los datos, las cualitativas mediante frecuencia y porcentaje.
Posteriormente se realizard un andlisis de homogeneidad entre los grupos de AR con y sin
gueratitis ulcerativa periférica. Los genotipos se cuantificardn por conteo directo. La prueba
estadistica a emplear sera Chi-cuadrada (x?). El valor de OR, IC 95% y el valor de p se obtendra
con el programa FINETTI, el cual ademas evaluard el equilibrio de Hardy-Weinberg entre
genotipos de las SNV rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2230926G/T de TNFAIP3.

8. Recursos
Equipo médico del servicio de reumatologia, auxiliares e investigadores de la Unidad de

Investigacién en Enfermedades Metabdlicas y Endocrinas.

9. Aspectos éticos

El presente protocolo se realizara de acuerdo con lo dispuesto en la Ley General de Salud, en
materia de investigacion en salud y en materia del genoma humano que se publicé en el diario
oficial de la federacion del 16 de noviembre 2011. El estudio se apegara a los principios de la
asamblea médica mundial para la investigacién en seres humanos establecidos en la declaracion
de Helsinki. Se presentara el proyecto al Comité de ética, investigacion y bioseguridad del

Hospital Juarez de México para su aprobacion.

10. Aspectos de Bioseguridad
Esta investigacion se categorizara con un riesgo minimo debido a que se extraera un volumen
de sangre de 12 mililitros por puncién venosa en adultos hemodinamicamente estables en una

ocasion. Este estudio requiere consentimiento informado por escrito.

11. Resultados

Se incluyeron 11 mujeres mestizas mexicanas con AR sin QUP y 11 pacientes con AR y QUP.

La mediana (rango intercuartilico -RIQ) de la edad de los pacientes con AR y QUP fue de 62
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afios (54.5-65.5), del tiempo de evolucion de la enfermedad 16 afos (6.5-26.5) y del tiempo de

diagnéstico 1 afio (0.5-5).

El lugar de origen, antecedentes personales patolégicos, caracteristicas clinicas y tratamiento de

los pacientes con AR se describen en las Tablas 1-4.

Se realiz6 un analisis de genotipos y alelos en pacientes con AR sin QUP y AR con QUP. De las

SNV analizadas del gen TNFAIP3, ningln genotipo y ningun alelo de las tres variantes se asocio

con riesgo de presentar QUP (Tabla no 5).

Tabla 1. Lugar de origen de los pacientes con Artritis Reumatoide

Sin QUP Con QUP Total
n=11 n=11 n=22
Lugar de nacimiento
Ciudad de México 4 (18.1%) 3 (13.6%) 7 (31.8%)
Estado de México 1 (4.5%) 0 (0) 1 (4.5%)
Guanajuato 0 (0) 1 (4.5%) 1 (4.5%)
Guerrero 1 (4.5%) 1 (4.5%) 2 (9%)
Hidalgo 0 (%) 1 (4.5%) 1 (4.5%)
Michoacan 0 (%) 1 (4.5%) 1 (4.5%)
Morelos 1 (4.5%) 1 (4.5%) 2 (9%)
San Luis Potosi 0 (0) 1 (4.5%) 1 (4.5%)
Oaxaca 1 (4.5%) 1 (4.5%) 2 (9%)
Puebla 2 (9%) 0(0) 2 (9%)
Veracruz 1 (4.5%) 0 (0) 1 (4.5%)
Zacatecas 0 (0) 1 (4.5%) 1 (4.5%)

QUP: queratitis ulcerativa periférica

Tabla 2. Antecedentes personales patoldgicos de los pacientes con Artritis Reumatoide

Sin QUP Con QUP Total
n=11 n=11 n=22

Tabaquismo
Positivo 2 (9%) 0 (0) 2 (9%)
Negativo 9 (40.9%) 11 (50%) 20 (90.9%)
Comorbilidades
Diabetes mellitus tipo 2 3 (13.6%) 4 (18.1%) 7 (31.7%)
Hipertension arterial sistémica 2 (9%) 4 (18.1%) 6 (27.1%)
Infarto agudo al miocardio 0 (0) 0 (0) 0(0)
Hipotiroidismo 0(0) 1 (4.5%) 1 (4.5%)
Cancer 0 (0) 0 (0) 0 (0)

QUP: queratitis ulcerativa periférica
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con Artritis Reumatoide

Sin QUP Con QUP Total
n=11 n=11 n=22

Factor reumatoide
Negativo 0) 0 (0) 0(0)
Positivo bajo 4 (18.1%) 2 (9%) 6 (27%)
Positivo alto 7 (31.8%) 3 (13.5%) 10 (45.4%)
No especificado 0(0) 6 (27%) 6 (27%)
Anti-CCP
Negativo 0(0) 0(0) 0 (0)
Positivo bajo 5 (22.7%) 2 (9%) 7 (31.8%)
Positivo alto 6 (27%) 4 (18.1%) 10 (45.4%)
No especificado 0 (0) 5 (22.7%) 5 (22.7%)
Estado nutricional
Bajo peso (IMC <18.5) 1 (4.5%) 1 (4.5%) 2 (9%)
Normal (18.6-24.9) 6 (27.2%) 3 (13.5%) 9 (40.9%)
Sobrepeso (25-29.9) 3 (13.5%) 5 (22.7%) 8 (36.3%)
Obesidad grado | (30-34.9) 1 (4.5%) 2 (9%) 3 (13.5%)
Obesidad grado Il (>35) 0 (0) 0 (0) 0(0)
Nédulos reumatoides
Presentes 0 (0) 2 (9%) 2 (9%)
Ausentes 11 (50%) 9 (40.9%) 20 (90.9%)
DAS-28 PCR
Remisidn 1 (4.5%) 6 (27.2%) 7 (31.8%)
Actividad leve 8 (36.3%) 3 (13.5%) 11 (50%)
Actividad moderada 2 (9%) 1 (4.5%) 3 (13.5%)
Actividad alta 0 (0) 1 (4.5%) 1 (4.5%)
DAS-28 VSG
Remision 1 (4.5%) 4 (18.1%) 5 (22.7%)
Actividad leve 9 (40.9%) 3 (13.5%) 12 (54.5%)
Actividad moderada 1 (4.5%) 2 (9%) 3 (13.5%)
Actividad alta 0 (0) 2 (9%) 2 (9%)

QUP: queratitis ulcerativa periférica, Anti-CCP: anticuerpos anti-péptico ciclico citrulinado, IMC: indice de masa corporal, DAS-28:

disease activity score, remision <2.6, actividad leve 2.6-3.2, moderada 3.2-5.1, alta >5.1.

Tabla 4. Tratamiento actual de los pacientes con Artritis Reumatoide

Sin QUP Con QUP Total
n=11 n=11 n=22
Tratamiento con FARME 9 (40.9%) 10 (45.4%) 19 (86.3%)
Metotrexato 7 (31.8%) 8 (36.3%) 15 (68.1%)
Sulfasalazina 2 (9%) 4 (18.1%) 6 (27.2%)
Leflunomida 4 (18.1%) 3 (13.5%) 7 (31.8%)
Hidroxicloroquina 1 (4.5%) 0 (0) 1 (4.5%)
Bioldgicos 0(0) 2 (9%) 2 (9%)
Sin tratamiento con FARME 2 (9%) 1 (4.5%) 3 (13.5%)
Tratamiento con glucocorticoide
Si 9 (40.9%) 7 (31.8%) 16 (72.7%)
No 2 (9%) 4 (18.1%) 6 (27.2%)

QUP: queratitis ulcerativa periférica, FARME: farmaco antirreumatico modificador de la enfermedad.
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Tabla 5. Genotipos y frecuencias de alelos de las variantes rs6920220G/A, rs10499194C/T y
rs2230926G/T del gen TNFAIP3 y su asociacion con susceptibilidad para desarrollar queratitis
ulcerativa periférica en pacientes con Artritis Reumatoide

Modelo Genotipo AR sin QUP ARy QUP OR
o alelo n (%) n (%) 95% IC p
TNFAIP3 Codominante GG 10 (90.9) 11 (100)
rs6920220G/A GA 1(9.1) 0(0.0) 0.30 (0.01 - 8.32) 0.30
AA 0(0.0) 0(0.0)
Alélico G 10 (95.0) 11 (100)
A 1(5.0) 0(0.0) 0.32 (0.01 - 8.3) 1.3
TNFAIP3 Codominante CC 5 (45.4) 2 (18.2)
rs10499194C/T CT 3(27.3) 5 (45.5) 4.2 (0.47 - 36.7) 0.18
TT 3(27.3) 4 (36.3)
Alélico C 7(59.1) 7 (66.0)
T 4 (40.9) 4 (34.0) 2.1(0.63-6.94) 0.22
TNFAIP3 Codominante TT 10 (90.9) 10(90.0)
rs2330926T/G TG 1(9.1) 1(10.0) 1.11(0.06 - 20.5) 0.94
GG 0 (0.0) 0 (0.0)
Alélico T 10 (95.0) 10 (95.0)
G 1(5.0) 1(5.0) 1.10 (0.07 — 18.9) 1.1

SNV: variante de nucle6tido Unico, AR: artritis reumatoide, QUP: queratitis ulcerativa periférica, OR: odds ratio, p: valor de
probabilidad, significativo <0.05.

12. Discusion:

La AR es una enfermedad autoinmune sistémica que afecta principalmente las articulaciones,
sin embargo, dentro del fenotipo de la enfermedad, se encuentran las manifestaciones extra-
articulares, siendo la QUP la condicion inflamatoria ocular mas grave, que se asocia a ulceracion
progresiva de la cérnea, perforacioén ocular y pérdida inherente de la vision. Generalmente, se
presenta en pacientes con AR de larga evolucion, con enfermedad erosiva y positividad de
marcadores como factor reumatoide y anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado a titulos altos
(8, 9, 13). Con respecto a la morbimortalidad, hasta el 65% de los pacientes con AR, QUP y
perforacion corneal tienen un pobre prondstico ocular y una mortalidad a un afio de hasta 24%

por cualquier causa (14).

TNFAIP3 codifica la proteina A20, que actllia como enzima de edicién de ubiquitina y juega un
rol principal en la activacion de las células T y en la inhibicion de la via de sefializacion mediada
por NF-xB, por lo que se considera una proteina con caracteristicas antiinflamatorias, anti-
apoptoticas, que se asocia con restriccion de la supervivencia de células B y evita el desarrollo
de autoinmunidad (21-23).

En pacientes con AR, se conoce que ciertas SNV pueden generar una expresion hacia la baja

de dicha proteina y, por ende, generar un estado proinflamatorio, pro-apoptético, sin restriccion
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en la supervivencia de las células B, generando un ambiente propicio para el desarrollo de
autoinmunidad (21,23). Dependiendo de la poblacién estudiada, diversos estudios han
identificado SNV del gen TNFAIP3 como un factor de riesgo para desarrollar AR (rs5029941,
rs2230926, rs6920220 y rs10499194) y algunos otros como factor de proteccion (rs13207033)
(22).

En cuanto a lo ocular, Unicamente contamos con un estudio chino que identificé un haplotipo
formado por la combinacion de tres alelolos de SNV (rs9494885, rs3799491 y rs2230926) del
gen TNFAIP3 que se asocian con un riesgo incrementado para desarrollar otra manifestacion

oftalmoldgica frecuente en AR, la escleritis (33).

En nuestro estudio, las SNV rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2230926G/T, localizadas en el
gen TNFAIP3 analizadas, no mostraron relacion con el riesgo de desarrollar QUP en pacientes
con AR.

Acorde al conocimiento del equipo de investigacion, nuestro estudio es el primero en evaluar la
relacion que hay entre las SNV del gen TNFAIP3 y QUP en pacientes con AR, lo cual constituye
la fortaleza principal del analisis. La limitacion mas importante del estudio es el nimero de

pacientes incluidos, lo cual condiciona un pobre poder estadistico.

Es esencial para futuros estudios de investigacion, completar el tamafio de la muestra para
conocer el impacto de TNFAIP3 en la presentacion de QUP en pacientes con AR, ya que es una
manifestacion extra-articular de la enfermedad que aumenta tanto la morbilidad ocular y

sistémica, como la mortalidad del paciente.

La identificaciébn de SNV de genes especificos en pacientes con enfermedades autoinmunes
puede ayudar a generar una asociacion entre el genotipo con el blanco terapéutico, la respuesta

al tratamiento y el pronéstico de la enfermedad.

13. Conclusion

Las SNV rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2230926G/T del gen TNFAIP3 no se asociaron con
susceptibilidad para desarrollar queratitis ulcerativa periférica en pacientes mestizos mexicanos
con AR.
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