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1. Introduccién
1.1. Artritis reumatoide
1.1.1 Definicién

La artritis reumatoide (AR) es un trastorno inflamatorio cronico y progresivo que se
manifiesta como una poliartritis simétrica de pequefas y grandes articulaciones que
puede conducir a dafio estructural articular y periarticular, consecuencia de la
inflamacion sistémica (1). Afecta principalmente a las articulaciones, pero debe
considerarse un sindrome que incluye manifestaciones extraarticulares; incluidos el
corazon, rifiones, pulmones, sistema digestivo, ojos, piel y sistema nervioso (2,3).
Es una de las enfermedades inflamatorias cronicas mas prevalentes, caracterizada
por autoanticuerpos contra la inmunoglobulina G [IgG; es decir, el factor reumatoide

(FR)] y proteinas citrulinadas [es decir, anticuerpos antiproteina citrulinada (ACPA)]
(4).
1.1.2 Epidemiologia

La AR es una enfermedad global distribuida en todo el mundo, independientemente
de la raza, sexo, etnia, nacionalidad, edad, etc. (3). Aunque se desconoce la
prevalencia de la AR en algunas regiones debido a la falta de estudios
epidemioldgicos sélidos, las tasas informadas parecen bastante constantes en
muchas poblaciones. La mayoria de los estudios epidemioldgicos en AR se han
realizado en paises occidentales, mostrando una prevalencia de AR en el rango de
0.5 a 1.0% en individuos caucasicos (4). La prevalencia de la AR ha ido aumentando
de manera casi unanime desde 1990 a la fecha. EI mayor aumento se observé en
la poblacion espafiola. Sin embargo, en Japon y Argentina las razones de
prevalencia han disminuido a lo largo de los afios. En la actualidad, la razén de
prevalencia global de la AR es de alrededor del 1% y es mas comlUn en mujeres,
con pequenas fluctuaciones continuas y un aparente crecimiento de sur a norte, y
del campo a las areas metropolitanas (3). En el analisis sistematico del estudio
Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors (GBD) de 2017, incluy6 datos

de 195 paises, de 1990 al 2017, se encontré que a nivel mundial existen 19'965,115



casos de AR (IC 95%, 17°990,489 - 21°955,673), con una prevalencia ajustada por
edad de 246.6 por 100,000 (IC 95%, 222.4 - 270.8) y un incremento del 7.4% entre
el aflo 1990 y el 2017. Asi mismo, se reporto una tasa de incidencia anual de 14.9
(IC 95 %, 13.3 - 16.4) un incremento de 8.2% (IC 95 %, 5.9 - 10.5) entre 1990 y
2017 (5). Un meta-analisis que incluy6 67 estudios, la estimacion de la prevalencia
global de la AR fue del 0.46 % (IC 95 %,0.39-0.54) con un intervalo de prediccién
del 95 % (0.06-1.27). La prevalencia puntual de la AR fue del 0.45 % (IC del 95 %,
0.38-0.53 %) entre 1986 y 2014, mientras que la prevalencia del periodo combinado
fue del 0.46 % (IC del 95 %, 0.36 % y 0.57 %) entre 1955 y 2015. La prevalencia
global de AR entre 1980 y 2019 fue de 460 por 100.000 habitantes, con variaciones
por ubicacion geografica y metodologia de estudio (6). Un estudio transversal
basado en una encuesta comunitaria, en 5 regiones de México, mostré prevalencia
general de 1.6% (IC 95 %, 1.4-1.8), la més alta en Yucatan 2.8% (IC 95%, 2.3-3.3)
y la menor reportada en Nuevo Ledn con 0.7% (IC 95 %, 0.5-1.0). (7)

1.2. Escleritis
1.2.1 Definicion

La escleritis es una enfermedad inflamatoria dolorosa, crénica y destructiva de la
esclerotica que puede estar asociada con una enfermedad o infeccion sistémica (8).
Se define como la inflamacién de la pared externa opaca del ojo, o esclerética (9),
se caracteriza clinicamente por la aparicion insidiosa de enrojecimiento ocular, dolor
y sensibilidad (10).

1.2.2 Epidemiologia

La prevalencia de la escleritis infecciosa varia entre los estudios, oscilando entre el
4,6 % 1y el 18 % (11). La prevalencia de la escleritis no infecciosa depende de
multiples factores, como la raza, la ubicacién geografica y el género. La incidencia
de todas las escleritis en el mundo occidental se informa como 3.4 por 100 000

afnos-persona con una razén de prevalencia anual de 5.2 por 100 000 personas (8).

La literatura muestra que es ligeramente mas frecuente en mujeres a una edad

promedio de 50 afos, recurrente en el 75% y bilateral en el 40% de los casos. Es
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una afeccion ocular grave debido al riesgo de deterioro de la vision en una quinta
parte de los pacientes. Las formas necrosantes se asocian a enfermedades
sistémicas, provocan disminucion de la vision en el 50 % de los casos y formas no
necrosantes (difusas o nodulares), tienen mejor pronostico. Publicaciones recientes
muestran que las formas necrosantes son mucho menos frecuentes en la actualidad
(alrededor del 5% del total), probablemente debido a las innovaciones terapéuticas

y los avances logrados durante los ultimos 20 afios. (12).
1.2.3 Inmunidad ocular

Desde el punto de vista inmunoldgico, el ojo es un tejido Unico con una estructura
compleja que resiste la inflamacion a través de multiples mecanismos los cuales
conservan la homeostasis a través de la tolerancia a los autoantigenos y el
microbiota normal. La compleja combinacién de mecanismos locales y sistémicos
qgue implica la respuesta inmune innata y adaptativa se conoce como privilegio
inmunologico ocular, el cual es capaz de limitar las respuestas inmunitarias e
inflamatorias locales y preservar la vision. En caso de activacion aberrante, estos
mecanismos de defensa pueden actuar como aceleradores de la inflamacién en el
0jo e inducir autoinmunidad con la subsecuente destruccion de los tejidos oculares
(13).

1.2.4 Clasificacion

La clasificacion se basa en la clinica, apariencia, etiologia y localizacion anatémica.
La primera clasificacién fue propuesta por Watson y Hayreh, que divide la escleritis
en formas anterior y posterior (8). La escleritis anterior es visible en la inspeccién
clinica directa de la pared ocular expuesta (9), y se divide ademas en difusa,
nodular, necrosante con inflamacion (necrosante) y necrosante sin inflamacion
(escleromalacia perforante) (8). La inflamacion de la esclerética posterior no es
visible directamente vy, por lo tanto, requiere una demostracién ultrasonografica del
engrosamiento de la pared posterior del ojo, a menudo en presencia de liquido
retrobulbar y perineural que produce un "signo T" patognomonico. La escleritis
posterior también puede ser difusa o nodular. La escleritis posterior necrosante

generalmente no se reconoce clinicamente. Los sintomas de dolor y/o dolor de
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cabeza son reportados con frecuencia por pacientes con escleritis y, a menudo,
empeoran por la noche debido a la hinchazon del tejido dependiente o posicional
(9). Por etiologia puede ser idiopatica o una manifestacion de una enfermedad

inmunomediada sistémica, 0 menos comunmente debido a una infeccion (14).
1.3 Artritis reumatoide y escleritis

Alrededor del 30 al 50% de este tipo de escleritis se asocia con una enfermedad
autoinmune subyacente (8). Alrededor del 15 al 59 % de los pacientes pueden
presentar escleritis como la primera manifestacion de una enfermedad sistémica
inmunomediada. La AR y la granulomatosis con poliangitis (GPA) son las dos
enfermedades comunes asociadas con escleritis (15). En AR tiene una naturaleza
insidiosa de progresion y suele ser una enfermedad de leve a grave. La escleritis
inmunomediada tiene un curso prolongado de acuerdo con la condicion sistémica
subyacente. Cuando la enfermedad sistémica esta en remision, la escleritis suele
disminuir (8). Las manifestaciones oculares en poblacion con AR de larga evolucion,
en ocasiones representan la primera manifestacion de la enfermedad y
generalmente afectan la caAmara anterior del ojo, dando lugar a queratoconjuntivitis
seca, epiescleritis, escleritis, queratitis ulcerosa periférica y uveitis anterior (16) . La
escleritis ocurre en el 1- 6% de los pacientes con AR y hasta en el 14% de los
pacientes con vasculitis reumatoide. En casi el 90% de los casos el diagndstico de
AR precede al inicio de la escleritis. En aproximadamente el 5% de los casos de
escleritis se integra el diagnéstico de AR en la evaluacion inicial (17). La escleritis
asociada con AR es mas frecuentemente necrosante, asociada con queratitis
ulcerativa periférica y disminucion de la vision en comparacion con los pacientes

con escleritis idiopatica (18).
1.4 Susceptibilidad genética en artritis reumatoide y escleritis

La patogenia de las enfermedades autoinmunes (EA) es multifactorial, tanto el
entorno como los genes del huésped pueden afectar la reactividad general, la
calidad de las células del sistema inmunitario y determinar el inicio y la progresion
de las EA. Entre los multiples factores patogénicos reconocidos para las

enfermedades autoinmunes, los factores genéticos se consideran un fuerte

4



determinante de la enfermedad (19). Diversos estudios implican la desregulacion de
vias inmunes comunes debido a polimorfismos en varios genes en el desarrollo de
una variedad de enfermedades autoinmunes (20). Los polimorfismos de nucleétido
tnico (SNP) estan estrechamente asociados con la susceptibilidad a algunas

enfermedades mediante la alteracion de la expresion o funcion de los genes.

Los ultimos 60 afios han visto evidencia creciente para apoyar la base genética de
la AR a través de la identificacion de variantes de susceptibilidad genética. Se han
utilizado tres enfoques principales para identificar estos loci de susceptibilidad: gen
candidato, ligamiento y estudios de asociacién amplia del genoma (GWAS), siendo
el tercero el mas exitoso (21). Los estudios de genética humana sobre la AR han
descubierto méas de 100 loci genéticos asociados con la susceptibilidad a la misma
y han perfeccionado el modelo de asociacion de AR para las variantes de HLA. La
mayoria de las variantes de riesgo de AR se comparten en gran medida entre
multiples poblaciones ancestrales y se encuentran en elementos no codificantes
gue podrian tener efectos reguladores especificos de alelos en tejidos relevantes
(22). Los dos loci de riesgo de AR mas importantes que quedan hasta la fecha: el
antigeno leucocitario humano (HLA-DRB1) y la proteina tirosina fosfatasa, tipo no
receptor 22 (PTPN22). Se estima que, juntos, HLA-DRB1 y PTPN22 representan
aproximadamente el 40 % del riesgo genético total de AR. Mas recientemente, estos
enfoques también han llevado a la identificacion del locus transductor de sefial y
activador de la transcripcion 4 (STAT4) (23). Los alelos asociados a la AR tienen
una secuencia conservada de cinco aminoacidos, denominada “epitopo
compartido”. La hipétesis del epitopo compartido sugiere que ciertos alelos con esta
secuencia conservada estan asociados y contribuyen directamente a la patogenia
de la AR al permitir la presentacion incorrecta de autoantigenos a las células T por
parte de las células presentadoras de antigenos, lo que da como resultado
respuesta autoinmune mediada, asociado fuertemente con la susceptibilidad a la
AR y una mayor gravedad de la enfermedad, asi como con un mayor riesgo de

desarrollar manifestaciones extraarticulares (24).



Los GWAS se basan en la asociacion genética, determinando si las variantes
genéticas se observan con mayor o menor frecuencia en las cohortes afectadas por
la enfermedad en comparacion con las cohortes no afectadas en la misma poblacion
(20), aprovechan las regiones de desequilibrio de ligamiento en todo el genoma.
Estos son blogues de genes con tasas de recombinacién mas bajas de lo esperado,
esto permite a los investigadores observar qué polimorfismos son mas comunes en
los casos que en los controles (24). Los marcadores genéticos tipicamente
utilizados en estos estudios son los SNP, ya que son abundantes y faciles de
genotipar (21) y han introducido al menos 30 alelos asociados con la AR (23). Los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) vinculados a la AR que tenian un riesgo
de susceptibilidad se encuentran ubicados en los genes TRAF1, IL2RA, IL2RB,
FCRL3, CTLA4, STAT4, IRF5, IL6ST, CCR6, CCL21, CD40, FOXO03, Cb5orf30 ,
SPAG16 , TNFAIP3 , TNFSF4, TNF-a , receptor de IL-4 , IL-4 , DKK-1 , MMP-9 ,
ZFP36L1 , Granzima B , CCR5 , FCRL3, IL15, LILRA3 , SPP-1, TNFRSF11B ,
TROZO /SCAF4 , PTGER4, CRP , KIR entre otros (23). Uno de los genes que ha
cobrado importancia por su asociacion a enfermedades como lupus eritematoso
sistémico (LES), AR y sindrome de Sjogren primario entre otras, es el gen TNFSF4
(25), por lo que nos enfocaremos a él.

1.4.1 TNFSF4

Los miembros de la superfamilia de ligandos-receptores de TNF (TNFRsF) estan
intimamente involucrados en la regulacion de la proliferacion y muerte de las células
inmunes y son de particular interés en relacion con su papel en la génesis de la
artritis 'y la enfermedad autoinmune. Se han identificado las funciones
inmunoldgicas de la mayoria de los miembros de la familia de ligandos y receptores
de TNF. Una de las funciones mas importantes de los receptores de muerte es
mediar en la muerte celular inducida por activacion (MCIA) de las células
inmunitarias. MCIA es un evento altamente regulado que involucra varias moléculas
de sefializacion de apoptosis, incluidas Fas y TNF-R, que se expresan en diferentes

tipos de células, incluidas células B, células T y macréfagos. Los receptores de



supervivencia del TNFRSF funcionan como moléculas coestimuladoras para

estimular la activacion y proliferacion de células inmunitarias. (18)

El miembro 4 de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFSF4) también se
conoce como ligando OX40 (OX40L), que codifica una molécula coestimuladora
OX40L (26). Este gen se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1 en la posicién
25 (1g25) (13) y codifica el ligando para OX40 (OX40L) (26), proteina unida a la
membrana que se expresa en la superficie de las células presentadoras de
antigenos, incluidas las células dendriticas, las células B, los macrofagos, y células
T CD4+, células T CD8+ y las células endoteliales vasculares. Sirve como ligando
de un coestimulador de células T, TNFRSF4, para regular la inmunidad mediada
por células T. El par TNFSF4-TNFRSF4 desempefia un papel en la promocién de
la supervivencia de las células T efectoras y la generacion de células T CD4+ de
memoria (19). OX40 se expresa mas en las células T CD4+ activadas que en las
CD8+, mientras que en las células NK y los neutréfilos es menor. OX40 también es
un marcador de células T timicas que recibe sefales de seleccion positivas (25).
Cada vez mas estudios consolidan el papel vital de este par de ligando-receptor en
la patogénesis de multiples enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Esto
destaca la importante funcibn de TNFSF4 en la inflamacién y la respuesta
inmunitaria. Varios estudios han identificado que el bloqueo de TNFSF4 aliviaria la
gravedad de la enfermedad en modelos animales de artritis inducida por colageno
(19).

Por otro lado, varios polimorfismos incluyendo rs2205960, rs704840, rs844648,
rs3850641, y rs17568 del gen TNFSF4 han sido asociados con diversas EA, como
LES, enfermedad de Behcet, esclerosis sistémica, sindrome de Sjégren primario y
AR, asi por ejemplo el polimorfismo rs61828284 en el gen TNFSF4 ha mostrado
una asociacion fuerte con la aparicion de AR en poblacidon coreana-europea
combinada. Hasta el momento, hay pocos estudios sobre las asociaciones
genéticas del gen TNFSF4 con la AR. Especificamente el rs704840 localizado en la
region 5° del gen TNFSF4 y el que evaluaremos en este trabajo, ha sido asociado

con un incremento en el riesgo de padecer neuromielitis Gptica en poblacion china



(27). Estudios de asociaciéon amplia del genoma (GWAS) encontraron una
asociacion de este polimorfismo con LES en poblacion china (28). Finalmente, en
nuestra poblacién el polimorfismo rs704840 fue evaluado en pacientes con AR,

donde se encontr6 asociado a esta enfermedad (29).
1.4.2 SNPs y escleritis

Un solo estudio ha investigado la asociacion de polimorfismos de genes
relacionados con TNF y escleritis, incluy6 556 pacientes con escleritis no infecciosa
en una poblacion china, de los cuales 20 pacientes presentaban AR; identificando
la asociacion de varios haplotipos relacionados con el gen TNF con escleritis entre
ellos un haplotipo TNFAIP3 TGT, un haplotipo TNFSF4 GT y un haplotipo TNFSF15
CCC se asociaron significativamente con la escleritis. Ningan SNP individual mostré
una asociacion estadisticamente significativa con la escleritis (10). Mas estudios
moleculares deben llevarse a cabo para comprender las bases moleculares de la

escleritis en pacientes con AR.
2. Justificacion

La etiologia de la escleritis en pacientes con AR aln no se conoce completamente,
sin embargo, es claro que el papel genético tiene un papel fundamental en su
aparicion. El estudio de polimorfismos en el gen TNFSF4 el cual ha sido asociado a
multiples enfermedades autoinmunes como AR cobra relevancia ya que podria
participar también en el desarrollo de escleritis en estos pacientes. Dado que no hay
estudios sobre la evaluacion de la variante de un solo nucle6tido (SNV) rs704840
en pacientes con escleritis y artritis reumatoide, su evaluacion nos permitira conocer
el grado de influencia que tiene este polimorfismo sobre la enfermedad. Por otro
lado, la presencia de la variante de un solo nucledétido rs704840 podria servir como
un biomarcador genético, que sirva de apoyo en la identificacion temprana de
pacientes con AR vy riesgo de desarrollar escleritis, asi como la posibilidad de

desarrollar nuevas terapias dirigidas.



3. Pregunta de investigacion

¢La SNV rs704840 localizada en el gen TNFSF4 esta relacionada con escleritis en

pacientes con AR?
4. Hipotesis

La presencia de la SNV rs704840 localizada en el gen TNFSF4 esta asociada con

la susceptibilidad de desarrollar escleritis en pacientes con AR.
5. Objetivos
5.1. Objetivo primario

Determinar si la SNV rs704840 del gen TNFSF4 esta relacionada con escleritis en

pacientes con AR.
5.2 Objetivos secundarios

e Determinar la frecuencia alélica y genotipica de SNVrs704840 en pacientes
con ARy escleritis
e Determinar el grado de asociacion de la SNVrs704840 del gen TNFSF4 en

pacientes con AR y escleritis.
6. Metodologia
6.1 Disefio de la investigacion
Observacional, transversal, retrospectivo, analitico.
6.2 Tipo de estudio
Casos y controles.
6.3 Ubicacion temporal y espacial

Servicio de Reumatologia y Laboratorio provisional de investigacion del Hospital
Juarez de México. Noviembre-2022 a Junio-2023.



6.4 Definicién de la poblacién
Criterios de inclusion de casos

e Sexo femenino.

e Mayores de 18 afos.

e Mestizo-mexicanas.

e Diagnostico de AR 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 inclusion de controles

e Sexo femenino.
e Mayores de 18 afios.
e Mestizo-mexicana.

e Diagnostico de escleritis no infecciosa sin AR, atendidos en el servicio de
Oftalmologia del Hospital Juarez de México

Criterios de exclusion:

» Coexistencia de otra enfermedad autoinmune (sindrome de sobreposicion).
Criterios de eliminacién:

» Revocacion del consentimiento.

* Presencia de enfermedades crénicas (cancer, hipertensién arterial, obesidad,
diabetes mellitus tipo 2).
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6.5 Definicién de variables

Variable

Tipo

Unidad
de
medida

Definicion
conceptual

Definicion
operativa

Dependiente

Escleritis

Cualitativa
dicotdmica
nominal

Presente
o
ausente

Enfermedad

inflamatoria

dolorosa, cronica y
destructiva de la
esclerotica que
puede estar
asociada con una
enfermedad 0
infeccion sistémica
(8). Se define como
la inflamacién de la
pared externa
opaca del ojo, o

esclerotica (9).

Enfermedad

inflamatoria

dolorosa, cronica y
destructiva de la
esclerotica que
puede estar
asociada con una
enfermedad o]
infeccion sistémica
(8). Se define como
la inflamacién de la
pared externa opaca

del ojo, o esclerdtica

(9).

Artritis
Reumatoide

Cualitativa
Dicotomica
Nominal

Presente o
Ausente

Trastorno
inflamatorio crénico
y progresivo gue se
manifiesta como
una poliartritis
simétrica de
pequeias y
grandes

articulaciones (1).

Trastorno
inflamatorio crénico
y progresivo que se
manifiesta como una
poliartritis  simétrica
de pequefias vy
grandes

articulaciones (1).

Independiente

Genotipos
TNFSF4

Cualitativa

dicotdmica

Presente

o

Gen que se

encuentra en el

Gen que se

encuentra en el

11




rs704840

nominal

ausente

brazo largo del
cromosoma 1 en la
posicion 25 (1g25)
(11) y codifica el
ligando para OX40
(OX40L) (12)

brazo largo del
cromosoma 1 en la
posicion 25 (1g25)
(11) y codifica el
ligando para OX40
(OX40L) (12)

6.6 Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de la

informacion.
6.6.1 Calculo del tamafo de la muestra

De acuerdo con el programa WinEpi, el cual evalla el tamafio de muestra tomando
en cuenta la prevalencia de la enfermedad, asumiendo distribucién binomial con un
tamafio de la poblacion desconocido, se calculé una muestra de 63 individuos con
AR con y sin escleritis y sujetos con escleritis no infecciosa sin AR, para una
proporcion 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 detectaron a los pacientes de acuerdo con los criterios de seleccion, en los
servicios de reumatologia y oftalmologia. Se invitaron a los pacientes a participar en
el protocolo de investigacion y los que aceptaron firmaron consentimiento

informado.
6.7.2 Interconsulta al servicio de oftalmologia

Se enviaron a los pacientes al servicio de oftalmologia para evaluacion de escleritis

actual o previa.
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6.7.3 Revision de expedientes

Se realizo revision de expedientes clinicos en busqueda de la nota de revision del

servicio de oftalmologia.
6.7.4 Toma de muestras

Se tomd una muestra de sangre periférica de 5 ml, en tubos vacutainer que

contienen EDTA como anticoagulante.
6.7.5 Extraccion de ADN

1. Las muestras contenidas en tubos con EDTA (acido etilendiaminotetracético)

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 extraccion del ADN.
3. Se agreg6 a cada tubo de 15 ml, 6 ml de buffer de lavado.

4. Nuevamente, se centrifug6 la muestra obtenida de la mezcla, durante 5 minutos
a 3500 r.p.m.

5. Se decant6 el sobrenadante.
6. Se agregaron 3 ml de buffer de lisis de células, méas proteinasa K (30 microlitros)
7. Se incub6 la muestra con la mezcla de reactivos durante 1h/60 °C

8. Se agregd NaCl (500 ul) a la mezcla de reaccion y posteriormente se centrifugé

la muestra a 3500 r.p.m durante 5 minutos.

9. Se obtuvo el sobrenadante y se agregaron 3 ml de alcohol etilico absoluto para
obtener la hebra de DNA.

10. Finalmente, se agreg6 buffer de elusion de ADN (200 microlitros), se cuantificd

el ADN y se hicieron diluciones a 5 ng/microlitro.
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6.7.6 Genotipificacion de TNFSF4

El genotipo del polimorfismo de un solo nucle6tido rs704840 del gen TNFSF4 fue
evaluado mediante la técnica 5’exonucleasa “TagMan”. El vial contiene un par de
sondas para identificar cada uno de los alelos de los SNVs. Cada sonda en su
extremo 5 contiene un fluoréforo, ya sea el fluoréforo 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 emplearon 5 microlitros de reaccién (cada microlitro contiene
5 ng).

 Los 5 microlitros se colocaron en lugares especificos de una placa de 96 pozos.

» Posteriormente, a cada pozo se le agregaron 5 microlitros de mezcla de reaccion

(2.5 microlitros de master mix 2X, 2.465 de agua y 0.035 microlitros de sonda).

* Las placas fueron 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.
* Después de 2 horas, los resultados fueron visualizados en la pantalla del equipo.
* Finalmente, se realizé la discriminacion alélica para rs704840 del gen TNFSF4.

7. Andlisis e interpretacion de los resultados

El analisis estadistico descriptivo se realiz6 con el software IBM SPSS version 21y

el inferencial con FINETTI.

Las variables cuantitativas se describieron mediante medidas de tendencia central
y dispersion de acuerdo con la distribucion de los datos, las cualitativas mediante
frecuencia y porcentaje. Posteriormente se realizé un analisis de homogeneidad
entre los grupos de AR con y sin escleritis. Los genotipos se cuantificaron por conteo
directo. La prueba estadistica empleada fue Chi-cuadrada (x2). El valor de OR, IC
95% vy el valor de p se obtuvieron con el programa FINETT], el cual ademas evaluara

el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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8. Recursos

Equipo meédico del servicio de reumatologia y oftalmologia, auxiliares e

investigadores del Laboratorio provisional de investigacion.

9. Aspectos éticos

Esta es una investigacion con riesgo minimo, ya que se realiz6 una sola toma de
muestra de sangre periférica. El presente trabajo se realiz6 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 apeg6 a los principios de la asamblea médica
mundial para la investigacion en seres humanos establecidos en la declaracion de
Helsinki. Se present6 el proyecto al Comité de ética, investigacion y bioseguridad
del Hospital Juarez de México para su aprobacion.

10. Aspectos de Bioseguridad

La toma de muestra fue realizada en los cubiculos para toma de muestra del
laboratorio clinico del Hospital Juarez de México. El personal que tomé las muestras
sanguineas esta altamente capacitado para hacerlo. Para esto, el profesional de
salud port6 bata, cubre bocas, y guantes. Las agujas vacutainer y jeringas fueron
desechados en contenedor rojo conforme a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Los
procedimientos experimentales (extraccion de DNA y RT-PCR) fueron llevados a
cabo en el laboratorio provisional asignado a la division de investigacion, el personal
operativo utilizd equipo de proteccion personal, como lo es bata, guantes y
cubrebocas. Todos los procedimientos fueron llevados a cabo bajo un gabinete de
bioseguridad clase Il. Las mesas y superficies donde se llevé a cabo la extraccion
se desinfectaron antes y después de llevar a cabo el procedimiento. Asimismo, los
residuos generados de la extraccion de DNA y el material de desecho del RT-PCR
fueron recolectados y destruidos como desechos de riesgo biolégico (RPBI) de

acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 en contenedores rigidos o bolsas rojas.
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11. Resultados

Se incluyeron 17 pacientes mestizos mexicanos con AR, 20 pacientes con escleritis
anterior y AR y 16 pacientes controles con escleritis (sin datos de enfermedades
autoinmunes), consecutivos de la consulta externa de los servicios de reumatologia,

u oftalmologia que cumplieron con los criterios de seleccion.

Con respecto a las variables cuantitativas, edad, tiempo de evolucion y tiempo de
diagnostico expresadas en afios, las cuales presentaron distribucion libre: en los
pacientes con AR sin escleritis la mediana y rango intercuartilico correspondientes
fueron 53 (48-60), 13.5 (1-25) y 3 (1-19); en los pacientes con AR y escleritis 57
(50.2-68),12.5 (5-15) y 6 (3.5-12.2) y en los pacientes con escleritis sin datos de
enfermedad autoinmune la mediana y rango intercuartilico para la edad fue 57 (47-
67.5).

La frecuencia y porcentaje de las variables cualitativas demograficas: sexo y lugar
de nacimiento se presentan en la Tabla 1, las no demograficas de los antecedentes
personales patoldgicos se presentan en la Tabla 2, las de las caracteristicas clinicas

de los grupos de AR en la Tabla 3 y su tratamiento en la Tabla 4.

Se determinaron frecuencias genotipicas, alélicas y andlisis de asociacion del SNV
rs704840 T/G del gen TNFSF4 entre pacientes con artritis reumatoide sin escleritis,

artritis reumatoide con escleritis y escleritis sin enfermedad autoinmune (Tabla 5).
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes

AR sin AR con Escleritis Total
escleritis escleritis sin AR n =53
n=17 n=20 n=16
Sexo
Mujer 17 (32.07%) 20 (37.7%) 16 (30.1%) 53 (100%)
Lugar de nacimiento
Ciudad de México 10 (18.8%) 14 (26.4.%) 10 (18.8%) 34 (64.1%)
Estado de México 3 (5.6%) 2 (3.7%) 2 (3.7%) 7 (13.2%)
Guanajuato 0 0 1(1.8%) 1(1.8%)
Guerrero 1 (1.89%) 0 0 1(1.8%)
Hidalgo 2 (3.7%) 2 (3.7%) 1(1.8%) 5 (9.4%)
Michoacéan 0 0 1(1.8%) 1 (1.8%)
Morelos 0 1 (1.89%) 0 1 (1.8%)
Oaxaca 1 (1.89%) 1 (1.89%) 0 2 (3.7%)
Tlaxcala 0 0 1(1.8%) 1 (1.8%)

AR artritis reumatoide

Tabla 2. Antecedentes personales patolégicos de los pacientes.

AR sin AR con Escleritis Total
escleritis escleritis sin AR n =53
n=17 n=20 n=16
Tabaquismo
Si 6 (11.3%) 5 (9.4%) 4 (7.5%) 15 (28%)
No 11 (20.7%) 15 (28.3%) 12 (22.6%) 38 (72%)
Co-morbilidades
Diabetes mellitus 5 (9.4%) 1 (1.8%) 5 (9.4%) 11 (21%)
Hipertension 4 (7.5%) 6 (11.3%) 4 (7.5%) 14 (26%)
arterial
Patologia tiroidea 0 1(1.8%) 1 (1.8%) 2 (4%)
Cancer 2 (3.7%) 0 2 (3.7%) 4 (8%)
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con Artritis Reumatoide.

Sin escleritis Con escleritis Total
n=17 n=20 n =37
Estado nutricional
Bajo peso 1(2.7%) 4 (10.8%) 5 (13.5%)
Normal 7 (18.9%) 4 (10.8%) 11 (29.7%)
Sobrepeso 5 (13.5%) 6 (16.2%) 11 (29.7%)
Obesidad grado 1 2 (5.4%) 4 (10.8%) 6 (16.2%)
Obesidad grado 2 2 (5.4%) 2 (5.4%) 4 (10.8%)
Obesidad grado 3 0 0 0
Factor reumatoide
Negativo 9 (24.3%) 3 (8.1.%) 12 (32.4%)
Positivo bajo 7 (18.9%) 5 (13.5%) 8 (32.4%)
Positivo alto 4 (10.8%) 9 (24.3%) 13 (35.1%)
Anti-CCP
Negativo 15 (40.5%) 5 (13.5%) 20 (54.05%)
Positivo bajo 3 (8.1%) 2 (5.4%) 5 (13.5%)
Positivo alto 2(5.4%) 10 (27%) 12 (32.4%)
Actividad de la enfermedad por DAS-28 PCR
Remision 4 (10.8%) 5 (13.5%) 9 (24.3%)
Baja actividad 2 (5.4%) 4 (10.8%) 6 (16.2%)
Moderada actividad 6 (16.2%) 4 (10.8%) 10 (27.02%)
Alta actividad 1(2.7%) 0 1(2.7%)
Actividad de la enfermedad por DAS-28 VSG
Remision 3 (8.1%) 3 (8.1%) 6 (16.2%)
Baja actividad 3 (8.1%) 2 (5.4%) 5 (13.5%)
Moderada actividad 3 (8.1%) 10 (27%) 13 (35.1%)
Alta actividad 3 (8.1%) 0 (0%) 3 (8.1%)

Anti-CCP: anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado.

PCR: Proteina C reactiva.

VSG: Velocidad de sedimentacion globular.



Tabla N 4. Tratamiento actual de los pacientes con Artritis Reumatoide.

Sin escleritis Con escleritis Total
n=17 n =20 n =37
FARME actual
Si 19 (51.3%) 17 (45.9%) 36 (97.2%)
Metotrexato 11 (29.7%) 10 (27.03%) 21 (56.7%)
Hidroxicloroquina 2 (5.4%) 0 (0%) 2(5.1%)
Sulfasalazina 3 (8.1%) 5 (13.5%) 17 (31.5%)
Leflunomida 3 (8.1%) 5 (13.5%) 8 (21.6%)
Bioldgicos 2 (5.4%) 2 (5.4%) 4 (10.8%)
Terapia dirigida 1(2.7%) 1(2.7%) 1(2.7%)
No 1(2.7%) 2 (5.4%) 3 (8.1%)
Glucocorticoides 3 (8.1%) 1(2.7%) 4 (10.8%)

FARME: Farmacos anti-reumdticos modificadores de la enfermedad.

Tabla 5. Frecuencias genotipicas, alélicas y andlisis de asociacion del SNV
rs704840 T/G del gen TNFSF4 entre pacientes con artritis reumatoide sin
escleritis, artritis reumatoide con escleritis y escleritis sin enfermedad

Modelo codominante o
Group (n) 11 12 22 OR (95% Cl) P
1T TG GG
AR (17) 7(41.2) 6 (35.3) 4(23.5)
AR+E (20) 12 (60) 4 (20) 4 (20) 0.39 (0.08 — 1.87) 0.47
E (16) 10 (62.5) 3(18.8) 3(18.8) 0.35 (0.06 — 1.90) 0.44
Modelo alélico
1 2 OR (95% CI) P
T G
AR (17) 20 (59) 14 (41)
AR+E (20) |28(70)  12(30) 0.61 (0.23 — 1.60) 031
E@e) |28(72)  9(29 0.60 (0.20 — 1.56 0.26
autoinmune

1=T, 2=G; p<0.05: estadisticamente significativo
SNV: variante de un solo nucledtido; OR: odds ratio; Cl: Intervalo de confianza,; AR: Artritis reumatoide;
AR+E: Artritis reumatoide + escleritis; E: escleritis.
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12. Discusion

La AR es una enfermedad autoinmune sistémica inflamatoria que afecta
principalmente articulaciones, sin embargo dentro de los fenotipos de esta
enfermedad, se encuentran manifestaciones extraarticulares, entre ellas las
oculares. La escleritis es una enfermedad inflamatoria, crénica y destructiva de la
pared externa opaca del 0jo o esclerética que se ha reportado hasta en el 6% de los
pacientes con AR. Se considera una afeccién ocular grave debido al riesgo de
deterioro de la visibn, que ocurre hasta en el 20% de los pacientes. El tipo
necrosante es la presentacién mas frecuente, se asocia a progresion insidiosa y

enfermedad de leve a grave en la AR (8, 12,18).

En estudios de genética humana sobre la AR se han descubierto mas de 100 loci
genéticos asociados con la susceptibilidad (22). Los miembros de la superfamilia de
ligandos-receptores de TNF (TNFRsF) son de particular interés en relacion con su

papel en la génesis de la artritis y las enfermedades autoinmunes (18).

Varios estudios han confirmado que el TNF-a esta implicado en la patogenia de la
escleritis y en estudios de asociacion amplia del genoma (GWAS) y SNP se le ha
relacionado con varios trastornos inmunomediados. OX40L o CD252, que se
expresa en el exterior de las células presentadoras de antigeno activadas (PCA),
esta codificado por el miembro 4 de la superfamilia del factor de necrosis tumoral
(TNFSF4) (29).

Recientemente el gen TNFSF4 ha cobrado importancia por su asociacion a
enfermedades autoinmunes como LES, AR, sindrome de Sjégren primario,
enfermedad de Behget, y esclerosis sistémica, siendo identificados varios
polimorfismos en relacion con estas patologias. OX40L se ha asociado con la

presencia de autoanticuerpos en AR (29).

Se han publicado pocas investigaciones sobre la asociacion del gen TNFSF4 con la
AR (20, 26,29).
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Respecto a trastornos oculares, Zhiyun Lian et.al, demostrd una asociacion entre el
polimorfismo rs704840 de TNFSF4, asociado con susceptibilidad para el desarrollo
de neuromielitis Optica en poblacion china (27). Otro estudio realizado por Yingnan
Gao et al. demostré una asociacion de los polimorfismos (poner RS) del gen TNF
con escleritis también en poblacién china, en este mismo estudio se realiz6 la
construccion de haplotipos con el gen TNFSF4 saliendo asociado con escleritis (10).
Aunque en este trabajo no se evalu6 el polimorfismo rs704840 (evaluado en este
estudio), es importante mencionar que el gen TNFSF4 tiene un papel importante en
el desarrollo de enfermedades oculares ya sea con uno o varios polimorfismos

dentro de este gen.

Respecto a la poblaciéon mexicana el polimorfismo rs704840 ha sido estudiado en
pacientes con AR y con sindrome de Sjogren primario, en el cual se demostré que
este polimorfismo es un factor de riesgo para el desarrollo de AR, pero no para
sindrome de Sjogren primario (29), en nuestro trabajo este mismo polimorfismo fue
evaluado en pacientes con escleritis mas artritis reumatoide, nuestros resultados no
mostraron asociacion, la causa podria ser el tamafio de muestra, pues muchos de

los pacientes no cumplieron con los criterios de inclusion para poder ser evaluados.

Se reconoce como limitacién de este trabajo, el tamafio de muestra no alcanzado,
lo que podria explicar el bajo poder estadistico. La principal fortaleza es ser el primer
estudio en evaluar la relacion entre el SNV rs704840 del gen TNFSF4 y escleritis

en pacientes con AR.

Es necesario realizar mas investigaciones que evallen la variante genética de la
SNV rs704840 del gen TNFSF4 en pacientes con AR y escleritis para alcanzar el

tamafo de la muestra y asi determinar si existe relacion entre ellas.
13. Conclusiones

e EI SNP rs704840, localizado en el gen TNFSF4 no es un factor de riesgo
para el desarrollo de escleritis en pacientes con AR, ni para el desarrollo de

escleritis sin enfermedad autoinmune en mujeres mexicanas.

21



e EI SNP rs704840, localizado en el gen TNFSF4 no se asocio con gravedad
en pacientes con AR y escleritis, ni para el desarrollo de escleritis sin

enfermedad autoinmune en mujeres mexicanas.

14. Recomendaciones

De acuerdo con los datos obtenidos consideramos que es necesario el desarrollo
de estudios para completar el tamafio de muestra y mejorar el poder estadistico del

analisis.
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