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1. Introduccién

1.1. Artritis reumatoide
1.1.1. Definicion

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad cronica, tipo autoinmune que afecta
de forma inicial las articulaciones, se caracteriza por la inflamacion progresiva y
simétrica de las mismas, lo que conduce a destruccion del cartilago y discapacidad.

Asi mismo puede involucrar érganos extraarticulares (1).

1.1.2. Epidemiologia

Tiene una prevalencia que abarca del 0.4 al 1.3% de la poblacion, afecta en su
mayoria a las mujeres, siendo de 2 a 3 veces mas frecuente en mujeres que en
hombres, sin embargo, esta diferencia de género disminuye en adultos mayores (1,
2). Su pico de incidencia es entre los 40 y 50 afos, no obstante, puede ocurrir a
cualquier edad incluyendo nifios y adolescentes, el riesgo de presentar AR aumenta
de forma considerable después de los 60 afios (2, 3). La principal causa de muerte
en pacientes con AR es la enfermedad cardiovascular, se ha reportado que tienen
el doble de riesgo de padecer infarto al miocardio y que la mortalidad por riesgo

cardiovascular se encuentra incrementada hasta en un 50% (4).

1.1.3. Manifestaciones clinicas

La AR es una enfermedad poliarticular, simétrica que involucra multiples
articulaciones de manera bilateral; la presentacion clinica incluye dolor, inflamacion
y rigidez articular mayor de 30 minutos, inicialmente afectando pequenas
articulaciones como metacarpofalangicas, interfalangicas proximales, carpos y
metatarsofalangicas, posteriormente afectando grandes articulaciones (5, 6). Sin
embargo, el proceso inflamatorio sistémico puede involucrar otros tejidos y érganos,
originando manifestaciones extraarticulares, cuya prevalencia se ha estimado en un

17.8 a un 40.9% (6). Entre los 6rganos y sistemas que pueden verse afectados se



encuentran piel, sistema nervioso, o0jos, corazon, riidén, pulmén, aparato
gastrointestinal, vascular, etc. Las manifestaciones oculares ocupan una parte
significativa de las manifestaciones extraarticulares debido a su estructura anatomica
y sistema inmune privilegiado, el segmento anterior suele ser el mas afectado, entre
estas manifestaciones se encuentran la queratoconjuntivitis seca, la epiescleritis, la
escleritis, la queratitis ulcerativa periférica (QUP), etc. Siendo la queratoconjuntivitis
seca la alteracion mas frecuente (7, 8).

1.1. 4. Diagnéstico

Los criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) y de la
Liga Europea contra el Reumatismo (EULAR) del 2010 incluyen un grupo de
variables como el numero de articulaciones involucradas, serologia (factor
reumatoide y anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados), reactantes de fase
aguda (velocidad de sedimentacion globular, proteina C reactiva) y duracion de los
sintomas, un paciente que obtenga una puntuacion > 6 clasifica para AR (9).

1.2. Queratitis ulcerativa periférica

1.2.1. Definicion

La QUP es una condicion inflamatoria, que condiciona el adelgazamiento periférico,
progresivo del estroma corneal, causado por mediadores inflamatorios liberados a
partir de una vasculitis del limbo corneal, la cual puede potencialmente causar
ceguera y es considerado como un marcador de enfermedad sistémica activa (10,
11, 15).

1.2.2. Epidemiologia

Tiene una incidencia promedio de 0.2 a 3 individuos por millén de habitantes (12).
Posee una predileccion por el sexo femenino, aunque se cuenta con pocos reportes
donde se establece una relacion hombre: mujer de 1 a 1 (13). Se ha reportado que
la prevalencia de QUP en AR es de 1.4 a 3% (14).



1.2.3. Etiologia

La QUP puede ser causada por una variedad de desérdenes, su etiologia puede
ser infecciosa y no infecciosa. Puede asociarse con enfermedad sistémica o ser de
origen idiopatico (13). Los trastornos subyacentes asociados, son de indole
autoinmune, desordenes dermatoldgicos, neoplasias, etc. De las causas no
infecciosas, las autoinmunes representan el 50%; la AR es la enfermedad sistémica
que con mayor frecuencia se asocia a este trastorno, siendo la causa hasta en un
34% de las veces (10). Otras enfermedades autoinmunes que pueden hallarse
incluyen lupus eritematoso sistémico (LES), poliarteritis nodosa, sindrome de
Sjogren, policondritis recidivante, arteritis de células gigantes y granulomatosis con

poliangitis (12).

1.2.4. Fisiopatologia

La cornea periférica es una zona de transicidon entre la cérnea y la esclera. El grosor
de la cérnea periférica es de 1 mm, es mas grueso que la cérnea central la cual es
de 0.5 mm. En esta zona las células epiteliales estan unidas con mayor fuerza a la
membrana basal y al estroma, siendo su principal componente el colageno tipo IV y
el colageno tipo | respectivamente, asi mismo tienen un mayor poder replicativo. La
integridad corneal es mantenida por un balance entre colagenasas y sus inhibidores
tisulares (12, 13). Los vasos linfaticos subconjuntivales acompanan a los capilares
del limbo a la cérnea periférica, sus ramas aferentes permiten la entrada del sistema

inmunitario (12).

Aunque el mecanismo fisiopatolégico exacto de QUP no ha sido determinado (15),
se han propuesto diversos mecanismos, entre los cuales se encuentran, un
desbalance entre las cifras de las metaloproteinasas de la matriz (MPM) y una
colagenasa especifica causa la degradacién de la matriz extracelular y de su
inhibidor tisular de metaloproteinasas de la matriz en el estroma corneal, lo que

puede provocar una alteracion del recambio de la matriz corneal, pudiendo
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incrementar la tasa de queratolisis, reacciones autoinmunes hacia el antigeno
corneal, depdsito de complejos inmunes circulantes y las reacciones de
hipersensibilidad a los antigenos exégenos (11, 13). Un incremento de la
inflamacion via vascular y linfatica puede culminar en ulceracion corneal por la
liberacidn de enzimas proteoliticas (MPM), entre las que participan en el proceso,
se encuentran la 1, 2, 8 y 9. Las MPM 2 y 9, son enzimas que van a hidrolizar el
colageno tipo IV, mientras que la MPM 8 y 1 hidrolizan el colageno tipo |. Entre las
citoquinas proinflamatorias que se han encontrado que participan en el proceso de
activacion de queratinocitos, se encuentran la IL-6, IL-1B y el factor de necrosis
tumoral alfa, lo cual facilita la respuesta autoinmune de proteinas y la precipitacion
de anticuerpos, asi como de la reaccidn hiperinmune mediada por células (12).

1.2.5. Manifestaciones Clinicas

Los sintomas asociados a QUP dependen del grado de afectacion y de si hay
escleritis asociada. La mayoria de los pacientes presentan dolor ocular, epifora,
inyeccion conjuntival y disminucion de la agudeza visual. Algunas caracteristicas
asociadas que pueden estar presentes incluyen escleritis, perforacion, infeccion
secundaria, uveitis, hipopion e incremento de la presion intraocular (16). Durante el
curso de la AR se puede presentar QUP antes de las manifestaciones articulares o
durante las mismas, sin embargo, tiene mayor predominio en pacientes con AR de
larga evolucion y se asocia a factores de mal prondstico (AR erosiva, titulos altos

de anticuerpos, nodular) (14).

1.3. TNFSF4

Las enfermedades autoinmunes (EA) se caracterizan por una heterogeneidad
genética y comparten algunos genes de susceptibilidad, sin embargo, es la

combinacion de las variantes genéticas en las diferentes EA lo que confiere



susceptibilidad o proteccién (17). Los miembros de las superfamilias del factor de
necrosis tumoral juegan un rol importante en diversas enfermedades autoinmunes,
incluyendo la AR. El incremento en la expresion de superficie celular de estos
miembros se ha observado en linfocitos autorreactivos y otras células competentes
en pacientes con AR (18). El miembro 4 de la superfamilia de ligandos del factor de
necrosis tumoral (TNFSF4) se localiza en la region cromosomica 1925 (19). Es un
locus de susceptibilidad clasico en LES, sin embargo, su rol en la AR no esta bien
dilucidado (17). Este miembro codifica OX40L o CD252, proteinas unidas a
membrana que se expresan en la superficie de las células presentadoras de
antigeno, cuyo receptor esta expresado en células CD4+ y CD8+. El OX40 y su
ligando OX40L, como ya se comentaba, son ampliamente expresados y regulados
en muchos tipos celulares, incluyendo células T, natural killer, células B y células
dendriticas; estas moléculas son proinflamatorias y se ha demostrado que juegan
un rol en el desarrollo de multiples enfermedades como colitis, asma, diabetes,
esclerosis multiple, AR, etc. en modelos murinos (20). La interaccion entre OX40 y
su ligando se ha relacionado con varias funciones regulatorias asociadas con la
activacion, proliferacion y supervivencia de células T, asi como con la produccién
de citoquinas, generacion de células de memoria y la presencia de autoanticuerpos.
Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), refiriéndose a que un solo
nucleétido es reemplazado por otro, se han asociado fuertemente a la
susceptibilidad de algunas enfermedades, ya que se altera la expresion o funcién
de los genes. Se han encontrado al menos una docena de SNP en TNFSF4, siendo
identificados como locus de susceptibilidad para algunas enfermedades como las
autoinmunes, cancer, enfermedad arterial coronaria y alergias (17,19). Hasta ahora
ha sido evaluada la asociacion entre TNFSF4 y sus variantes (rs1234315C/T,
rs2205960G/T, rs704840T/G) con la susceptibilidad para AR (17), sin embargo, su

asociacion con QUP no ha sido descrita.



2. Justificacion
Dado que la AR es el trastorno reumatolégico autoinmune, crénico, mas frecuente,

el cual puede presentar una amplia gama de alteraciones a nivel articular y
extraarticular, que se encuentra mayormente asociado a QUP; considerando que
en el caso de no ser atendidas, ambas alteraciones pueden conducir a
discapacidad, disminucién de la productividad y aumento en costos, repercutiendo
tanto en la economia familiar como en la social, provocando un aumento en la
morbimortalidad, por lo que es importante conocer marcadores genéticos
tempranos que se asocien a susceptibilidad para presentar QUP en pacientes con
AR, para identificar la poblacion de riesgo y seleccionar el tratamiento mas

adecuado de manera oportuna, disminuyendo la morbimortalidad.

3. Pregunta de Investigacion
¢ La variante rs704840 presente en TNFSF4 esta relacionada con QUP en pacientes

con AR?

4. Hipétesis
La presencia de la variante genética rs704840 localizada en TNFSF4 esta

relacionada con QUP en pacientes con AR.

5. Objetivos
5.1. Objetivo primario

Determinar si la variante rs704840 del gen TNFSF4 esta relacionada con QUP en

pacientes con AR.

5.2. Objetivos secundarios
e Determinar la frecuencia alélica y genotipica de la variante de polimorfismo
rs704840 del gen TNFSF4 en controles, en pacientes con QUP y AR.



e Determinar si la variante rs704840 de TNFSF4 estan asociadas con

susceptibilidad y gravedad para el desarrollo de QUP en pacientes con AR.

6. Metodologia
6.1. Diseio de la investigaciéon

Observacional, transversal, retrospectivo, analitico.

6.2. Tipo de estudio
Casos y controles.

6.3. Ubicacién temporal y espacial
Servicio de Reumatologia y Laboratorio Provisional de Investigacion del Hospital
Juarez de México; de noviembre del 2022 a julio del 2023.

6.4. Poblacion

Criterios de inclusion:

e Sexo femenino

e Mayores de 18 afos.

e Mestizos mexicanos.

e Diagnostico de Artritis Reumatoide de acuerdo con los criterios de
clasificacion ACR/EULAR 2010.

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

e Consentimiento informado firmado.

Criterios de exclusion:

e Coexistencia de otra enfermedad autoinmune (sindrome de sobreposicién).



Criterios de eliminacion:

e Revocacion del consentimiento.

e Muestra inadecuada.

6.5. Definicion de variables

Variable Tipo Unidad Definicion Definicion

de conceptual operativa

medida
Dependiente
Queratitis Cualitativa | Presente | Condicién Condicion
ulcerativa dicotomica | o ausente | inflamatoria, que | inflamatoria, que
periférica nominal condiciona el | condiciona el

adelgazamiento

periférico, del
estroma corneal,
caracterizado por

aparicion de dolor

ocular, epifora,
inyeccion
conjuntival y

disminucién de la
agudeza visual

(10,11,15).

adelgazamiento

periférico, del
estroma corneal,
caracterizado por

aparicion de dolor

ocular, epifora,
inyeccion
conjuntival y

disminucién de la
agudeza visual

(10,11,15).




Artritis Cualitativa | Presente | Enfermedad enfermedad
Reumatoide dicotdmica | o ausente | cronica, crénica, tipo
nominal autoinmune  que | autoinmune  que

afecta de forma |afecta de forma
inicial las | inicial las
articulaciones, articulaciones, se
caracterizada por | caracteriza por la
la inflamacién | inflamacion
progresiva y | progresiva y
simétrica de las |simétrica de las
mismas, lo que | mismas, lo que
conduce a | conduce a
destruccion del | destruccion del
cartilago y | cartilago y
discapacidad. Asi | discapacidad. Asi
mismo puede | mismo puede
involucrar organos | involucrar érganos
extraarticulares extraarticulares

Independiente

Genotipo Cualitativa | Presente | Gen localizado en | Gen localizado en

TNFSF4 dicotomica | o ausente | la region del | la region del

(s704840 nominal cromosoma 1925 | cromosoma 1q25
humano, codifica | humano, codifica

una proteina unida
a membrana en la
superficie de
células
inmunitarias,

principalmente

una proteina unida
a membrana en la
superficie de
células
inmunitarias,

principalmente




células
presentadoras de
antigeno, asi como
en ceélulas del
endotelio vascular
(19, 20).

células
presentadoras de
antigeno, asi como
en ceélulas del
endotelio vascular
(19, 20).

6.6. Calculo del tamano de la muestra

De acuerdo con el programa WinEpi, que evalua el tamafio de la muestra tomando

en cuenta la prevalencia de la enfermedad, asumiendo distribucién binomial con un

tamano de la poblacién desconocido, se calculé una muestra con 63 individuos con

AR con y sin QUP, 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%. Sin embargo, debido a que la QUP es poco frecuente en nuestra

poblacion se aceptaron a todos aquellos pacientes durante el periodo de noviembre

del 2022 a julio del 2023, siempre y cuando se cumplieran con los criterios de

inclusion y los pacientes aceptaran participar en el estudio mediante su firma en la

carta de consentimiento informado.

6.7. Descripcién operativa
6.7.1. Deteccidon de pacientes

Se detectaron a los pacientes de acuerdo con los criterios de seleccién, en los

servicios de reumatologia y oftalmologia del Hospital Juarez de México. Se invitd a

los pacientes a participar en el protocolo de investigacidon; en caso de aceptar se

procedid a la firma del consentimiento informado.

6.7.2. Revision de expedientes

Se realizo revisidn de expedientes para la caracterizacion clinica de los pacientes.

10




6.7.3. Toma de muestras
Se tomo una muestra de sangre periférica de 5 ml, en tubos vacutainer con EDTA

como anticoagulante.

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

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

4. Nuevamente, se centrifugd la muestra obtenida de la mezcla, durante 5 minutos

a 3500 r.p.m.

Se decanto el sobrenadante.

Se agregaron 3 ml de buffer de lisis de células, mas proteinasa K (30 microlitros)

Se incubo la muestra con la mezcla de reactivos durante 1h/60 °C

® N o o

Se agrego NaCl (500 ul) a la mezcla de reaccién, posteriormente se centrifugd 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 agrego buffer de elusion de ADN (200 microlitros), se cuantifico

el ADN y se hicieron diluciones a 5 ng/microlitro

6.7.5. Genotipificacion de TNFSF4

El genotipo del polimorfismo de un solo nucleétido 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 SNP. 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.
11



» De cada paciente se emplearon 5 microlitros de reaccion (cada microlitro contiene

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

 Posteriormente, 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 a 95°C

y 1 minuto a 60°C.
* Después de 2 horas, los resultados fueron visualizados en la pantalla del equipo.

* Finalmente, se realiz6 la discriminacion alélica para rs704840 del gen TNFSF4.

7. Analisis e interpretacion de resultados
El analisis estadistico descriptivo se realiz6 con el software IBM SPSS version 21 y

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 QUP. El genotipo se
cuantificd por conteo directo. La prueba estadistica empleada fue Chi-cuadrado (x?).
El valor de OR, IC 95% y el valor de p se obtuvo con el programa FINETTI, el cual
ademas evaluo el equilibrio de Hardy-Weinberg entre el genotipo del SNP,
rs704840, de TNFSF4.

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

Investigacion.
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9. Consideraciones éticas
La presente tesis de investigacion se realizé 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 publicoé en el Diario Oficial de la Federacion del 16 de noviembre
2011. El estudio se apeg0 a los principios de la asamblea médica mundial para la
investigacion en seres humanos establecidos en la declaracion de Helsinki. Se
presento 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 HIM. El personal que tomé las muestras sanguineas esta
altamente capacitado para hacerlo. Para esto, el profesional de la salud porté bata,
cubre bocas, y guantes. Las agujas vacutainer y jeringas fueron desechados en
contenedor rojo conforme a la NOMO87. Los procedimientos experimentales
(extraccion de DNA y RT-PCR) fueron llevados a cabo en el laboratorio provisional
asignado a la Divisién de Investigacion, el personal operativo usé equipo de
proteccion personal, como lo es bata, guantes cubre boca. Todos los
procedimientos fueron llevados a cabo bajo un gabinete de bioseguridad clase II.
Las mesas y superficies donde se llevo a cabo la extraccidon 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 biologico (RPBI) de acuerdo con la NOM-087-

ECOL-SSA1-2002 en contenedores rigidos o bolsas rojas.

11. Resultados
En este estudio se captd un total de 29 pacientes, de los cuales 17 tenian AR, 9 tenian

AR con QUP y 3 QUP sin enfermedad autoinmune. De acuerdo con el calculo del

tamafo de muestra esta fue de 63 pacientes, sin embargo, debido a que la QUP es
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poco frecuente y aun mas la AR con QUP, decidimos incluir a todos aquellos pacientes
que llegaran al servicio de reumatologia y oftalmologia que cumplieran con los criterios
de inclusion durante el periodo de noviembre del 2022 a julio del 2023, todos los
pacientes aceptaron su participacién en el estudio mediante su firma en la carta de
consentimiento informado. La descripcidon de los tres grupos evaluados se menciona
a continuacion: En el primer grupo se incluyeron 9 mujeres mexicanas, mestizas,
mayores de 18 afios que presentaban AR con QUP; el segundo grupo utilizado como
control fueron pacientes con AR solamente (n=17) y el tercer grupo consistié en 3
pacientes que presentaban QUP sin enfermedad autoinmune.

Las variables cuantitativas, edad, tiempo de evolucion y tiempo de diagnéstico (las
cuales fueron expresadas en anos), presentaron una distribucion libre: en pacientes
con AR con QUP la mediana y rango intercuartilico (RIQ) de la edad fue de 56 afos
(54-66), del tiempo de evolucion de la enfermedad fue de 12.7 afios (2.45-23.95) y del
tiempo de diagndstico fue de 5.47 afios (0.6-18.45); en los pacientes con AR sin QUP
fue de 52 afos (48-58), 12.2 afios (2.2-24.2) y 4.2 aiios (0.58-16.2) respectivamente;
en los pacientes con QUP sola (sin enfermedad autoinmune) la mediana de edad y

rango intercuartilico fue de 67 afos (63-70).

Los antecedentes demograficos, personales patoldgicos, caracteristicas clinicas y
tratamiento se describen en las tablas 1-4. Lugar de origen: Ciudad de México 10
(34.4%), Estado de México 4 (13.7%), Guanajuato 1 (3.4%), Guerrero 2 (6.8%),
Hidalgo 3 (10.3%), Morelos 1 (3.4%), Oaxaca 2 (6.8%), Puebla 1 (3.4%), San Luis
Potosi 1 (3.4%), Zacatecas 1 (3.4%). Antecedentes personales patoldgicos:
tabaquismo: positivo 7 (24.1%), negativo 19 (65.5%); comorbilidades: diabetes tipo II:
7 (24.1%), hipertension arterial sistémica 9 (31.0%), infarto agudo al miocardio 0 (0%),
hipotiroidismo 1 (3.4%), cancer 2 (6.8%). Caracteristicas clinicas: factor reumatoide:
negativo 6 (20.6%), positivo bajo 5 (17.2%), positivo alto 15 (51.9%), no especificado
0 (0%); anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado: negativo 10 (34.4%), positivo bajo
3 (10.3%), positivo alto 14 (48.2%), no especificado 0 (0%); estado nutricional: bajo
peso 2 (6.8%), normal 9 (31%), sobrepeso 10 (34.4%), obesidad grado I: 4
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(13.7%),0besidad grado II: 1 (3.4%); nddulos reumatoides presentes 3 (10.3%),
ausentes 23 (79.3%); DAS28-PCR: remision 13 (44.8%), actividad leve 4 (13.7%),
actividad moderada 7 (24.1%), actividad alta 2 (6.8%); DAS28-VSG: remision 8
(27.2%), actividad leve 6 (20.6%), actividad moderada 5 (17.2%), actividad alta 7
(24.1%). Tratamiento actual: metotrexato 22 (75.8%), hidroxicloroquina 1 (3.4%),
leflunomida 5 (17.2%), sulfasalazina 10 (34.4%), biologicos 5 (17.2%); tratamiento sin
FARME 1 (3.4%); con uso de glucocorticoides 10 (34.4%), sin uso de glucocorticoides
16 (55.1%).

Respecto a los analisis genéticos, se obtuvo una muestra de sangre total de cada
uno de los participantes de los tres grupos evaluados en este estudio. Se realizo la
extraccion del DNA y se procedi6 a la realizacién del RT-PCR con sondas Tagman
(ver técnica en material y métodos), los resultados de los tres grupos se presentan
en la tabla 5. Nuestros resultados muestran que la variante rs704840 del gen
TNFSF4 no es un factor de riesgo para el desarrollo de queratitis ulcerativa
periférica o queratitis ulcerativa periférica en pacientes con artritis reumatoide, ya
que el valor de p fue mayor a 0.05 en todos los grupos estudiados.
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Tabla 1. Antecedentes demograficos de los pacientes

Con QUP Sin QUP QUP sin AR Total
n=9 n=17 n=3 n=29

Lugar de origen
Ciudad de México 2 (6.8%) 8 (27.5%) 10 (34.4%)
Estado de México 0 (0%) 4 (13.7%) 4 (13.7%)
Guanajuato 1(3.4%) 0 (0%) 1(3.4%)
Guerrero 1(3.4%) 1(3.4%) 2 (6.8%)
Hidalgo 1(3.4%) 2 (6.8%) 3 (10.3%)
Morelos 1(3.4%) 0 (0%) 1(3.4%)
Oaxaca 1(3.4%) 1(3.4%) 2 (6.8%)
Puebla 0 (0%) 1(3.4%) 1(3.4%)
San Luis Potosi 1(3.4%) 0 (0%) 1(3.4%)
Zacatecas 1(3.4%) 0 (0%) 1(3.4%)

AR: Artritis reumatoide, QUP: Queratitis ulcerativa periférica.
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Tabla 2. Antecedentes personales patolégicos de los pacientes

Con QUP Sin QUP QUP sin AR Total
n=9 n=17 n=3 n=29
Tabaquismo
Positivo 0 (0%) 7 (24.1%) 7 (24.1%)
Negativo 9 (31.0%) 10 (34.4%) 19 (65.5%)
Comorbilidades
Diabetes tipo Il 3 (10.3%) 4 (13.7%) 7 (24.1%)
Hipertension 4 (13.7%) 5(17.2%) 9 (31.0%)
Arterial Sistémica
Infarto Agudo al| 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Miocardio
Hipotiroidismo 1(3.4%) 0 (0%) 1(3.4%)
Cancer 0 (0%) 2 (6.89%) 2 (6.8%)
AR: Artritis reumatoide, QUP: Queratitis ulcerativa periférica.
Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes
Con QUP Sin QUP QUP sin AR Total
n=9 n=17 n=3 n=29

Factor reumatoide
Negativo 4 (13.7%) | 2 (6.8%) 6 (20.6%)
Positivo bajo 2 (6.8%) 3(10.3%) 5(17.2%)
Positivo alto 3(10.3%) | 12 (41.3%) 15 (51.9%)
No especificado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Anti-CCP
Negativo 7(24.1%) | 3 (10.3%) 10(34.4%)
Positivo bajo 0 (0%) 1(3.4%) 3 (10.3%)
Positivo alto 2 (6.8%) 12 (41.3%) 14 (48.2%)
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No especificado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Estado nutricional (IMC)

Bajo peso (<18.5) 1(3.4%) |1(3.4%) 2 (6.8%)
Normal (18.6-24.9) 3 (10.3%) | 6 (20.6%) 9 (31.0%)
Sobrepeso (25-29.9) 3(10.3%) |7 (24.1%) 10 (34.4%)
Obesidad grado | 2 (6.8%) |2(6.8%) 4 (13.7%)
(30-34.9)

Obesidad grado Il (>35) 0 (0%) 1(3.4%) 1(3.4%)
Nédulos reumatoides

Presentes 2 (6.8%) | 1(3.4%) 3 (10.3%)
Ausentes 7 (24.1%) | 16 (55.1%) 23 (79.3%)
DAS-28 PCR

Remision 5(17.2%) | 8 (27.5%) 13 (44.8%)
Actividad leve 2(6.8%) |2(6.8%) 4 (13.7%)
Actividad moderada 1(3.4%) 6 (20.6%) 7 (24.1%)
Actividad alta 1(3.4%) |1(3.4%) 2 (6.8%)
DAS-28 VSG

Remision 3(10.3%) |5(17.2%) 8 (27.2%)
Actividad leve 2 (6.8%) 4 (13.7%) 6 (20.6%)
Actividad moderada 2 (6.8%) 3 (10.3%) 5(17.2%)
Actividad alta 2 (6.8%) 5(17.2%) 7 (24.1%)

Anti-CCP: Anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado, AR: Artritis reumatoide, DAS-

28: Disease Activity Score, remision <2.6, actividad leve 2.6-3.2, moderada 3.2-5.1,

alta>5.1; IMC: indice de masa corporal; Positivo bajo: menos de tres veces su limite

superior normal, Positivo alto: mas de tres veces su limite superior normal; QUP:

Queratitis ulcerativa periférica.
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Tabla 4. Tratamiento actual de los pacientes

Con QUP
n=9

Sin QUP
n=17

QUP sin AR
n=3

Total
n=26

Tratamiento con FARME

Metotrexato 8 (27.2%) 14 (48.2%) 22 (75.8%)
Hidroxicloroquina 0 (0%) 1(3.4%) 1 (3.4%)
Leflunomida 2 (6.8%) 3 (10.3%) 5(17.2%)
Sulfasalazina 4 (13.7%) 6 (20.6%) 10 (34.4%)
Biologicos 1(3.4%) 4 (13.7%) 5(17.2%)
Tratamiento sin 1(3.4%) 0 (0%) 1(3.4%)
FARME

Uso de glucocorticoide

Si 6 (10.3%) 4 (13.7%) 10 (34.4%)
No 3 (10.3%) 14 (48.2%) 16 (55.1%)

AR: Artritis reumatoide, FARME: Farmaco antirreumatico modificador de la

enfermedad, QUP: Queratitis ulcerativa periférica.
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Tabla 5. Frecuencias genotipicas, alélicas y analisis de asociacion del SNP
rs704840 T/G del gen TNFSF4 entre pacientes con artritis, queratitis ulcerativa

periférica y artritis+queratitis ulcerativa periférica

Modelo codominante

0,
Grupo (n) 11 n(%) 12 n(%) 22 n(%) OR (95% CI) P
TT TG GG
AR (17) 7 (41.2) 6 (35.3) 4 (23.5)
AR+QUP (9) 2 (22.2) 5 (55.6) 2 (22.2) 292 (0.41-20.9)| 0.55
QUP (3) 1(33.3) 1 (33.3) 1(33.3) 0.17 (0.06 —22.9) | 0.94
I\4Iodelo aIeI|c20 OR (95% Cl) p
T G
AR (17) 20 (59) 14 (41)
AR+QUP (9) 9 (50) 9 (50) 142 (0.45-450) | 0.54
QUP (3) 3 (50) 3 (50) 142 (0.25-8.13) | 0.68

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+QUP: Artritis reumatoide + Queratitis ulcerativa periférica; QUP: Queratitis

ulcerativa periférica.

12. Discusion
La AR es una enfermedad cronica, tipo autoinmune, con una amplia gama de

manifestaciones tanto articulares como extraarticulares (1,5,6,7,8). La QUP, es una
afectacion extraarticular grave de la AR, traducida en inflamacion corneal, que tiene
el potencial de provocar ceguera irreversible (10,11,15). El origen de la AR y de la
QUP aun es desconocido, sin embargo, se ha demostrado que los factores
genéticos participan en su desarrollo, varios genes han sido propuestos como genes
candidatos para estas dos enfermedades, uno de ellos es el gen TNFSF4 el cual
codifica proteinas unidas a membrana que se expresan en la superficie de las
células presentadoras de antigeno (OX40L o CD252), cuyo receptor esta expresado
en células CD4+y CD8+. El OX40 y su ligando OX40L, son expresados y regulados
en células T, natural killer, células B y células dendriticas (20). La interaccion entre
OX40 y su ligando se ha relacionado con varias funciones regulatorias asociadas
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con la activacion, proliferacion y supervivencia de células T, asi como con la
produccion de citoquinas, generacion de células de memoria y la presencia de
autoanticuerpos en AR (17).

Las variantes de TNFSF4, rs1234315, rs2205960 y rs704840 han sido estudiadas
en pacientes mexicanos con AR, comprobado su asociacion con la enfermedad; de
igual forma se han estudiado en pacientes mexicanos con sindrome de Sjogren sin
encontrarse asociacion (17). Sin embargo, la asociacion entre TNFSF4 y el
desarrollo de QUP tanto en pacientes con AR como en pacientes sin enfermedad
autoinmune no ha sido descrita, por lo que nos interesamos en evaluar la variante
rs704840T/G en pacientes con QUP. Los resultados obtenidos de la evaluacion del
SNP rs704840, no se asociaron con susceptibilidad ni gravedad para desarrollar
QUP en mujeres, mexicanas, mestizas con AR, ni se encontrdé asociacion en

pacientes con QUP sin enfermedad autoinmune asociada.

Nuestro estudio es el primero en evaluar la variante rs704840 del gen TNFSF4 en
la QUP, lo cual nos ayudara a conocer los factores genéticos asociados a la
aparicion de la enfermedad, en este caso y de acuerdo a nuestro estudio, la variante
rs704840T/G no es un factor de riesgo para el desarrollo de la QUP, sin embargo,
hay que sefialar que el tamano de muestra del estudio es muy bajo, lo que podria
influir en la ausencia de asociacion. En estudios posteriores, debera aumentarse el
tamano de muestra para encontrar la verdadera asociacién de la variante rs704840
con AR con QUP y QUP sola.

13. Conclusion
e EI SNP rs704840, localizado en TNFSF4 no es un factor de riesgo para el

desarrollo de QUP en pacientes con AR, ni para el desarrollo de QUP sin

enfermedad autoinmune asociada, en mujeres mexicanas.
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9)

e EISNP rs704840 no se asocio con gravedad en pacientes con AR con QUP,

ni con QUP sin enfermedad autoinmune asociada, en mujeres mexicanas.
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