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1. Introduccién
1.1. Artritis reumatoide
1.1.1. Definicién

Es un trastorno autoinmune sistémico y cronico que cursa principalmente con
artralgias y artritis asociadas a manifestaciones extra-articulares, caracterizado por la
presencia de autoanticuerpos contra inmunoglobulina G, como factor reumatoide (FR)
y proteinas citrulinadas (anticuerpos anti-proteina citrulinada). Es una de las

enfermedades inflamatorias crénicas mas prevalentes. (1)
1.1.2. Epidemiologia

En el analisis sistematico del estudio Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk
Factors (GBD) de 2017 que incluy6 datos de 194 paises, se estimd una prevalencia
puntual estandarizada para artritis reumatoide (AR) por edad de 246.6 por 100,000
(IC 95%, 222.4 a 270.8) y una tasa de incidencia anual de 14.9 (IC 95%, 13.3 a 16.4).
(2) Un metaandlisis basado en datos de 67 estudios poblacionales estimé una
prevalencia global del 0.46% (IC del 95%: 0.39-0.54; 12 = 99.9%) y una prevalencia
puntual de 0.45% (IC del 95%: 0.38-0.53%) entre 1986 y 2014. (3)

En Espafia, el estudio EPISER 2016 estimo una prevalencia del 0.82% (IC del 95%:
0.59-1.15). (4) En Italia se ha reportado una prevalencia del 0.48% (IC del 85%: 0.38-
0.44) e incidencia anual de 48 (95% CI140-57) y 20 (95% CI 10-30) por 100,000 sujetos
para mujeres y hombres, respectivamente. (5) En EE.UU., se reportd una prevalencia
de 0.6-1% con una incidencia anual total ajustada por edad y género en el periodo
2005-2014 de 41 por 100,000 habitantes (incidencia ajustada por edad: 53 por
100,000 habitantes en mujeres y 29 por 100,000 habitantes en hombres). (6) Un
estudio transversal de base comunitaria realizado en 5 regiones de México reporto
una prevalencia general de 1.6% (IC 95% 1.4-1.8), siendo Yucatan la region mas
afectada con una prevalencia del 2.8% (IC 95% 2.3-3.3) y la menor prevalencia
reportada en Nuevo Ledn con 0.7% (IC 95% 0.5-1.0). (7) Factores como la ubicacion
geografica, la evaluacion de sesgo de riesgo de los estudios y el tamafio de la muestra

explica la heterogeneidad de los estudios de prevalencia. (3)



1.2. Escleritis
1.2.1. Definicién

La esclera es la capa exterior protectora del ojo localizada entre el tracto uveal y la
epiesclera vascular que brinda soporte durante las variaciones en la presion ocular
interna y sirve como ancla para los musculos extra-oculares. (8,9) El término escleritis
engloba un grupo heterogéneo de trastornos inflamatorios de la esclera, caracterizado
por la aparicién insidiosa de enrojecimiento ocular, dolor y sensibilidad que a menudo
involucra estructuras adyacentes como la epiesclera, cornea y Uvea. Es una patologia
heterogénea, tanto en presentacion clinica como en etiopatogenia, que puede ser
idiopatica o estar asociada a infeccion (local o sistémica), enfermedades autoinmunes
o malignidad. (10,11)

1.2.2. Epidemiologia

La prevalencia de escleritis reportada es de 6 por 100,000 habitantes en la poblacion
general, con una incidencia de 3.4-4.1 por 100,000 personas/afio, mas frecuente en
mujeres (el doble que en hombres), puede ocurrir a cualquier edad, pero se observa
principalmente entre los 30-50 afios. Es bilateral en el 40-50% de los casos.
Aproximadamente el 10% de los pacientes sufren pérdida de la vision y el riesgo
aumenta en presencia de enfermedad sistémica grave sin tratamiento adecuado y
oportuno. (8,12-14) El 5-10% del total de casos de escleritis son secundarios a
infecciones como sifilis, virus del herpes simple, virus de la varicela zoster, entre otros;
aproximadamente el 40% tiene una enfermedad reumatica asociaday el 50% restante

se describe como idiopético o asociado a malignidad. (10)
1.2.3. Inmunologia de ojo

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 la microbiota
normal. La compleja combinacion de mecanismos locales y sistémicos que implica la
respuesta inmune innata y adaptativa se conoce como privilegio inmunolégico ocular,
el cual es capaz de limitar las respuestas inmunitarias e inflamatorias locales y
preservar la vision. Estos elementos constituyen capas sucesivas de defensa: 1- la

proteccion de la superficie externa mantenida por la pelicula lagrimal, mucinas y



sustancias antibacterianas producidas por células inmunitarias y estructurales de la
superficie ocular, 2- la barrera hemato-retiniana (BHR) que separa el compartimento
interno del externo y evita el libre trafico de células y moléculas grandes, 3- un
microambiente ocular inmuno-inhibidor que actia a través de mediadores solubles
(como citocinas y neuropéptidos: TGF-B, a-MSH, VIP, CGRP, FasL soluble) y
moléculas unidas a células (FasL, TSP1, PD-L1) y 4- mecanismos reguladores
sistémicos iniciados localmente, como la desviacion inmune asociada a la camara
anterior (ACAID, por sus siglas en inglés, anterior chamber associated immune
deviation). En caso de activacion aberrante, estos mecanismos de defensa pueden
actuar como aceleradores de la inflamacion en el ojo e inducir autoinmunidad con la

subsecuente destruccion de los tejidos oculares. (15-17)
1.2.4. Clasificacion

En 1976 Watson y Hayreh propusieron la clasificacion de escleritis que aun es
utilizada; diferencia la escleritis anterior de la posterior con base en la localizacion del
dafo inflamatorio, si se presenta por delante o detras de la insercion de los masculos

rectos extra-oculares. (8,13)

La escleritis anterior es la forma mas frecuente, representa hasta el 90% del total de
casos de escleritis. Se presenta con dolor ocular y enrojecimiento difuso o focal de
predominio nocturno, exacerbado con los movimientos oculares y con pobre
respuesta a terapia analgésica. De acuerdo con el dafio de los tejidos puede ser
necrosante (5%) y no necrosante y de acuerdo con la distribucion del dafio puede ser
difusa (edema escleral que ocupa uno o mas cuadrantes de la esclera anterior) o
nodular (areas de engrosamiento escleral sensible y doloroso). Las complicaciones
oculares de la escleritis anterior son: uveitis activa asociada, queratitis ulcerosa
periférica, queratitis estromal aguda, queratitis esclerosante, cataratas, astigmatismo,
glaucoma y perforacion del globo ocular; todas podrian conducir a pérdida de vision.
(12-14,18)

1.3. Artritis reumatoide y escleritis

La inflamacion ocular es una manifestacion extra-articular de AR que suele ocurrir en

pacientes con enfermedad de larga evolucién, y en ocasiones, son la primera



manifestacion de la enfermedad. Pueden afectar tanto el segmento anterior (0jo seco,
queratitis ulcerativa periférica, epiescleritis y escleritis anterior) como el posterior
(escleritis posterior y vasculitis retiniana), siendo el segmento anterior el mas

frecuentemente afectado. (12,14)

Aproximadamente del 36-44% de los pacientes con escleritis tienen una enfermedad
autoinmune sistémica asociada, y de estos un 9.9% tienen AR. La escleritis ocurre en
el 1 - 6% de los pacientes con AR y hasta en el 14% de los pacientes con vasculitis
reumatoide. (12,14) En casi el 90% de los casos el diagnéstico de AR precede al inicio
de la escleritis. En aproximadamente el 5% de los casos de escleritis se integra el
diagnostico de AR en la evaluacion inicial. La presencia de escleritis se asocia con
progresion hacia vasculitis sistémica reumatoide y un incremento en la mortalidad
(especialmente en su forma necrosante). La escleritis asociada con AR es mas
frecuentemente necrosante, asociada con queratitis ulcerativa periférica y
disminucién de la visibn en comparacion con los pacientes con escleritis idiopatica.
(8,13)

1.4. TNFAIP3

El gen que codifica para la proteina 3 inducida por TNF-a (TNFAIP3) conocida
también como A20, produce una enzima de edicion de ubiquitina; una proteina anti-
inflamatoria con un rol importante en la respuesta inmunitaria y muerte celular. El gen
de TNFAIP3 esta localizado en la region 6923y ejerce sus acciones desubiquitinando
moléculas de la via de sefalizacion de NF-kB (factor de transcripcion que regula la
expresion de varios genes pro-inflamatorios); se ha demostrado que puede restringir
la supervivencia de células B e inhibir la activacion de NF-kB en varias vias de
sefalizacion, como las del TNF y de receptores tipo Toll. (19-21) La enzima A20
regula la activacion de la apoptosis evitando el desarrollo de autoinmunidad en células
dendriticas y células B, suprime la autoinflamacién en células mieloides innatas,
ademés de funciones novedosas recientemente descritas como el control de la

necroptosis y actividad del inflamosoma. (22,23)

Se ha observado la expresion de TNFAIP3 en varios tipos de células que
desempefan papeles importantes en la fisiopatologia de AR, como mastocitos,

sinoviocitos, linfocitos, fibroblastos y células musculares. (24) Aunque aun se
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desconocen las consecuencias directas de muchos polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs, del inglés single nucleotide polymorphisms) en TNFAIP3, nueva
informacion reconoce que algunos polimorfismos pueden alterar su funcion por
disminucién de sus niveles de expresion y podrian asociarse con susceptibilidad para
presentar enfermedades autoinmunes como AR, granulomatosis con poliangiitis,
policondritis recidivante, enfermedad inflamatoria intestinal, lupus eritematoso

sistémico, sarcoidosis, entre otras. (8,22,23)

1.5. Susceptibilidad genética en artritis reumatoide y escleritis

La evidencia de la influencia genética en la patogenia de AR ha sido ampliamente
descrita. Los factores genéticos tienen una influencia del 50-60%, con una asociacion
del HLA del 10-40% y el porcentaje restante correspondiente a genes no HLA, como
PTPN22, CTLA4, TNFAIP3, GIN1/C50rf30, STAT4, ANKRD55/IL6ST y BLK. (25-28)

Varios estudios han analizado la asociacion entre SNPs de TNFAIP3 vy la
susceptibilidad de presentar AR, algunos son: rs2230926, rs6920220 y rs10499194;
sin embargo, los resultados son contradictorios y reportan variaciones geograficas y

étnicas. (19)

Datos de un metaanalisis reportaron la asociacion entre los SNPs rs5029937 y
rs2230926 de TNFAIP3 y el riesgo de AR; la estratificacion étnica indico que el SNP
rs5029937 aumentd el riesgo de AR entre los caucéasicos y el SNP rs2230926
aumento el riesgo entre asiaticos y caucasicos. (20) Otro metaanalisis que incluy6 21
estudios de casos y controles respecto a la asociacién de tres SNPs de TNFAIP3,
encontré que los SNPs rs6920220 y rs5029937 aumentaron el riesgo de AR entre los
caucasicos y el SNP rs2230926 entre asiaticos. (29) En la poblacién japonesa se ha
reportado una asociacion significativa entre el SNP rs2230926 y un mayor riesgo de
AR. (30) Un estudio de asociacién genética en poblacién china reporté que en
pacientes con AR, los genotipos de los SNPs rs146534657 AG o0 rs2230926 TG se
asociaron con un prondstico desfavorable (VSG y PCR elevados, FR positivo a titulos
altos, alta actividad de la enfermedad por DAS28 y positividad de anti-CCP). (31) En
poblacién italiana, el alelo G de la variante rs2230926 resultd significativamente
asociado con la presencia de factor reumatoide y se observé asociacion significativa
del SNP rs6920220 con la susceptibilidad para AR. (21) En pacientes con AR del
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Reino Unido se report6 asociacion significativa con el SNP rs6920220. (24) Estudios
en la poblacién de Egipto reportaron una asociacion significativa entre el polimorfismo
rs2230926 y AR, factor reumatoide positivo, anti-CCP positivo y actividad severa de
la enfermedad acorde a DAS28. (32)

También se han reportado polimorfismos asociados con una disminucion del riesgo
de AR; un metaanalisis que incluyé 13 estudios de casos y controles indicé que los
polimorfismos rs10499194 y rs13207033 de TNFAIP3 se asociaron con disminucion

del riesgo de AR en poblaciones caucésicas. (33)

Un solo estudio ha investigado la asociacion de polimorfismos de genes relacionados
con TNF y escleritis, incluyd 556 pacientes con escleritis no infecciosa en una
poblacién china, de los cuales, 20 pacientes presentaban AR; no se observaron

correlaciones significativas entre los 28 SNP individuales y escleritis. (11)

No se han realizado estudios en pacientes con AR que evallen la asociacion de SNPs

de TNFAIP3 y manifestaciones extra-articulares.

2. Justificacion

La artritis reumatoide es la enfermedad reuméatica autoinmune sistémica cronica mas
frecuente, mas comun en mujeres en edad productiva y cursa con dafo
principalmente articular, presentando también manifestaciones extra-articulares como
enfermedades inflamatorias oculares, entre éstas, escleritis, la cual puede
evolucionar con un desenlace catastrofico ocular como pérdida irreversible de la
vision y dafio a otros 6rganos aumentando la morbimortalidad, en caso de no recibir

tratamiento oportuno.

El impacto negativo fisico y psicolégico en el paciente con artritis reumatoide, ademas
de la carga econdmica individual y social que generan las manifestaciones extra-
articulares oculares severas como la escleritis, determinan la necesidad de identificar
potenciales biomarcadores genéticos como los SNPs de TNFAIP3, como herramienta
de apoyo en la identificacion temprana de pacientes con AR y riesgo de desarrollar

escleritis para mejorar la decision terapéutica inicial y disminuir la morbimortalidad.



3. Pregunta de investigacion

¢Las variantes genéticas tipo polimorfismos de un solo nucleétido (rs6920220G/A,
rs10499194C/T y rs2330926G/T) localizadas en TNFAIP3 estan relacionadas con

escleritis anterior en pacientes con AR?
4. Hipo6tesis

La presencia de variantes genéticas tipo polimorfismos de un solo nucleétido
(rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2330926G/T) localizadas en TNFAIP3 estan
asociadas con la susceptibilidad y gravedad de desarrollar escleritis anterior en

pacientes con AR.
5. Objetivos
5.1. Objetivo primario

Determinar si los polimorfismos de un solo nucleotido rs6920220G/A, rs10499194C/T
y rs2330926G/T del gen TNFAIP3 estan relacionados con escleritis anterior en

pacientes con AR.
5.2. Objetivos secundarios

e Determinar la frecuencia de las variantes de polimorfismos rs6920220G/A,
rs10499194C/T y rs2330926G/T del gen TNFAIP3 en controles, en pacientes

con AR y en pacientes con escleritis anterior y AR.

e Determinar si las tres variantes de TNFAIP3 estan asociadas con
susceptibilidad y gravedad para desarrollar escleritis anterior en pacientes con
AR.

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. Abril-2021 a septiembre-2021.

6.4.

Definicion de la poblacion

Criterios de inclusion:

Ambos sexos
Mayores de 18 afios.
Mestizos mexicanos.

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.

Consentimiento informado firmado.

Criterios de exclusion:

Coexistencia de otra enfermedad autoinmune (sindrome de sobreposicion).

Criterios de eliminacion:

6.5.

Revocacion del consentimiento.

Muestra inadecuada.

Definicion de variables
Variable Tipo Unidad Definicion Definicion
de conceptual operativa
medida

Dependiente

Escleritis Cualitativa | Presente | Grupo Grupo
anterior dicotomica | o ausente | heterogéneo de | heterogéneo de
nominal trastornos trastornos

inflamatorios de la | inflamatorios de la




esclera,

caracterizado por
aparicién insidiosa
de enrojecimiento
ocular, dolor vy
sensibilidad  que
ocurre por delante

de la insercién de

esclera,

caracterizado por
aparicion insidiosa
de enrojecimiento
ocular, dolor vy
sensibilidad  que
ocurre por delante

de la insercion de

los musculos | los musculos
rectos extra- | rectos extra-
oculares. oculares.

Independiente

citoplasmatica que
inhibe la activacion
del NFKB vy la
apoptosis mediada

por el TNF-a.

Genotipos Cualitativa | Presente | Localizado en el | Localizado en el

TNFAIP3 dicotdmica | o ausente | brazo largo del | brazo largo del

($6920220G/A nominal cromosoma 6, | cromosoma 6,
expresion inducida | expresion inducida

rs10499194C/T por el TNF-a, |por el TNF-g,

1s2330926G/T codifica una | codifica una
proteina proteina

citoplasmatica que
inhibe la activacion
del NFKB vy la
apoptosis mediada

por el TNF-a.

6.6. Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de la informacion.
6.6.1. Célculo del tamafio de la muestra

De acuerdo con el programa WinEpi, que evalla el tamafio de la muestra tomando
en cuenta la prevalencia de la enfermedad, asumiendo distribucién binomial con un
tamafio de la poblacién desconocido, se selecciond una muestra con al menos 63

individuos con AR con y sin escleritis para calcular 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. Deteccién de pacientes

Se detectaron a los pacientes de acuerdo con los criterios de seleccion, en la clinica
de Artritis Reumatoide de la consulta externa de reumatologia. Se invité a los
pacientes a participar en el protocolo de investigacion; en caso de aceptar se procedio

con la firma del consentimiento informado.
Aplicacién de cuestionario

Se identificaron variables demograficas: edad, sexo, origen; antecedentes personales
patolégicos: tabaquismo y co-morbilidades como diabetes mellitus, hipertension
arterial sistémica, infarto de miocardio, hipotiroidismo, cancer; caracteristicas clinicas:
tiempo de evoluciéon y tiempo de diagndstico de la enfermedad, estado nutricional,
factor reumatoide, anti-péptido ciclico citrulinado, nédulos reumatoides, actividad de
la enfermedad por DAS28-VSG y PCR; tratamiento de la patologia de base: uso de
FARME actual (metotrexato, hidroxicloroquina, sulfasalazina, leflunomida, bioldgicos)

y glucocorticoides.
6.7.2. Revision de expedientes

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

periddica ocular del servicio de oftalmologia y reporte de escleritis anterior.
6.7.3. Toma de muestras

Se tomo 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 (acido etilendiaminotetracético)

fueron centrifugadas a 3000 r.p.m durante 10 minutos.

2. Se tomo la capa de leucocitos y se colocd en un tubo limpio de 15 ml para

iniciar el procedimiento de extraccion del ADN.

3. Se agrego6 a cada tubo de 15 ml, 6 ml de buffer de lavado.
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. Nuevamente, se centrifugd la muestra obtenida de la mezcla, durante 5

minutos a 3500 r.p.m.

. Se decant6 el sobrenadante.

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

. Se decant6 el sobrenadante y se colocé buffer y proteinasa K (30 microlitros)
a la muestra, posteriormente; se incubd la muestra con la mezcla de reactivos

durante 10 minutos a temperatura ambiente.

. Se agreg0 isopropanol (3 ml) a la mezcla de reaccion, posteriormente se

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

. Posteriormente se decant6 el sobrenadante y se agregaron 3 ml de alcohol

etilico al 70%, nuevamente se centrifugo a 3500 r.p.m. durante 5 minutos.

10.Se decanto el sobrenadante y se dejo secar el ADN a temperatura ambiente

por 5 minutos.

11.Finalmente, se agrego buffer de elusién de ADN (600 microlitros), se cuantifico

el ADN y se hicieron diluciones a 5 ng/microlitro.

12.El remanente de las muestras se desecho, de acuerdo con la NOM-087-ECOL-

SSA1-2002.9

6.7.5. Genotipificacion de TNFAIP3

Los genotipos de los SNPs rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2330926G/T del gen

TNFAIP3 fueron evaluados mediante la técnica 5’exonucleasa “TagMan”. El vial

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

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

fluoréforo, en una de ellas contiene a los fluoréforos 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 2 microlitros de reaccién (cada microlitro tuvo
5 ng de DNA nuclear).

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

11



e Posteriormente, cada pozo se le agregaron 5 microlitros de reaccion (cada 5
microlitros se le agrego lo siguiente: 2.5 microlitros de master mix 2X, 2.465 de

agua y 0.035 microlitros de sonda).

e Las placas fueron colocadas posteriormente en un equipo de PCR en tiempo
real (de BioRad) durante 45 ciclos, cada ciclo de PCR consisti¢ en 15 segundos

95°c y 1 minuto a 60°c.
e Después de 2 horas, los resultados se visualizaron en la pantalla del equipo.

e Finalmente, se realizo la discriminacion alélica para los SNPs rs6920220G/A,
rs10499194C/T y rs2330926G/T del gen TNFAIP3.

7. Anédlisis e interpretacion de resultados

El analisis estadistico descriptivo se realizo 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 realizO un
analisis de homogeneidad entre los grupos de AR con y sin escleritis anterior. Los
genotipos se cuantificaron 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 evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg entre genotipos de
los SNPs rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2330926G/T de TNFAIP3.

8. Recursos

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

de Investigacion en Enfermedades Metabdlicas y Endocrinas.

9. Aspectos éticos

La presente tesis de investigacion se realizd 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 federacién del 16 de noviembre 2011.

El estudio se apeg6 a los principios de la asamblea médica mundial para la
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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.

Esta investigacion se categorizd con un riesgo minimo debido a que se extrajo un
volumen de sangre de 12 mililitros por puncion venosa en adultos
hemodindmicamente estables en una ocasion. Este estudio requirié consentimiento

informado por escrito.

11. Resultados

Se incluyeron 45 pacientes mestizos mexicanos con AR, 45 controles (sin datos de
enfermedades autoinmunes) y 18 pacientes con escleritis anterior y AR consecutivos

de la consulta externa de reumatologia, que cumplieron con los criterios de seleccion.

Todas las variables cuantitativas: edad, tiempo de evolucion y tiempo de diagnostico,
presentaron distribucion libre; la mediana y rango intercuartilico correspondientes
fueron 54 (45.75-63.25), 11 (7.75-21) y 11 (7.00-16.75) afios.

La frecuencia y porcentaje de las variables cualitativas demograficas: género
femenino 52 (96.3%), masculino 2 (3.7%); lugar de nacimiento: Ciudad de México 33
(61.1%), Estado de México 4 (7.4%), Guanajuato 1 (1.9%), Guerrero 3 (5.6%), Hidalgo
2 (3.7%), Michoacan 1 (1.9%), Morelos 1 (1.9%), Oaxaca 3 (5.6%), Puebla 3 (5.6%),
Querétaro 1 (1.9%), Veracruz 2 (3.7%). Antecedentes personales patoldgicos:
tabaquismo: positivo 6 (11.1%), negativo 48 (88.9%); co-morbilidades: diabetes
mellitus 7 (13%), hipertension arterial sistémica 12 (22.2%), hipotiroidismo 10 (18.5%).
Caracteristicas clinicas: estado nutricional: bajo peso 2 (3.7%), normal 15 (27.8%),
sobrepeso 27 (50%), obesidad grado 1: 5 (9.3%) y obesidad grado 2: 5 (9.3%); factor
reumatoide: negativo 5 (9.3%), positivo a titulos bajos 8 (14.8%), positivo a titulos
altos 41 (75.9%); anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado: negativo 1 (1.9%),
positivo bajo 8 (14.8%), positivo alto 12 (22.2%), sin datos 33 (61.1%); nddulos
reumatoide 5 (9.3%); actividad de la enfermedad por DAS28-VSG: remision 4 (7.4%),
baja actividad 6 (11.1%), moderada actividad 34 (63%), alta actividad 10 (18.5%);
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actividad de la enfermedad por DAS28-PCR: remisidén 27 (50%), baja actividad 9
(16.7%), moderada actividad 18 (33.3%). Tratamiento actual: uso de FARME actual
41 (75.9%); metotrexato 23 (42.6%), hidroxicloroquina 9 (16.7%), sulfasalazina 17
(31.5%), leflunomida 17 (31.5%), biologicos 6 (11.1%); actualmente sin FARME 13
(24.1%); uso de glucocorticoides 19 (35.2%). (Tablas 1, 2)

Se realiz6 un andlisis de genotipos por escleritis en AR. De los SNPs analizados del

gen TNFAIP3 de pacientes con AR sin escleritis y con escleritis, ningln genotipo de

las tres variantes se asocio con riesgo de presentar escleritis. (Tablas 5,6)

Tabla N° 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes con AR.

Sin escleritis Con escleritis Total
n =45 n=9 n =54
Sexo
Mujer 45 (86.5%) 7 (13.5%) 52 (96.3%)
Hombre 0 (0) 2 (100%) 2 (3.7%)
Lugar de nacimiento
Ciudad de México 27 (50%) 6 (11.1%) 33 (61.1%)
Estado de México 4 (7.4%) 0 4 (7.4%)
Guanajuato 1 (1.9%) 0 1(1.9%)
Guerrero 3 (5.6%) 0 3 (5.6%)
Hidalgo 1 (1.9%) 1 (1.9%) 2 (3.7%)
Michoacéan 1(1.9%) 0 1(1.9%)
Morelos 1(1.9%) 0 1(1.9%)
Oaxaca 3 (5.6%) 0 3 (5.6%)
Puebla 2 (3.7%) 1 (1.9%) 3 (5.6%)
Querétaro 1(1.9%) 0 1 (1.9%)
Veracruz 1 (1.9%) 1 (1.9%) 2 (3.7%)

Tabla N° 2. Antecedentes personales patolégicos de los pacientes con AR.

Sin escleritis Con escleritis Total
n =45 n=9 n=>54

Tabaquismo

Si 5 (9.3%) 1(1.9%) 6 (11.1%)

No 40 (74%) 8 (14.8%) 48 (88.9%)
Co-morbilidades
Diabetes mellitus 6 (11.1%) 1(1.9%) 7 (13%)
Hipertension arterial 10 (18.5%) 2 (3.7%) 12 (22.2%)
Hipotiroidismo 9 (16.7%) 1 (1.9%) 10 (18.5%)

IAM: Infarto agudo de miocardio
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Tabla N° 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con AR.

Sin escleritis Con escleritis Total
n =45 n=9 n=>5

Estado nutricional

Bajo peso 2 (3.7%) 0 2 (3.7%)

Normal 12 (22.2%) 3 (5.6%) 15 (27.8%)

Sobrepeso 24 (44.4%) 3 (5.6%) 27 (50%)

Obesidad grado 1 4 (7.4%) 1(1.9%) 5 (9.3%)

Obesidad grado 2 3 (5.6%) 2 (3.7%) 5 (9.3%)
Factor reumatoide

Negativo 5 (9.3%) 0 5 (9.3%)

Positivo bajo 6 (11.1%) 2 (3.7%) 8 (14.8%)

Positivo alto 34 (63%) 7 (13%) 41 (75.9%)
Anti-CCP

Negativo 0 1 (1.9%) 1(1.9%)

Positivo bajo 3 (5.6%) 5 (9.3%) 8 (14.8%)

Positivo alto 9 (16.7%) 3 (5.6%) 12 (22.2%)
No6dulos reumatoides 5 (9.8%) 0 5 (9.8%)
Actividad de la enfermedad por DAS-28 PCR

Remisién 1(1.9%) 3 (5.6%) 4 (7.4%)

Baja actividad 5 (9.3%) 1(1.9%) 6 (11.1%)

Moderada actividad 29 (53.7%) 5 (9.3%) 34 (63%)

Alta actividad 10 (18.5%) 0 10 (18.5%)
Actividad de la enfermedad por DAS-28 VSG

Remisién 21 (38.9%) 6 (11.1%) 27 (50%)

Baja actividad 8 (14.8%) 1(1.9%) 9 (16.7%)

Moderada actividad 16 (29.6%) 2 (3.7%) 18 (33.3%)

Alta actividad 0 0 0

Anti-CCP: anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado. PCR: Proteina C reactiva. VSG: Velocidad de sedimentacidn globular.

Tabla N° 4. Tratamiento actual de los pacientes con AR.

Sin escleritis Con escleritis Total
n =45 n=9 n =54
FARME actual

Si 37 (68.5%) 4 (7.4%) 41 (75.9%)
Metotrexato 20 (37%) 3 (5.6%) 23 (42.6%)
Hidroxicloroquina 9 (16.7%) 0 9 (16.7%)
Sulfasalazina 16 (29.6%) 1(1.9%) 17 (31.5%)
Leflunomida 15 (27.8%) 2 (3.7%) 17 (31.5%)
Bioldgicos 2 (3.7%) 4 (7.4%) 6 (11.1%)
No 8 (14.85) 5 (9.3%) 13 (24.1%)
Glucocorticoides 13 (24.1%) 6 (11.1%) 19 (35.2%)

FARME: Farmacos anti-reumdticos modificadores de la enfermedad.
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Tabla N° 5. Genotipos y frecuencias de alelos de los polimorfismos
rs6920220G/A, rs10499194C/T, rs2330926G/T de TNFAIP3 y su asociacién con

susceptibilidad para desarrollar escleritis anterior en pacientes con AR.

AR con
Controles

escleritis
Genotipo rs n=45 % n=18 % OR IC p
rs10499194C/T
C/C 22 50.0 6 33.3
CIT 17 38.6 9 50.9 1.94 0.58-6.52 0.28
TIT 5 11.4 3 16.7
C 61 69.4 21 58.3
T 27 30.6 15 41.7 1.61 0.72-3.60 0.24
rs6920220G/A
G/G 40 88.8 16 88.8 - - -
G/A 5 11.2 2 11.2 1.00 0.17-5.69 1.000
A/A 0 0 0 0 - - -
G 85 94.4 34 94.4 - - -
A 5 5.6 2 5.6 1.00 0.18-5.40 1.000
rs2330926G/T
TIT 43 95.5 17 94.4 - - -
TIG 2 4.5 1 5.5 1.26 | 0.10-14.88 0.851
G/G 0 0 0 0 - - -
T 88 97.7 35 97.2 - - -
G 2 2.3 1 2.8 1.25 0.11-14.31 1.356

Tabla N° 6. Genotipos y frecuencias de alelos de

los polimorfismos
rs6920220G/A, rs10499194C/T, rs2330926G/T de TNFAIP3 y su asociacién con
gravedad para escleritis en pacientes con AR.

AR sin AR con

escleritis escleritis
Genotipo rs n=45 % n=18 % OR IC p
rs10499194C/T
C/C 21 46.6 6 33.3
CIT 19 42.4 9 50.0 1.66 0.50-5.53 0.41
TIT 5 11 3 16.7
C 61 67.8 21 58.3
T 29 32.3 15 41.7 1.50 0.68-3.33 0.32
rs6920220G/A
G/G 42 93.3 16 88.8 - - -
G/A 3 6.7 2 11.2 1.75 0.26-11.46 0.555
A/A 0 0 0 0 - - -
G 87 96.6 34 94.4 - - -
A 3 3.4 2 5.6 1.76 0.27-10.66 0.721
rs2330926G/T
T/T 39 86.6 17 94.4 - - -
T/IG 5 11.1 1 55 0.38 0.043-3.42 0.574
G/G 1 2.3 0 0 - - -
T 83 97.7 35 97.2 - - -
G 7 2.3 1 2.8 0.40 0.04-3.44 0.704
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12. Discusién

AR es una enfermedad autoinmune sistémica heterogénea con una discrepancia
significativa en el fenotipo, justificado en parte por las diferencias en la positividad de
autoanticuerpos, que podria diferenciar fenotipos basados en la severidad de
afectacion tanto articular como extra-articular. La escleritis es una patologia
inflamatoria ocular que en pacientes con AR se asocia con enfermedad de larga
evolucién y/o inadecuado control de la enfermedad, que se ha reportado hasta en el
6% de los pacientes con AR; se presenta con mayor frecuencia como una forma

necrosante que compromete la vision y alto riesgo de discapacidad visual. (12,14)

Diversos estudios han reportado que variantes de TNFAIP3 estan asociadas con un
aumento en el riesgo de presentar AR, para diferentes fenotipos de pacientes. Sin
embargo, no existen estudios que evallen la relacién de estos polimorfismos con

escleritis en pacientes con AR (32)

Esta bien descrito el papel de A20 como regulador de la activacion y apoptosis de NF-
KB, que ademas evita el desarrollo de autoinmunidad en células dendriticas y células
B, suprime la autoinflamacion, controla la necroptosis y actividad del inflamosoma.
Sin embargo, la presencia de ciertos polimorfismos pueden disminuir sus niveles de
expresion y asociarse con susceptibilidad y gravedad para el desarrollo de
manifestaciones extra-articulares como escleritis anterior, en pacientes con AR.
(22,23,34)

Varios estudios han analizado la asociacion entre SNPs de TNFAIP3 vy la
susceptibilidad de presentar AR, sin embargo, los resultados son contradictorios y se
ha reportado variacidon geografica y étnica. (19) Incluso, nuestro grupo de
investigacion no encontré asociacion entre estas mismas variantes (y cinco mas) de
TNFAIP3 y susceptibilidad para AR (articulo bajo revisibn en Molecular Biology
Reports).

Zhang L et Al. reportaron que el SNP rs2230926 aumentd el riesgo de AR entre
asiaticos y caucasicos. (20) Shen N et al. reportaron que el SNP rs6920220 aumenté
el riesgo de AR en caucésicos y el rs2230926 en asiaticos. (29) Shimane K et al.
reportaron que, en poblacién japonesa, los SNPs rs10499194 y rs2230926 se
asociaron a un aumento en la susceptibilidad para desarrollar AR. (30) Zhu L et al.

reportaron que, en poblacién china, el SNP rs2230926T/G se asocid con gravedad,
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demostrado por VSG y PCR elevadas, FR positivo a titulos altos, alta actividad de la
enfermedad por DAS28 y positividad de anti-CCP. (31) Ciccacci C et al. reportaron
gue el SNP rs6920220 se asocié con susceptibilidad para AR y el rs2230926 con la
positividad de FR. (21) Moaaz M et al. reportaron en poblacion egipcia asociacion
significativa entre el SNP rs2230926 y la positividad de FR, anti-CCP y actividad
severa de la enfermedad por DAS28. (32) Sin embargo, Wang MJ et al. reportaron
que el SNP rs10499194 se asoci6 con disminucién del riesgo de AR en poblacion

caucasica. (33)

En este estudio no se observd asociacion con susceptibilidad ni gravedad para
presentar escleritis en pacientes con AR con los SNPs del gen TNFAIP3 rs10499194,
rs6920220 y rs2230926.

La evidente inconsistencia en los resultados publicados podria atribuirse a diversos
factores: dependientes del estudio, como el disefio, tamafio de muestra y métodos de
laboratorio y analisis, y dependientes de factores genéticos como la heterogeneidad
genética de la poblacién estudiada (razas y etnias variadas en la poblacion mexicana);
por lo que son necesarios mas estudios que analicen las variantes genéticas de SNPs
del gen TNFAIP3 con alto grado de heterogeneidad para determinar susceptibilidad

de desarrollar AR y gravedad.

La principal limitaciéon de este estudio es el tamafio pequefio de la muestra, que

determina un bajo poder estadistico.

13. Conclusiones

Los SNPs rs6920220G/A, rs10499194C/T y rs2330926G/T del gen TNFAIP3 no se
asociaron con susceptibilidad ni gravedad para el desarrollo de escleritis anterior en

pacientes mexicanos con artritis reumatoide.

14. Recomendaciones

Por la falta de datos concluyentes es necesario aumentar el tamafio de la muestra
para obtener estudios clinicos longitudinales mas amplios que mejoren el poder

estadistico del analisis.
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16. Anexos

Direccion de Investigacion y Ensefianza

Ciudad de México, 28 de mayo de 2021.
No. De Oficio: C1/068/2021.
Asunto: Aceptacion de proyecto de tesis.

Dra. Brigitte Tatiana Garcia Lopez
Medico Residente
Presente

En relacion al proyecto de tesis titulado “Evaluacién de variantes genéticas en TNFAIP3
y su relacién con escleritis anterior en pacientes con artritis reumatoide” con nUmero de
registro HJM 041/21-R bajo la direccion de la Dra. Rosa Elda Barbosa Cobos, fue evaluado
por el Subcomité para Protocolos de Tesis de Especialidades Medicas, quienes dictaminan
su aceptacion.

A partir de esta fecha se podrd dar inicio al proyecto de tesis.

Le informo también que los pacientes que ingresen al estudio, solamente serdn responsables
de los costos de los estudios necesarios y habituales para su padecimiento, por lo que
cualquier gasto adicional que sea necesario para el desarrollo de su proyecto de tesis
deberd contar con los recursos necesarios para culbrir los costos adicionales generados por
el mismo.

No omito mencionarle que cualquier enmienda o prorroga debera ser justificada y solicitada
oportunamente ante el Comité de Investigacion.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

% Presidente /del Comité de Investigacion
Hospital Judrez de México

C.c.p. Direcciéon de Investigacion y Ensefanza, HJM.- Archivo
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