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1. Antecedentes
1.1. Sindrome de Sjogren primario
1.1.1. Definicion

El sindrome de Sjogren primario (SSp) es la segunda enfermedad reumatolégica
mas frecuente. Es una enfermedad crénica progresiva que afecta principalmente a
gldndulas exdcrinas incluyendo, salivales y lagrimales. Las manifestaciones
sistémicas son frecuentes e incluyen el sindrome constitucional y afeccion a nivel
neurolégico, pulmonar, gastrointestinal, musculoesquelético, vascular y
hematolégico.!

La patogenia sigue en estudio. Sin embargo se considera que es secundaria a la
relacion entre el sistema inmune y células epiteliales dianas. Diversos factores
ambientales pueden actuar en genes de susceptibilidad y prolongar la activacion de
la inmunidad humoral y celular que llevan a dafio tisular y finalmente a los sintomas
clinicos.?

Se ha propuesto que familias que padecen enfermedades autoinmunes pueden tener
variantes genéticas que actlian sobre vias comunes de autoinmunidad.!®* Respecto
a genes de suceptibilidad especificos de SSp se han identificado polimorfismos de
un solo nucleétido considerados como alelos de riesgo. Dentro de los mecanismos
epigenéticos se encuentran la metilacion del ADN, miRNA e IncRNA los cuales
contribuyen a la expresion de genes relacionados con vias de inflamacion. 23

Respecto a la inmunidad celular, las células dendriticas plasmocitoides (CDp) son
principales generadoras de interferon tipo | (IFN), este a su vez induce la activacion
de genes en glandulas salivales, monocitos y células B de pacientes con SSp.
Ademas se ha sugerido que la respuesta TLR7 dominante, podria relacionarse con
sialoadenitis.?

La hiperactividad de linfocitos B mediada por linfocitos T en respuesta a antigenos,
lleva a produccion de células B autorreactivas. Como consecuencia, se generan
estructuras linfoides terciarias y centro germinal ectopico, asi como linfomagénesis.
Dichos agregados se ubican en d6rganos no linfoides como resultado de la
inflamacion cronica y se asocian a mal pronostico. Otro hallazgo reciente a destacar
es que la proporcion entre linfocitos T cooperadores y reguladores esta
incrementada, lo que se traduce en desequilibrio entre vias proinflamatorias y vias
reguladoras. 3
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1.1.2. Epidemiologia

Existe variabilidad en la prevalencia e incidencia reportadas, esto debido a
diferencias en los estudios realizados y criterios clinicos utilizados. La incidencia se
encuentra entre 3 y 11 casos por cada 100,000 personas, mientras que la
prevalencia esta entre 0.01% y 0.72%. Es una de las enfermedades autoinmunes
con mayor predisposicién por las mujeres, con proporcion mujer hombre de 10:1.
Afecta a todos los grupos de edad, sin embargo la mayoria se diagnostica entre los
30- 50 afios. Respecto al predominio por etnia o raza, Unicamente un estudio
encontr6 que su prevalencia es dos veces mayor en personas de origen no
europeo.®

1.1.3. Manifestaciones clinicas

La xeroftalmia y xerostomia son los sintomas clasicos encontrados en la mayor parte
de pacientes con SSp. Relacionado con la disminucién en la produccién de saliva,
se presentan pérdida de piezas dentales y predisposicion a presentar caries
dentales, comunmente en la region cervical dental. La sequedad puede afectar tracto
respiratorio superior, orofaringe, piel y vagina.>®

Hasta un tercio de pacientes refieren inflamacién recurrente a nivel de glandulas
pardétidas. Los sintomas sistémicos se pueden presentar en un 50-60% de pacientes
y el riesgo de desarrollar linfoma es de hasta 5%.4¢

Las manifestaciones sistémicas incluyen sintomas constitucionales y puede afectar
basicamente cualquier 6rgano incluyendo; piel en forma de vasculitis, sistema
nervioso en forma de neuropatia periférica y de afeccion en SNC (mielitis 0 meningitis
aséptica). A nivel pulmonar se puede afectar hasta un 16% de pacientes
manifestando enfermedad pulmonar intersticial. A nivel renal puede causar nefritis
intersticial o glomerulonefritis membranoproliferativa. La artritis es menos erosiva y
recidivante que en otras enfermedades reumatoldgicas. Puede ocasionar citopenias
y otras manifestaciones como fendmeno de raynaud.3®

1.1.4. Diagnostico

Los criterios de clasificacibn de SSp mas recientes del Colegio Americano de
Reumatologia y la Liga Europea contra el Reumatismo (ACR-EULAR) 2016 para el
SSp fueron resultado de una colaboracién internacional. Esta clasificacion se aplica
a individuos que cumplan con criterios de inclusién (tabla 1), no tengan criterios de
exclusiéon (tabla 2) y cuenten con puntuacién de 24 cuando se suman los cinco
criterios de la tabla (tabla 3 ).”® Estos nuevos criterios no discriminan entre
sindrome primario o secundario y aplica para pacientes que presenten al menos un
sintoma de xeroftalmia o xerostomia. De acuerdo a las siguientes preguntas:



Tabla 1. Criterios de inclusién

1) ¢Ha tenido problemas de ojo seco diariamente, persistente, por mas de 3 meses?

2) ¢Ha presentado sensacion recurrente de arena o polvo en los 0jos?

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

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

5) ¢ Ingiere liquidos con frecuencia para ayudar a deglutir comida?

Tabla 2. Criterios de exclusion

1) Antecedente de tratamiento con radiacién en cabeza y cuello

2) Infeccidn por hepatitis B activa (confirmada por reaccion en cadena de polimerasa)

3) Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

4) Sarcoidosis

5) Amiloidosis
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Tabla 3. Criterios para sindrome de Sjogren ACR/EULAR 2016

item Descripcion Puntaje
Focus score 21 n.° de infiltrados de células mononucleares con =50 células 3
inflamatorias por 4 mmz de glandula salival labial menor

Presencia de Unicamente se puntuan anticuerpos anti-Ro 60 3

anticuerpos anti-

SSA*

Puntuacién de Realizado con lampara de hendidura por oftalmélogo 1

tincién ocular 25 capacitado, tinciones con fluoresceina y verde de lisamina;
puntuaciones entre 0-12, a puntuaciones mas altas mayor
gravedad

Prueba de Schirmer Mide produccién lagrimal, se coloca papel de filtro en 1

de <5 mm por 5 min conjuntiva inferior y se mide zona humedecida en mm

Flujo salival total no Mide produccion de saliva basal. Recoleccién de saliva en 1
estimulado de < 0.1 vaso calibrado por tiempo de 5 minutos

ml por min

Puntaje total 9

1.2. Genética
1.2.1. Generalidades

Se han estudiado diversos genes candidatos en SSp, encontrando como principales
a los implicados en la via de sefializacion del interferon o que participan en su
regulacion, destacando: STAT4, IRF5, IL12A y OAS].10-12

Dentro de los genes asociados a la region del antigeno leucocitario humano (HLA),
estos son responsables de la presentacion del antigeno entre otras funciones
importantes. Las moléculas del HLA clase 1 presentan antigeno citosolico y tienen
expresion en todas las células. Las moléculas HLA clase 2 presentan proteinas
extracelulares y se expresan en células presentadoras de antigeno. Estas ultimas
transmiten la mayor predisposicion hereditaria a enfermedades autoinmunes,
incluido el SSp. Existen asociaciones con anti-Ro y/o anti- La, en portadores de
alelos DRB1*03 y DQB1*02.1112



Dentro de las asociaciones genéticas no HLA, los estudios se han enfocado en
cuatro vias principales: via IFN, via NF-kB y sefalizacion de células By T.11:12

La asociacion genética mas importante fuera de la region HLA, se ubica en el locus
IRF5. En estudios anteriores se document6 que los portadores del polimorfismo
rs2004640 del gen IRF5 conllevan mayor riesgo del desarrollo de SSp.131°

Otra asociacion encontrada fue con polimorfismos en el gen STAT4, el cual es
fundamental en la sefalizacion de la IL-2. STAT 4 es reclutado y fosforilado para
formar homodimeros, los cuales posterior a su transporte al nucleo, se unen al ADN
y de esta forma modulan la transcripcion genética. Dicha activacion ocurre posterior
ala unidn del IFN 1 a su respectivo receptor (IFNAR). Estudios previos en pacientes
con SSp, mostraron asociaciones entre polimorfismos rs758269 y rs7574865 con el
desarrollo de la patologia, siendo considerados, por lo tanto, factores de riesgo.
Adema se ha observado relacion entre niveles de ARNm de STAT4 y genes
inducidos por IFN tipo .24

Existen otros genes no-HLA que han tenido asociacion con otras enfermedades
autoinmunes, sin embargo han sido poco estudiados. Uno de estos es el gen
BACH2.1416

1.2.2 Gen BACH?2

El gen BACH2 (BTB domain and CNC homolog 2), es un factor de transcripcion
localizado en el cromosoma 6 en la region 15 (6p15), y codifica a la proteina BACH
la cual se encuentra conformada por 741 aminoacidos.t"2°

BACH2 es un miembro conservado de la superfamilia de factores de transcripciéon
con dominios de cremallera de leucina (bZIP). Es un regulador primordial para la
diferenciacion de células Ty B.?1%

Los polimorfismos en el locus BACH2 se han asociado a multiples patologias
incluyendo el asma 2® y enfermedades autoinmunes como diabetes tipo 1, la
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad celiaca 2*?* el vitiligo 2° y la
esclerosis multiple.?>?7

Se ha observado que la delecibn homocigota de BACH2 en ratones produce
autoinmunidad mortal entre los 3 y 9 meses de edad ?"%. BACH2 actia como un
factor de transcripcion represor "guardian” que a su vez regula la homeostasis en
otros factores de transcripcion, que también participan en la diferenciacion y
maduracién de células Ty B.%®



En las células B, el gen BACH2 regula el equilibrio entre los genes PAX5 y Blimp1,
reprimiendo a este Ultimo y como consecuencia disminuyendo la diferenciacion de
las células plasmaticas permitiendo cambio de isotipo de los anticuerpos generados
( por lo tanto la expresion de IgA, IgG e IgE). 282

Los ratones que carecen de BACH2 tienen células B con una recombinacion de
inmunoglobulinas alterada, que se diferencian rapidamente en células plasmaticas
restringidas a IgM. 22

En las células T, BACH2 regula la expresién genes gue regulan los linajes de las
células T efectoras * y la muerte celular 3! limitando asi la diferenciacién en células
efectoras ' y promoviendo el desarrollo de células T reguladoras FoxP3+ (Treg).
En multiples estudios se ha observado que las células Treg evitan el desarrollo de
enfermedades autoinmunes controlando la sobreactivacion del sistema
inmunitario.® Los ratones deficientes en BACH2 muestran escasez de células Treg
pero sobreexpresion de células T de memoria/efectoras, provocandoles
autoinmunidad y muerte prematura.*

Con los hallazgos anteriores, se puede entender el papel de BACH2 como supresor
clave de la autoinmunidad evitando el acumulo de células T cooperadoras
foliculares (Tfh), en especial las productoras de IL-4 encontradas con estimulo
antigénico persistente. La expansion aberrante de este linaje de células T da como
resultado autoanticuerpos y con frecuencia se asocia con enfermedades
reumatolégicas como el lupus eritematoso sistémico.34*

Otra manera en la que BACH2 regula la expresion de células T foliculares, es a
través de la represion directa de c-Maf, regulador clave de las células Tth que induce
la expresion de diversos genes relacionados con Tfh, incluidos CXCR5, ICOS,
PDCD-1 e IL-21. La baja expresion de BACH 2, resulta en la formacién de células
T foliculares aberrantes via regulacion positiva de c-Maf.35%"

BACH2 se ha identificado como un gen de susceptibilidad para varias enfermedades
autoinmunes, pues los siguientes polimorfismos (todos ellos en la region intrénica)
han sido asociados con diferentes tipos de enfermedades autoinmunes: rs12212193
en esclerosis multiple, rs1847472 en enfermedad de Crohn, rs10806425 y
rs10806425 en enfermedad celiaca y linfoma del sistema nervioso central, y
esofagitis eosinofilica,® rs3757247 y rs11755527C/G en diabetes tipo 1.353%

Respecto al rs3857496 este se sitta en la posicion 90,009,445 del cromosoma 6,

reside en el intrébn 3, creando la isoforma NM_001170794.2, que codifica a la
proteina NP_001164265.1 de BACH2. Y en el intron 5 de la isoforma larga

10
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NM_021813.4 que codifica la proteina NP_ 068585.1, como podemos visualizar en
la siguiente imagen: ¥’

¢ K rs3857496 & L TS L T T T -1

r

|

I L
|‘NP_BI31184285.1
| "l

F 5
:
k.
L

-
E N

| W poti70794 2

E

- : e e |1 210134

A e e o
[ S
F O S S

I "
|‘NP_BBE=585.1

Como sabemos, los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son las variantes
genéticas mas frecuentemente encontradas en el genoma humano, localizandose
en cualquier parte de la estructura de los genes y el genoma. Los polimorfismos que
se encuentran principalmente en los intrones, cambian la traduccion de los ARN
mensajeros (ARNm), el corte y empalme, la eficiencia para potenciar o inhibir éstos,
la estabilidad de los ARNm y la funcién de proteinas (sin alterar su composicion)
siendo denominados SNP ARN estructurales (srSNP) tal es el caso del rs3857496
ubicado en el intrén 3 del gen BACH2.%”

Multiples estudios han demostrado la importancia funcional de los srSNP en el
desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como arteriopatia coronaria ,
hipertension arterial sistémica, sindrome metabdlico etc. %%3° Los srSNP tienen un
papel clave en la modificacién, creacion o destruccidn de secuencias consenso (Cis
o0 trans) importantes en la regulacion del corte y empalme de una proteina, suceso
gue ha sido asociado al desarrollo de enfermedades complejas.*04!

Asi por ejemplo, Diversos srSNP localizados en estas regiones han sido
relacionados con proteinas no funcionales por inclusion o exclusion de exones,
retencién de intrones, o por la introduccion de nuevos sitios de corte y empalme
dentro de intrones o exones. 404

Pocos estudios a nivel mundial sobre la variante rs3857496 del gen BACH2 han
sido reportados, aun mas este polimorfismo no ha sido estudiado en SSp en nuestra
poblacion, por lo que su evaluacién en pacientes con esta enfermedad, sera de
gran importancia para conocer la influencia que tiene este SNP sobre el desarrollo
de esta enfermedad.

2. Justificacion
El gen BACH2 es un factor de transcripcion que ha sido asociado a autoinmunidad.

Actualmente no hay estudios que relacionen el polimorfismo rs3857496 presente en
11



este gen con el riesgo de desarrollar sindrome de Sjogren. Dado que BACH2 se ha
asociado a otras enfermedades autoinmunes, es de nuestro interés evaluar la
existencia de asociacion del polimorfismo rs3857496 con dicha enfermedad en
poblacion mexicana, pues ello nos permitirA mejorar el entendimiento sobre los
mecanismos moleculares en el desarrollo del SSp, asi como la implementacion de
nuevos marcadores que se asocien con el padecimiento.

3. Pregunta de Investigacion

¢La variante rs3857496 localizada en el gen BACH2 confiere susceptibilidad para
el desarrollo de SSp en pacientes mexicanos?

4. Hipotesis

El polimorfismo rs3857496 localizado en el gen BACH2 podria generar
susceptibilidad para presentar SSp en pacientes mexicanos.

5. Objetivos
5.1 Objetivo primario

Identificar si el polimorfismo rs3857496 localizado en el gen BACH2, esta asociado
con susceptibilidad para presentar SSp en pacientes mexicanos.

5.2 Objetivos secundarios

5.2.1 Captar un grupo de pacientes diagnosticados con SSp y un grupo de sujetos
control

5.2.2 Determinar la frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo rs3857496
localizado en el gen BACH2 en pacientes mexicanos con SSp y en individuos
controles no relacionados.

5.2.3 Determinar si el polimorfismo rs3857496 localizado en el gen BACH2 esta
implicado en el desarrollo de la enfermedad.

6. Metodologia

6.1. Disefio de la investigacion
Estudio de casos y controles

6.2. Tipo de estudio
Observacional, transversal, comparativo y prospectivo

12



6.3. Ubicacion temporal y espacial

Servicio de Reumatologia y laboratorio provisional de investigacion del Hospital
Juérez de México en el periodo de Noviembre 2022 a 1.° de Julio de 2023

6.4. Poblacién

Casos
Criterios de inclusion
» Diagnostico de SSp por los criterios de clasificacion ACR/EULAR 2016
* Género femenino
+ Edad >18 afios
* Personas nacidas en México con padres y abuelos originarios de México
+ Pacientes atendidas en consulta de servicio de reumatologia del hospital
Juérez de México
+ Consentimiento informado firmado

Criterios de exclusion
 Enfermedad autoinmune concomitante

Criterios de eliminacion
* Revocacion del consentimiento

Controles

Criterios de inclusion
+ Edad > 18 afios
* Género femenino
* Personas nacidas en México con padres y abuelos originarios de México
» Consentimiento informado firmado

Criterios de exclusion
e Otra enfermedad autoinmune concomitante
e Obesidad
e Enfermedades crénicas (cancer, diabetes, hipertension arterial sistémica)

Criterios de eliminacion
. Revocaciéon del consentimiento

13
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6.5. Operacionalizacion de variables

independiente | Tipo Unid.ad de | Definicion Definic.ién
medida conceptual operacional
Enfermedad
cronica
multisistémica
Sindrome de | Cualitativa caracterizada | €on  criterios
Sjogren dicotomica | presencia | por inflamacion | de clasificacion
primario nominal de SSp en glandulas | EULAR/ACR

lagrimales y 2016 de SSp
salivales
resultando en
sindrome seco

Tiempo que ha

Edad Cua.ntitativa E?ad en ;Z:ggnuan; Afios
continua afios
momento del
estudio
Aspectos
socialmente
atribuidos a un
individuo,
Cualitativa diferenciando
Género dicotbmica | Mujer lo masculino Mujer
nominal de lo
femenino, en
base a sus
caracteristicas
bioldgicas.
Dependiente | Tipo Unid.ad de | Definicién Definic.ién
medida conceptual operacional
Cualitativa : Presenci,a de :
Polimorfismo dicotdbmica Ausencia dos o mas Presenga °
. Presencia formas ausencia
nominal

variantes de




una secuencia
especifica de
ADN entre
diferentes
personas o
poblaciones
Puntuacion de
_ tincion ocular
Cualtativa Ausencia S;irgfdageo SICCA de 25
Olo seco dicotomica Presencia lagrima en ojos Prugba de
nominal Schirmer de <5
no adecuada mm por 5 min
Puntaje
determinado
por el nimero | Numero de
de infiltrados | infiltrados de
, de células células
_Celulas | mononucleares | mononucleares
Cuantitat mflanzlatonasz que contienen | que contienen
Focus score dilsjirne![; va Szr glénrglr}l]a >50 células al,menos 50
. inflamatorias | c€lulas
salival por 4 mmz de inflamatorias
menor glandula en un area
salival labial glandular de 4
menor mm2
obtenidas en la
biopsia

6.6 Calculo del tamarfio de la muestra

Se realiz6 con el uso del programa QUANTO, con un error alfa de 0.05; error beta
de 0.20; potencia de la muestra de 0.80; intervalo de confianza del 95%; un valor de
p menor a 0.05, y tomando en cuenta una prevalencia de SSp de 0,2% y un modelo
genético, el tamafo de la muestra corresponde a 150 pacientes con SSp y 150
controles sanos (relacion de 1:4).
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6.7 Descripcion operativa
6.7.1 Deteccion de pacientes

Se incluyeron pacientes que cumplieron con criterios de clasificacion 2016 descritos
por ACR / EULAR. Es decir, pacientes ya diagnosticados por el servicio de
reumatologia y que acuden a consulta periodicamente. Por otro lado también se
incluyeron aquellos pacientes de reciente diagnostico y que hayan sido confirmados
por médicos reumatologos del servicio de consulta externa de reumatologia del
Hospital Juarez de México.

Se invitaron a los pacientes detectados a tomar parte en el protocolo de
investigacion, y en caso de aceptar, se procedio a obtener firma del consentimiento
informado y toma de muestra.

6.7.2 Toma de muestra

Se procedié a tomar una muestra de sangre periférica de 5 ml, en tubos vacutainer
gue contiene EDTA como anticoagulante

6.7.3 Extraccién de ADN

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

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

3. Se agregaron a cada tubo, 3 ml solucién de sacarosas/tritobn 2X

4. Se decantd el sobrenadante y se agregaron 3 ml de solucion de

sacarosas/triton 1X, se centrifug6 durante 5 minutos a 3500 r.p.m.

Se decanto el sobrenadante

Al botén obtenido se le agregaron 3 ml de solucién amortiguadora de lisis de

células, 25 ul de proteinasa K, y 25 pl de duodecil-sultato de sodio al 20%

Se incubo la muestra con la mezcla de reactivos durante 1 hora a 60°C

Pasado este tiempo se agregaron 500 pl de cloruro de sodio

Se centrifugd a 3000 rpm/10 min la mezcla, posteriormente se decant6 a un

tubo limpio y se agregaron 2 ml de alcohol etilico grado biologia molecular

con movimientos suaves

10.Se obtuvo y se separ6 el ADN en un microtubo limpio

11.Se lavé el ADN con alcohol etilico al 70%

12.Finalmente, al ADN obtenido se le agregaron 200 pl de solucién
amortiguadora para conservarlo

13. Se cuantificé la concentracion de ADN en un espectrofotometro

o o

© o N
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6.7.4 Genotipificacion

Para determinar los genotipos de esta variante en ambos grupos (casos-controles),
se emplearan sondas TagMan fluorescentes de genotipificiacion de la casa
comercial Applied Biosystems (ID: rs3857496; C__ 8945204 _10; cat. 4351379 de
ThermoFisher scientific ). Cada vial de reactivo contiene un par de sondas, cada
una de ellas complementarias a la secuencia de ADN donde se encuentra el
polimorfismo de interés, que se identifico mediante RT-PCR en el termociclador
Opus CFX de Bio-Rad. La mezcla de reaccién para cada muestra, se describe a
continuacion:

Reactivo Concentracion | Volumen de reactivo por
Final reaccion
Agua grado biologia molecular 1x 2.43 ul
TagMan Universal PCR Master mix 150 nM 2.50 pl
Sonda 50 nM 0.07 ul
ADN molde 30 ng 3l
Volumen Total 8 ul

Cada mezcla de reaccion con su respectivo ADN se colocé en un lugar especifico
de una placa de 96 pozos.

La placa se coloco en un equipo de PCR en tiempo real

Las condiciones de amplificacion fueron: 50° C por 2 minutos (incubacion
inicial)

95° por 8 minutos (activacion)

40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos

Alineamiento y extensién a 60° C por 1 minuto

Los resultados se visualizaron a través de un plot de discriminacion
alélica, donde se identificaron los tres genotipos de esta variante

N =

ok, w

6.7.5 Diagndéstico de 0jo seco

Se enviaron pacientes con diagnostico probable de sindrome de Sjogren a la
consulta externa de oftalmologia para realizacién de pruebas para diagnostico de
0jo seco tales como: Prueba de Schirmer y tinciones como fluoresceina y verde
lisamina.

6.7.6 Determinacion de focus score

Se enviaron pacientes con diagndstico probable de SSp a realizacion de biopsia de
glandula salival menor al servicio de cirugia maxilofacial para determinar mediante
histopatologia en el especimen, el numero de células mononucleares que
contengan al menos 50 células inflamatorias en un area glandular de 4 mm2.
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7. Andlisis estadistico

La estadistica descriptiva de las variables cuantitativas (medidas de tendencia
central y dispersion) fue realizada con el software IBM SPSS version 25. La
estadistica analitica fue realizada mediante la prueba de chi cuadrada,
considerando significancia estadistica con p <0.05 e intervalo de confianza del 95%,
con el software Finetti. El equilibrio de Hardy-Weinberg para casos y controles se
obtuvo mediante este mismo programa.

8. Recursos

Equipo médico del servicio de reumatologia e investigadores de la Unidad de
Investigacion.

9. Aspectos éticos

Esta es una investigacion con riesgo minimo, ya que se tomo una sola toma de
muestra de sangre periférica. (Reglamento de la Ley General de Salud en materia
de investigacion para la salud).

Todos los procedimientos que se realizaron, estan de acuerdo con las normas éticas
en el reglamento de la Ley General de Salud y la Declaracién de Helsinki.

El estudio se llevd acabo con apego a las normas institucionales en materia de
investigacion cientifica y al titulo segundo, capitulo primero, articulos 16 y 17
fraccion |, Il, Ill del RLGSMIS.

La ley general de proteccion de datos personales en posesién de los sujetos
obligados define como datos personales a cualquier informacidén concerniente a una
persona fisica identificada o identificable. También estipula que los datos
personales sensibles son aquellos que se refieran a la esfera mas intima de su titular
0 cuya utilizacion indebida pueda dar origen a discriminacion o conlleve riesgo grave
para éste.

Por lo anterior la informacion captada de todos los pacientes se manejara de forma
confidencial por parte del investigador principal usando un nimero de folio en cada
paciente para evitar su identificacion y registrard en una base de datos electronica
Gnicamente los datos necesarios para dar cumplimiento al objetivo de la presente
investigacion.
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10. Aspectos de bioseguridad

La toma de muestra se realiz0 en los cubiculos parta 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 port6 bata,
cubre bocas, y guantes. Las agujas vacutainer y jeringas se desecharon en
contenedor rojo conforme a la NOMO087.

Los procedimientos experimentales (extraccion de ADN y RT-PCR) se llevaron a
cabo en el laboratorio provisional asignado a la division de investigacion, el personal
operativo usé equipo de proteccidon personal, como es; bata, guantes cubreboca.
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 ADN y el material de desecho del RT-PCR se recolectaron y
destruyeron como desechos de riesgo bioldgico (RPBI) de acuerdo con la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002 en contenedores rigidos o bolsas rojas.

11. Resultados:

Nuestro grupo de estudio incluyé 149 mujeres con criterios diagnosticos de SSp
ACR/EULAR 2016, con una mediana de edad de 65 afios (RIQ 55.5- 72.3) y 172
mujeres como controles sanos con una mediana de 50.6 afios (RIQ 23-83).

Las caracteristicas clinicas de las pacientes se observan en la tabla 1:
Tabla 1.Caracteristicas clinicas de 109 mujeres con SSp

Frecuencia Porcentaje
Sintomas secos

Xeroftalmia 100 91.7%
Xerostomia 38 34.8%
Pruebas de sequedad ocular

Prueba de Schirmer 90 82.5%
Prueba de tincién ocular 58 53.2%

Pruebas de sequedad oral

Flujo salival no estimulado 94 86.2%
Serologia

Anti-SSA (Ro)+ 95 87.1%
Anti-SSB (La)+ 58 53.2%
Biopsia de glandula salival menor

Si 83 76.1%
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Se realiz6 un analisis de genotipos para el polimorfismo rs3857496 del gen BACH2,
sin encontrarse asociacion de la variante alélica (tabla 2).

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNV rs3857496 de BACH2 y analisis de
asociacion en pacientes con SSp y sujetos control.

Gene Model Genotype SSp Controls OR
SNV or allele n (%) n (%) 95% CI p
BACH2 Codominant TT 51 (34.2) 72 (41.9)
rs3857496T/C TC 70 (47.0) 78 (454) 1.27 (0.78-2.058) 0.21
CcC 28 (18.8) 22 (12.8)
Allele T 172 (58.0) 222 (65.0)
C 126 (42.0) 122 (35.0) 1.33(0.97-1.83) 0.07

SNV: Variante de un solo nucleétido; OR: odds ratio; Cl: Intervalo de confianza;
SSp: Sindrome de sjogren primario p<0.05: estadisticamente significativo

12. Discusion

En este estudio se analizé la asociacién entre el polimorfismo rs3857496 del gen
BACH2 y la susceptibilidad para desarrollar SSp en poblacion mexicana. Este
estudio no encontré asociacion entre ambos.

Nuestra principal limitacion es que no se llegé a la meta del nimero de controles
calculado, se requiere alcanzarla para analizar si la variante de un solo nucleétido
estd asociada con la presencia de la enfermedad.

La fortaleza principal del estudio es que es el primero en evaluar la asociacion entre
el polimorfismo rs3857496 localizado en el gen BACH2 en pacientes con SSp en
poblacion mexicana.

Multiples estudios han demostrado asociacidbn entre variantes genéticas,
principalmente polimorfismos de nucleétido Unico, con susceptibilidad de padecer
diversas enfermedades autoinmunes. Respecto al SSp las principales vias
afectadas son la del IFN, NF-kB, sefalizacion de células B y células T, las
principales alteraciones genéticas se encuentran a nivel del HLA clase II. Dentro de
los genes no HLA los polimorfismos ubicados en el locus IRF5, STAT 4 etc, han
reportado asociacion con el desarrollo de SSp. 11

Heng Zhang et al. concluyeron en su investigacion que la deficiencia del gen BACH2

lleva aincremento en IL-4 y por lo tanto de células T helper y anormalidad en centros
germinales, demostrando su papel en la autoinmunidad. 6
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Wei Liu et al en su estudio de asociacion de genoma completo, confirmaron que
BACH2 es un gen de susceptibilidad para enfermedad de Graves en poblacion
china, siendo rs2474619, la variante mas asociada a la enfermedad.’

Lina Zhou et al, describieron el caso de un paciente con lupus eritematoso sistémico
(LES) de inicio temprano, observandose expresion reducida de BACH 2 vy
disminucion en células B en padre con mutacion heterocigota en BACH 2
demostrando que puede ser una causa monogénica de LES. 44

Pocos estudios a nivel mundial sobre la variante rs3857496 del gen BACH2 han
sido realizados para buscar asociacion con enfermedades autoinmunes. Aln mas,
este polimorfismo no ha sido estudiado en SSp en ninguna parte del mundo, por lo
gue este estudio serd el primero en buscar dicha asocién, en este caso, en
poblacion mexicana.

El estudio presente, nos permitira ampliar el estudio de asociacién del genoma en
SSp y por ello identificar el vinculo existente entre variaciones genéticas con el
desarrollo de la enfermedad propio de cada poblacion e incluso variaciones en el
fenotipo de la misma.

Fondos: Esta investigacion recibio financiacion por el Conacyt

Declaracion de la junta de revision Institucional: el estudio se realiz6 segun las
directrices del Hospital Juarez de México.

Declaracion de consentimiento informado: todos los datos de los pacientes de este
estudio estan disponibles previa solicitud al autor correspondiente.

Expresiones de gratitud: A los pacientes participantes y profesionales de salud
implicados en el estudio.

Conflictos de interés: los autores declaran no tener conflicto de interes

13. Conclusiones

El estudio de la SNP rs3857496 localizado en el gen BACH2 para el alelo T, obtuvo
una P no significativa por lo que no se encontré que se asocie con el incremento en
la suceptibilidad para presentar SSp en poblacibn mexicana por el modelo
codominante.

Respecto al modelo alélico, hay una tendencia de asociacion de 0.07. En un futuro

se puede aumentar el grupo control o realizar pruebas funcionales para conocer la
influencia de la variante estudiada sobre el SSp.
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14. Recomendaciones

Este estudio se realizd con una proporcion de casos y controles de 1:4, se obtuvo
una P no significativa por lo que se recomienda incrementar el tamafio de muestra
acorde a promedio de suceptibilidad de SSp reportado en la litertura y el de
controles, con una relacion minima de 1:2.
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