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RESUMEN

El ojo seco es una patologia multifactorial dada por diversos mecanismos fisiopatoldgicos segun sea el padecimiento del paciente.
Patologias inflamatorias como el Sindrome de Sjégren es una exocrinopatia dada por aumento de mediadores proinflamatorios. Los
microRNA (miRNA) son biomoléculas compuestas por nucleétidos de 25 a 30 pares de bases estan implicados en la regulacién de
estos mediadores proinflamatorios. El objetivo de este trabajo es caracterizar el perfil de expresion de biomoléculas miRNAs 155 y
181 en de pacientes con Sjogren primario y secundario como marcadores de etiologia autoinmune en quienes presenten 0jo seco.
Estudios previos han realizado esta medicién para el miRNA 155 en saliva, plasma y para el 181 solo en plasma. Por lo que su
medicién en lagrima no se ha realizado en ningun estudio que haya sido publicado. Este estudio se llevd a cabo en el servicio de
oftalmologia con pacientes subsecuentes de la consulta de cérnea. En total se incluyeron 40 pacientes divididos en 20 pacientes con
enfermedad de ojo seco (EOS) incluyendo a 8 pacientes con Sindrome de Sjégren primario y secundario y 20 pacientes sanos (CTRL)
pareados por misma edad y sexo. Se analizaron muestras de plasma y lagrima por PCR de cada uno de los pacientes encontrando
una sobreexpresion significativa en el miR-155 en lagrima para los pacientes con EOS. Para el miRNA 181 no se encontrd la misma
sensibilidad por lo que se sugiere un tamafio muestral mayor.

Palabras clave: Sjogren, microRNA, lagrima.

ABSTRACT

Dry eye is a multifactorial pathology caused by various pathophysiological mechanisms depending on the patient's condition. Inflam-
matory pathologies such as Sjogren's Syndrome is an exocrinopathy caused by an increase in pro-inflammatory mediators. Mi-
croRNAs (miRNAs) are biomolecules composed of nucleotides of 25 to 30 base pairs that are involved in the regulation of these pro-
inflammatory mediators. The objective of this work is to characterize the expression profile of miRNAs 155 and 181 biomolecules in
patients with primary and secondary Sjogren Syndrome as autoimmune etiology markers in those with dry eye. Previous studies have
made this measurement for miRNA 155 in saliva, plasma and for 181 only in plasma. Therefore, its measurement in tears has not
been carried out in any study that has been published. This study was carried out in the ophthalmology service with subsequent
patients from the corneal consultation. In total, 40 patients were included, divided into 20 patients with dry eye disease (EOS), including
8 patients with primary and secondary Sjégren's syndrome and 20 healthy patients (CTRL) matched by the same age and sex. Plasma
and tear samples were analyzed by PCR from each of the patients, finding a significant overexpression of miR-155 in tears for patients
with EOS. For miRNA 181 the same sensitivity was not found, therefore a larger sample size is suggested.

Key words: Sjogren, microRNA, tears.

INTRODUCCION que estuvo estudiando al largo de su vida.! Es
El Sindrome de Sjégren se trata de una enfer- una exocrinopatia cronica, por pérdida de la to-

. . . lerancia central con datos de inflamacion epite-
medad autoinmune con gran importancia ac-

. _ . « lial y atrofia acinar gracias a infiltrados celulares
tual. Henrik Sjogren utilizé el término de “sin- y g

drome seco” para describir a las enfermedades predominantemente linfociticos en glandulas
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exocrinas y tejidos extra glandulares traducién-

dose clinicamente en xeroftalmia y xerostomia.?

Elimpacto del ojo seco en la calidad de vida dia-
ria de los pacientes radica en: la irritacion ocular
que genera dolor y sensacion de cuerpo ex-
trafio, impacto en la funcion visual y por ultimo

el bienestar personal.3

Los pocos pardmetros que podemos utilizar en
la préactica clinica son el tiempo de la ruptura de
la pelicula lagrimal la cual se estima un tiempo
optimo de 10 segundos para ésta?, asi como
pruebas sencillas como el test de Schirmer y
OSDI. donde podemos clasificar en leve, mo-
derado y severo segun sean los signos y sinto-

mas referidos por el paciente.

La fisiopatologia esta dada por la infiltracion de
los linfocitos T a las glandulas lagrimales y sali-
vales, causando la apoptosis de los acinos y los
conductos, ademas de un fenébmeno de hipose-
crecion de saliva y lagrimas. Estos fenbmenos
conllevan a la activacion de las vias de inflama-
cion en las glandulas lagrimales en donde se
expresan auto antigenos de superficie sobre
todo Ro y La, aumento en aparicion de linfocitos
T CD4yCD8.5

Recientemente se ha estado estudiando la pre-
sencia de microRNA’s (miRNAs). Estas son mo-
léculas de RNA no codificante compuestas de
18 a 23 pares de bases los cuales son encarga-
dos de regular procesos biologicos segun sea

su expresion genética.® En el caso de pacientes

con sindrome de Sjogren estos miRNAs deriva-
dos de células epiteliales y de monocitos, se en-
cuentran en tejidos periféricos diana como la
glandula lagrimal, glandula salival por mencio-
nar las principales afectaciones glandulares. Al-
gunos de los mas encontrados son miR -155,7
miR -181a, miR 19a, miR -20a, miR-19b-1 y
miR-92a-18 incluso se han estudiado como mar-

cadores de respuesta terapéutica.®

Los principales que han sido estudiados en
plasma son el miR-151 y miR-18119,'1, También
se han encontrado los miR-223-5p, miR-150-
5p, y miR-342-3 implicados en patologia infla-
matoria.l? Existe solamente una descripcion
previa en la literatura donde se han medido la
expresion de miR155 en lagrima, siendo signifi-
cativo su nivel de expresion comparado con sa-
liva y plasma.’® La ventaja de estas biomolécu-
las es que han podido ser determinadas me-
diante la técnica de PCR4. Y al ser la lagrima
un fluido bajo en contenido de hidratos de car-
bono, proteinas y lipidos no necesita ser some-
tido a purificaciéon. Del miR-155 se ha aislado
también en pacientes con patologias inflamato-
rias como Artritis Reumatoide!® Y Lupus ¢ en

saliva y plasma.

MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio descriptivo, transversal,
prospectivo y observacional en pacientes que

cuenten con diagnéstico de Sindrome de
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Sjogren primario y secundario, asi como en pa-
cientes sin presencia de enfermedad que mues-
tren sintomas de 0jo seco como sensacion de
cuerpo extrafo, ardor, hiperemia conjuntival, y
que no presenten patologia autoinmune, ya sea
que tengan disfuncion glandular por edad o en-
fermedad infecciosa de parpado y anexos como
blefaritis. Se incluyeron un total de 40 pacientes
que acudieron a consulta de oftalmologia de pri-
mera vez y subsecuentes de la subespecialidad
de cornea del Hospital Civil de Culiacan que
contaban con diagnostico de Sindrome de
Sjogren primario y secundario de enero del
2020 a diciembre del 2020.

Los criterios de inclusion fueron: Pacientes ma-
yores de 50 afios, ambos sexos, diagndstico se-
rolégico de Sindrome de Sjogren primario y se-
cundario (Presencia de anticuerpos ANA
>1:320, Factor Reumatoide, Anti-Ro/La, péptido
citrulinado ciclico, HLAB27), pacientes con sin-
tomas de o0jo seco en ausencia de enfermedad
autoinmune, que aceptaran y firmaran consen-

timientos informados.

Los criterios de exclusion fueron: menores de
50 afos, antecedente de cirugias oculares pre-
vias, diagnostico de glaucoma, disfuncion de
glandulas de meibomio, procesos infecciosos

como conjuntivitis y blefaritis.

Se eliminaron a todos los pacientes que no ha-

yan cumplido con expediente completo, asi

como aquellos que no hayan firmado consenti-

miento informado.

Se incluyeron a un total de 20 pacientes para el
grupo de ojo seco (EOS) incluyendo a 8 pacien-
tes con diagnaostico serolégico de Sindrome de
Sjogren primario y secundario (14 mujeres y 6
hombres) con una media de edad de 53.2 y 20
pacientes para el grupo sin enfermedad de ojo
seco (CTRL) un total de 14 mujeres y 6 hombres
con una media de edad de 52.2. Ambos grupos
pareados por edad y sexo. A todos se les realiz
interrogatorio e historia clinica completa, test de
Schirmer, TRPL, test de OSDI (Tabla 1).

Tabla 1. Media de resultados de las variables obte-
nidas entre pacientes del grupo EOS, control y SJ.

EOS CONTROLES | SJ
Schirmer 5.7 15.95 4.62
OSDI 27.55 3.8 325
TRP oD Ol oD Ol oD Ol

2.9 2.8 | 8.45 8.21 2.6 2.3
Menisco <0.1 >0.2 <0.1
lagrimal

Posteriormente se procedio a la toma de mues-
tra de lagrima con tubos de Eppendorf de 1.5
ml, toma de muestra de plasma con jeringa de
10 ml en dos tubos de ensayo para posterior-
mente ser procesados en el laboratorio de Neu-

rociencias de la Facultad de Medicina de la Uni-
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versidad Autonoma de Sinaloa. Para la realiza-
cion de PCR se realizo el proceso de retrotrans-
cripcion para obtener DNA complementario
(cDNA) y ser analizado por el dispositivo Ste-
pOne Plus. La cuantificacion relativa se reali-
zara mediante el método Pfaffl'’, el cual se ba-
sara en las eficiencias de la muestra problema
y la muestra control (SNORDG61).

RESULTADOS

Se observé una sobreexpresion en lagrima para
el miR-155 (figura 1) con una tasa de cambio
aproximadamente 1.5 veces mas respecto a los
pacientes CTRL (p=0.0310), en el analisis de
muestra de suero (Figura 2), aunque se observa
una tendencia similar al perfil de expresion para
miR-155 observado en lagrima, no se resultd
estadisticamente significativo (p=0.7130), los
valores obtenidos con tasa de cambio, desvia-
cion estandar y valores de p para miR-155 se
resumen en la tabla 2. Estos resultados sugie-
ren que el miR-155 podria estar implicado en la
fisiopatologia de Ojo Seco. No siendo asi para
el miR-181 en lagrima (figura 3) y plasma (figura
4) los cuales ambos valores de p no fueron es-

tadisticamente significativos (tabla 3).

Al analizar de formas individual el miRNA 155
en los pacientes con diagnostico de Sindrome
de Sjogren encontramos que al compararse con
el grupo control tanto en lagrima como en san-

gre, no muestran resultados estadisticamente

significativos. Esto puede deberse por el bajo

ndmero de la muestra.

Figura 1. Perfil de expresion del microRNA hsa-
miR-155 en pacientes enfermedad de ojo seco
respecto a los pacientes control, en lagrima.
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Figura 2. Perfil de expresion del microRNA hsa-
miR-155 en pacientes enfermedad de 0jo seco

respecto a los pacientes control, en suero.

hsa-miR-155

Tasa de cambia
miR-155/SNORDG1
L]
%

Rev Med UAS:; Vol. 11: No. 4. Octubre-Diciembre 2021

ISSN 2007-8013



324

Ojo seco en pacientes con Sindrome de Sjogren

Aragon-Arreola P.A.

Figura 3. Perfil de expresion del microRNA hsa-

miR-181a en pacientes enfermedad de 0jo seco

respecto a los pacientes control, en lagrima.
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Figura 4. Perfil de expresion del microRNA hsa-

miR-181a en pacientes enfermedad de 0jo seco

respecto a los pacientes control, en suero.

Tasa de cambio
miR-181/SNORDG1

e P S R = N B A - (o e

—

hsa-miR-181

Suero

Tabla 2. Cuantificacion de la expresién de microRNAs
(hsa-miR-155 y hsa-miR-181) en lagrima de pacientes
con EOS y como referencia pacientes control (CTRL)
sin problemas oftalmolégicos de etiologiacrénica. Se
indica la mediana de tasa de cambio para cada microRNA
medido en este estudio, su desviacion estandar (SD) y

significancia estadistica (P valor).

EXPRESION DE microRNAs EN LAGRIMA

REGISTRO EDAD GENERO miR-155 | miR-181
EOS-12 23 afos Femenino 1.88 0.48
EOS-13 26 afios Femenino 1.58 3.81
EOS-20 27 anos Masculino 1.70 4.19
EOS-03 29 afios Masculino 0.44 0.20
EOS-16 38 afios Femenino 1.24 0.34
EOS-19 49 afos Femenino ND ND
E0S-09/SJ-03 | 54 afios Femenino 1.57 0.38
EOS-18 56 afios Masculino 1.76 6.88
EOS-11/SJ-08 | 57 afios Femenino 0.18 0.81
EOS-08 /SJ- | 58 afios Femenino 1.22 1.37
02

EOS-17 59 afios Masculino ND ND
EOS-07/SJ-01 | 60 afos Masculino 0.20 0.12
EOS-01 61 afios Femenino 1.00 0.13
EOS-14 61 afios Femenino 1.53 0.41
EOS-10/SJ-04 | 62 afos Femenino ND ND
EOS-05 /SJ- | 63 afios Femenino 1.00 ND
05

EOS-04 64 afios Femenino 1.95 1.24
EOS-15 64 afios Femenino 1.49 1.60
EOS-02/SJ-07 | 74 afos Masculino 1.60 1.03
EOS-06/SJ-06 | 79 afios Femenino 3.25 2.18
TASA DE CAMBIO 1.388 1.902
DESVIACION ESTANDAR 0.730 1.947
VALOR P 0.0310 0.3133
EOS-23 23 afos Femenino 0.82 0.78
EOS-24 24 afos Femenino 0.44 1.31
EOS-26 27 afios Masculino 3.47 1.55
EOS-25 29 afos Masculino 2.65 1.00
EQOS-27 38 afios Femenino 0.56 ND
EOS-40 49 afos Femenino ND ND
EOS-35 54 afos Femenino 0.77 0.28
EOS-21 56 afios Masculino 0.60 1.38
EOS-36 57 afos Femenino 1.12 1.18
EOS-28 56 afios Femenino ND ND
EOS-38 60 afios Masculino 1.82 0.74
EOS-34 58 afios Masculino 1.74 1.90
EOS-29 60 afios Femenino ND ND
EOS-22 62 afos Femenino 0.71 ND
EOS-30 63 afos Femenino 1.46 1.83
EOS-39 63 afos Femenino 0.21 0.25
EOS-37 60 afos Femenino ND ND
EOS-32 64 afos Femenino 0.42 0.72
EOS-31 70 afios Masculino 0.98 1.30
EOS-33 78 afos Femenino 0.47 0.55
TASA DE CAMBIO 0.8657 0.9880
DESVIACION ESTANDAR 0.5017 0.5696
VALOR P NA NA
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Tabla 3. Cuantificacién de la expresion de microR-
NAs (hsa-miR-155 y hsa-miR-181) en suero de pa-
cientes con EOS y como referencia pacientes con-
trol (CTRL) sin problemas oftalmoldgicos de etiolo-
gia cronica

EXPRESION DE microRNAs EN SUERO

REGISTRO EDAD GENERO miR-155 miR-181
EOS-12 23 afos Femenino | 0.33 0.27
EOS-13 26 afios Femenino 0.46 0.75
EOS-20 27 afos Masculino | 1.71 1.49
EOS-03 29 afos Masculino | 0.47 0.94
EOS-16 38 afos Femenino 0.80 0.59
EOS-19 49 afios Femenino 2.62 2.69
EOS-09/SJ-03 54 afios Femenino 1.66 0.62
EOS-18 56 afios Masculino | 0.98 0.60
EOS-11/SJ-08 57 afios Femenino | 0.62 0.28
EOS-08 /SJ-02 58 afios Femenino 1.58 0.19
EOS-17 59 afios Masculino | 2.02 1.46
EOS-07/SJ-01 60 afios Masculino | 0.35 0.13
EOS-01 61 afios Femenino 1.18 ND
EOS-14 61 afios Femenino 1.41 ND
EOS-10/SJ-04 62 afios Femenino ND ND
EOS-05 /SJ-05 63 afios Femenino 2.80 0.39
EOS-04 64 afios Femenino 0.84 ND
EOS-15 64 afios Femenino | 0.28 0.57
EOS-02/SJ-07 74 afios Masculino | 1.53 0.12
EOS-06/SJ-06 79 afios Femenino | 0.79 1.73
TASA DE CAMBIO 1.181 0.7518
DESVIACION ESTANDAR 0.7550 0.7157
VALOR P 0.7130 0.0924
EOS-23 23 afios Femenino 0.54 1.06
EOS-24 24 afios Femenino ND ND
EOS-26 27 afios Masculino | 0.88 1.16
EOS-25 29 afios Masculino | 0.63 ND
EOS-27 38 afos Femenino 0.69 0.38
EOS-40 49 afos Femenino 1.45 1.18
EOS-35 54 afios Femenino | 0.75 0.14
EOS-21 56 afios Masculino 1.91 ND
EOS-36 57 afios Femenino | 0.46 0.14
EOS-28 56 afios Femenino 1.02 0.66
EOS-38 60 afios Masculino 1.80 1.76
EOS-34 58 afios Masculino | 1.79 0.95
EOS-29 60 afios Femenino 0.85 1.12
EOQS-22 62 afios Femenino | 0.85 ND
EOS-30 63 afios Femenino 0.67 1.65
EOS-39 63 afios Femenino 0.84 1.18
EOS-37 60 afios Femenino 0.50 0.96
EOS-32 64 afios Femenino 0.82 ND
EOS-31 70 afios Masculino | 1.69 1.07
EOS-33 78 afios Femenino ND ND
TASA DE CAMBIO 0.9524 0.9430
DESVIACION ESTANDAR 0.4434 0.4453
VALOR P NA NA

De la misma manera para el miRNA 181a, al
comparar sus resultados con el grupo con en-

fermedad de ojo seco (EOS) con el grupo con-

trol, no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas. De forma particular se cree
gue este miRNA tenga poca sensibilidad por lo
gue se sugieren estudios futuros con mayor ta-

mafno muestral.

En cuanto a los resultados en el grupo control,
no se pudieron medir expresion de estos
miRNA posiblemente a la hipétesis planteada,
en la que se determina que el hecho de padecer
una patologia inflamatoria dictamina el perfil de
expresion de estos miRNA en poblacién en-
ferma respecto a la sana, es por eso que no se
pudo someter a las mismas determinaciones
con respecto al grupo de EOS y pacientes con
Sjogren asi como fue imposible determinar tasa

de cambio y valores de p.
DISCUSION

En conclusion, encontramos que la expresion
del miRNA 155 coincide con lo antes descrito
por el trabajo de Reale y cols.® en pacientes con
sindrome de Sjogren lo cual respalda la teoria
de ser un potente biomarcador de respuesta in-
flamatoria en la patogénesis de esta enferme-
dad asi como de otro tipo de enfermedades in-
flamatorias como artritis reumatoide, lupus
como lo previamente comentado en el trabajo
de Ji-Qing Chen y cols. Donde encontraron ex-
presado el miR155 junto con miR-223-5p, miR-
150-5p, y miR-342-3 2que los encuentran alta-
mente vinculado con linfocitos B encontrados

en células mononucleares de sangre periférica
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en pacientes con estas patologias antes men-

cionadas.

En si el miR-155 cuenta con un papel impor-
tante ante la patogénesis de enfermedades in-
flamatorias como lo es el Sindrome de Sjogren
primario y secundario, el obtenerlo expresado
en muestras de lagrima en pacientes con enfer-
medad de ojo seco serviria no solo como bio-
marcador de respuesta inflamatoria si no tam-
bién con miras hacia la informacion de res-
puesta a tratamiento. Este resultado coincide
con el Unico estudio realizado en lagrima por los
autores Yu Jeong Kim y cols.!3® Dicho estudio
reporta la expresion de 14 microRNAs expresa-
dos en lagrima de pacientes con sindrome de
Sjogren, entre ellos el miR-155 asi como lo fue
representativo en nuestro estudio. El valor agre-
gado que damos al siguiente trabajo es ademas
su determinacién en suero y poder obtener un
andlisis comparativo sobre el uso futuro de este
miR-155 no solo como diagnostico si no como

marcador a respuesta de tratamiento.

En cuanto al miRNA 181a el cual no se encontré
estadisticamente expresado en lagrima o en
sangre no se puede descartar del todo su rol en
la patogenia de la respuesta inflamatoria en pa-
cientes con 0jo seco por Sindrome de Sjogren.
Se sugiere realizarse en un tamafio muestral
mas grande en caso de que tengan menor sen-

sibilidad para su determinacion.

Los resultados antes presentados son gracias a
la obtencion de una muestra de lagrima lo que
presume una técnica menos invasiva y rapida
de facil obtencién sin menores efectos adver-

SOS.
CONCLUSION

La expresion del miRNA-155 se encontrd au-
mentada estadisticamente significativa en la-
grima en pacientes con 0jo seco secundario a
Sindrome de Sjogren primario y secundario lo
gue supone un potente biomarcador de res-
puesta inflamatoria con facil obtencion. No asi
el mMiRNA-181 el cual no mostro sobreexpresion

en comparacioén con los controles.
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