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Resumen

El sindrome de Sjogren es una enfermedad autoinmune reumatica que se
presenta con alta frecuencia y, hasta la fecha, es poco diagnosticada debido a la
gran variedad de signos y sintomas que presentan los pacientes. Al igual que
otras enfermedades autoinmunitarias, se espera que su asociacion genética
incluya polimorfismos de genes relacionados principalmente con la respuesta
inmunitaria adaptativa, que es responsable de la destruccién de las glandulas

caracteristica de esta enfermedad.

Este proyecto incluye una metodologia de busqueda bibliografica para determinar
gué polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) de la respuesta inmunitaria
adaptativa se asocian con la susceptibilidad de desarrollar esta enfermedad. Se
llevé a cabo una revision sistematica que abarca todos los articulos publicados
disponibles hasta la fecha de la realizacion del estudio, provenientes de
prestigiosas bases de datos como PubMed, Scopus y Web of Science, utilizando
el paquete informatico EndNote y tomando en cuenta pruebas como la escala de
New Castle-Ottawa para validar la fiabilidad de los resultados. Se extrajeron datos
correspondientes a la frecuencia alélica y genotipica en muestras de pacientes y
controles de diferentes partes del mundo, seguido de un analisis mediante el
software estadistico STATA que sintetiza la informacion recopilada mediante un
meta-analisis, obteniendo datos globales que son mas aplicables a cualquier

poblacién, disminuyendo asi el tiempo dedicado a la busqueda de informacion.

Los resultados comprenden la evaluacion del efecto de nueve SNPs relacionados
con la enfermedad, de los cuales cuatro de ellos, rs9514828 del gen BAFF,
rs117026326 del gen GTF2l y rs7582694 y rs7574865 del gen STAT4, tuvieron

una relacion positiva estadisticamente significativa con la enfermedad.

Con estos datos se espera contribuir a la unificacion de factores para comprender
un diagnostico exacto, preciso y oportuno, evitando en gran medida el desarrollo

cronico de la enfermedad.

Palabras clave: Sindrome de Sjogren, asociacion genética, susceptibilidad,

polimorfismo, SNPs, revision sistematica, meta-analisis.



1.0 Introduccién

1.1 Contexto histérico

El sindrome de Sjogren (SS) fue descrito por primera vez (y de donde proviene su
nombre) en el afio de 1930 por el oftalmoélogo sueco Henrik Sjogren (1) dentro de
un grupo de mujeres cuya artritis cronica se acompafiaba de sequedad en los 0jos
(xeroftalmia) y boca (xerostomia) (2, 3).

En la década de 1960 se defini6 el origen genético del desarrollo del SS, asi como
algunos factores caracteristicos del SS: la presencia de autoanticuerpos contra el
antigeno A y el antigeno B, relacionados con SS (SSA también conocidos como
anticuerpos anti-Ro y SSB o anticuerpos anti-La, respectivamente), ademas de la
infiltracion de linfocitos especificos a ciertos oOrganos. A partir de estos
descubrimientos las investigaciones con respecto a esta patologia se extendieron
drasticamente y a pesar de eso, hay cinco caracteristicas que definieron al SS
desde sus inicios y que contindan siendo factores especificos de esta enfermedad,
los cuales son: el desarrollo de sintomas de sequedad (conocidos como sintomas
sicca, tales como aspereza bucal que impide una correcta deglucion, malestar
ocular, nariz, piel y vagina seca, por mencionar algunos (4)), afectacion sistémica,
infiltracion linfocitica a glandulas exocrinas, presencia de autoanticuerpos y el

mayor riesgo de linfoma (5).

En los dltimos 50 afios, el término 'SS secundario (SSs)' se ha empleado en el
area meédica para referirse a pacientes que han sido diagnosticados con una o
mas enfermedades autoinmunes sistémicas adicionales al SS y 'SS primario
(SSp)' para aquellos pacientes que Unicamente padecen SS (5). Cabe mencionar,
gue las enfermedades autoinmunes de las que con frecuencia se encuentra
acompafiado el SSs son artritis reumatoide (AR) o lupus eritematoso sistémico
(LES) (2, 3).

En algunos casos la expresiéon fenotipica del SS difiere con el sexo del paciente;
se ha detectado que los hombres suelen desarrollar una mayor afectacién ocular,

mientras que la afectacion sistémica e inmunolégica es menos marcada en



comparacién con las mujeres (6, 7). Por otro lado, la caracteristica predominante
en nifios con SS resulta ser el agrandamiento de las glandulas paroétidas (8); sin
embargo, la biopsia de glandulas salivales (GS) continla siendo util para el
diagnéstico de SS independientemente de la edad (9). No obstante, en el caso de
los autoanticuerpos, la frecuencia si tiende a variar de acuerdo con la edad, el mas
comunmente reportado es el anticuerpo anti-Ro/SSA, sin embargo, el anticuerpo
gue se encuentra de forma frecuente en adultos es el anticuerpo antinuclear (ANA)
(8). Por otro lado, la afectacion de la glandula parétida y los anticuerpos anti-
Ro/SSA se observan con menos frecuencia en pacientes mayores de 70 afios que
en menores, y los pacientes ancianos tienen una mayor presencia de afectacion

pulmonar (7).

El SS puede ser una enfermedad que se complica hasta el grado de provocar un
exceso de mortalidad en las personas que lo padecen, siendo las principales
causas de muerte el linfoma de células B, enfermedad pulmonar intersticial,
insuficiencia renal y vasculitis crioglobulinémica grave, ademas de infecciones y

enfermedad cardiovascular (10).

1.2 Definicion

Es la segunda enfermedad reumatica autoinmune cronica mas comun (11)
caracterizada por un infiltrado linfocitario de las glandulas exocrinas lo que deriva
en disfuncion y destruccion (4). Generalmente, el SS se desarrolla en un periodo
de meses a afios (11), siendo cerca de nueve veces mas comun en mujeres que
en hombres (generalmente alrededor o después de la menopausia) (4). Entre los
sintomas caracteristicos se incluyen xeroftalmia, xerostomia, fatiga, dolor

musculoesquelético e inflamacion de las GS mayores (11).

1.3 Epidemiologia

A diferencia de otras enfermedades autoinmunes, el SS no cuenta con criterios de
clasificacion universalmente reconocidos. Aunado a esta situacion se encuentra el
hecho de que entre los pacientes se presenta una amplia variedad de sintomas.
Estos son los principales factores que hacen que el SS sea una enfermedad

infradiagnosticada. Sin mencionar que la falta de criterios estandarizados genera a



los investigadores conflictos en la interpretacion de estudios epidemiologicos vy,
por lo tanto, a un amplio grado de incertidumbre alrededor de los datos reportados

para incidencia y prevalencia (12).

El SSp se ha determinado como una enfermedad que se encuentra mas
frecuentemente en mujeres caucésicas (4, 12) y la proporcion en la que afecta a
ambos sexos varia desde 20:1 a 9:1 en mujeres y hombres dependiendo de los
estudios citados (13, 14).

Por dltimo, cabe mencionar que aunque la edad promedio de manifestacién del
SSp suele ser entre la cuarta y quinta década, la aparicién de la enfermedad en la
sexta 0 séptima década tampoco es infrecuente (12).

1.3.1 Incidencia
Existen diversos estudios que han reportado la incidencia en SS, a continuacion,

se presentan los datos recabados de tres de estos estudios.

En el primero, del condado de Olmstead, Minnesota, EE. UU. (1976-1992) calcula
la incidencia anual de SSp en 3.9 por 100,000 (IC del 95%: 2.8-4.9) (15), al igual
gue un segundo estudio de Eslovenia (2000-2002) que la estima en 3.9 por
100,000 (IC del 95%: 1.1-10.2) (16). En ambos estudios se observé una mayor
prevalencia en mujeres: 6.9 contra 0.5 (15) y 10 veces mayor (16),
respectivamente.  El tercer estudio de Grecia (1982-2003), identifica una
incidencia mayor de 5.3 por 100,000 (IC del 95%: 4.5 a 6.1). En esta poblacion, las
mujeres tenian 20 veces mas probabilidades de verse afectadas que los hombres
(14).

1.3.2 Prevalencia
Los datos conocidos sefialan que las tasas de prevalencia son considerablemente
variables en virtud de los criterios de clasificacion empleados, tanto que pueden

diferir incluso dentro de la misma regién (12).

Dentro de los estudios que reportan este dato se encuentra una poblacion
noruega, que estimo la prevalencia en personas de 40 a 44 afos en 0.44 (IC del
95%: 0.34 a 0.57) utilizando los Criterios Europeos Preliminares de 1993 y 0.22



(IC del 95%: 0.15 a 0.32) utilizando los criterios europeos revisados de 1996 (17).
En paises escandinavos, Dinamarca y Suecia, se ha informado que la prevalencia
es de 0.2% a 2.1% y 2.7%, respectivamente (18, 19). Otros dos estudios turcos
estimaron la prevalencia utilizando los Criterios Europeos Preliminares de 1993 y
los criterios europeos revisados de 1996, el primero obteniendo 0.35 y 0.21
respectivamente (20), mientras que el segundo la estim6 entre 1.56 y 0.72
respectivamente (21). La prevalencia notificada en Grecia varia entre 0.09% vy
0.23% (14, 22, 23), en Eslovenia se estima en 0.60% (24), en el Reino Unido, en
Manchester y Birmingham, se reporté en 1.6 (IC del 95%: 9-26) y 0.14 (IC del
95%: 0.02-0.51) (25, 26), en Beijing, Republica Popular de China, es del 0.77%
utilizando los criterios de Copenhague (27), mientras tanto, en Japén se ha

informado una baja prevalencia del 0.03% (28).

Otro dato notable es que la prevalencia en adultos mayores también varia de
acuerdo con la edad usada para definir la poblacion y ademas existen diversos
factores por los cuales se estima una prevalencia mas elevada en este grupo de
edad, uno de ellos es que se presenta de forma normal una disminucion en la
generacion de saliva, no obstante, otros factores comunes en dicha poblacion
como la presencia de comorbilidades o la ingesta de multiples farmacos también
contribuyen a esta caracteristica, lo que apoya de forma reiterada la existencia de
sintomas sicca. Adicionalmente se ha encontrado una mayor cantidad de

anticuerpos en estas poblaciones (12).

El SSp en niflos es inusual; en un periodo de 10 afios (de 2000 a 2010)
Unicamente se han reportado 81 casos. La edad promedio de diagndstico en esta
poblacién se estima entre los cuatro y 16 afios y la relacidon entre mujer y hombre
se mantiene con una mayor afectacion al género femenino de 5:1

aproximadamente (12).

En pacientes, la presencia de autoanticuerpos se estima entre el 33-74% para el
anticuerpo anti-SSA y el 23-52% para anti-SSB, y ambos se encuentran
frecuentemente en pacientes con una edad menor de inicio (29). También se ha

destacado que alrededor de un 59-85% de los pacientes presentan un titulo



elevado de anticuerpos ANA (29). Otras proteinas han sido reportadas de forma
variable en el suero de los pacientes con SS, entre las mas comunes se
encuentran el factor reumatoide (RF) con un 36-74% (29), los anticuerpos anti-
péptido ciclico citrulinado con 3-10% (30), las crioglobulinas del 9-15% vy los
anticuerpos contra la anhidrasa carbdnica Il entre el 12-28% de los pacientes con
SSp (29).

Fue en 1978 cuando se constatdé que el SS generaba una alta propension (44
veces mayor que en sujetos control) a desarrollar un linfoma de células B no
Hodgkin (LNH) (31). Asi mismo, de acuerdo con un meta-analisis que comprendia
14 estudios se concluy6 que el riesgo general de malignidad aumenta con un
riesgo relativo de 1.54 (IC del 95%: 1.17-1.88) (32).

1.4 Manifestaciones clinicas

Un paciente con SSp presenta de forma tipica sequedad en ojos y boca, ademas
de algunos otros sintomas como lo son el cansancio y dolores articulares (4). En
cuanto a los analisis sanguineos podemos observar anemia leve (4), leucopenia,
linfopenia (11) y velocidad de sedimentacion globular elevada (4); ademas de una
variedad de autoanticuerpos (ANA, autoanticuerpos Ro/SSA y/o La/SSB, RF,
crioglobulinas) que se ha demostrado que complican la manifestacion del SS (12).
Adicionalmente, se han observado niveles disminuidos de la proteina C4

perteneciente a las proteinas del complemento (4).

Si bien practicamente cualquier 6rgano puede verse afectado en este trastorno, el
sistema musculoesquelético, el tracto gastrointestinal, los pulmones y la sangre
son algunos de los mas comunmente dafiados (11), no exceptuando sistemas
como el cutaneo, articular, cardiovascular, nefro-urolégico, nervioso, entre otros
(5). Una exploracién puntual a las manifestaciones sistémicas se muestra en la
Tabla 1. En cuanto a las glandulas exocrinas, las mas afectadas son,
evidentemente, las glandulas lagrimales y salivales (4) que revelan los sintomas

caracteristicos del SS.



Tabla 1. Manifestaciones sistémicas 6rgano por 6rgano derivadas del SS. Adaptacion al espafiol

de la tabla publicada por Brito-Zeré6n P. (5).

Sintomas orales
- Hiposalivacioén
- Dolor
- Adherencia de los alimentos a la mucosa
- Disfagia
- Dificultades para hablar o comer
- Caries dental
- Candidiasis oral
Sintomas oculares
- Lagrimas insuficientes
- Incapacidad para llorar
- Sensacion de cuerpo extrafio
- Inflamacién conjuntival (queratoconjuntivitis
seca)
- Fatiga ocular
- Disminucion de la agudeza visual
- Blefaritis
- Queratitis bacteriana
Sintomas generales
- Fatiga
- Dolor crénico
- Fiebre leve
- Pérdida de peso
Complicaciones de los ganglios linfaticos
- Linfadenopatia mdltiple reactiva (inflamacion
de los ganglios linfaticos)
- Complicaciones linfoproliferativas
Cutaneo complicaciones
- Vasculitis cutanea (10% de los pacientes)
- Plrpura
- Ulceras cutaneas*
- Eritema anular (9% de los pacientes)
- Xerosis cutis (piel anormalmente seca; 23-
68% de los pacientes)
Complicaciones articulares y musculares
- Artralgias (dolor articular; 60 a 70% de los
pacientes)
- Artritis simétrica no erosiva
- Sinovitis subclinica (20-30% de los pacientes)
- Artropatia de Jaccoud (trastorno articular no
erosivo)t
- Mialgias (20 a 40% de los pacientes)
- Miositist
Complicaciones pulmonares
- Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
- Bronquiectasias
- Enfermedades pulmonares intersticiales *
- Pleuritist
Complicaciones cardiovasculares
- Fendmeno de Raynaud (13% de los
pacientes)
- Pericarditist
- Hipertension arterial pulmonar®, £
- Disautonomia
- Vasculitis crioglobulinémica*

Complicaciones pancredticas
- Pancreatitis aguda recurrente
Complicaciones nefro-urologicas
- Acidosis tubular renal (9% de los pacientes)
- Glomerulonefritis (4% de los pacientes) *
- Cistitis Intersticial (en ausencia de infeccion
bacteriana)
- Osteomalacia
- Cdlico renal recurrente debido a célculos
renales
- Pardlisis hipopotasémica*
Complicaciones del sistema nervioso periférico
- Polineuropatia mixta
- Polineuropatia sensorial axonal
- Neuronopatia ataxica sensorial*
- Polineuropatia sensitivomotora axénica
- Neuropatias del trigémino u otras neuropatias
craneales
- Polirradiculoneuropatia desmielinizante
- Neuropatia autonémica
- Neuronopatia sensorial pura
- Mononeuritis multiple*
- Neuropatia de fibras pequefias (parestesias
dolorosas)
Complicaciones del sistema nervioso central
- Lesiones de la sustancia blanca (enfermedad
similar a la esclerosis mltiple)*
- Trastorno del espectro de neuromielitis
Optica*
- Meningitis aséptica recurrente
Complicaciones hematoldgicas
- Anemia hemolitica*,
- Leucopenia inexplicable (linfopenia 'y
neutropenia)
- Trombocitopenia inexplicable*
- Sindrome de Evanst
- Gammapatia monoclonal inexplicable
- Parpura trombocitopénica trombética*, 1
- Linfoma de células B*
Obstetricia
- Blogueo cardiaco congénito autoinmune*
- Fibroelastosis cardiaca
- Enfermedad valvular fetal inexplicable
- Lupus neonatal
Complicaciones de oido, nariz y garganta
- Agrandamiento recurrente de la parétida
- Masas parétidas multiquisticas bilaterales
- Hipoacusia neurosensorial
- Linfoma de parotida*

* Denota manifestaciones sistémicas graves.
1Denota manifestaciones notificadas raras veces
(<1% de los pacientes) o que sugieren
poliautoinmunidad (es decir, la coexistencia de otras
Enfermedades autoinmunes).




La principal complicacion del SS es el desarrollo de LNH de linfocitos B y por lo
general se presenta dentro de los 10 afios posteriores al diagndstico.
Frecuentemente, el LNH se desarrolla por la presencia de GS persistentemente
inflamadas (siendo comudn la parétida); sin embargo, no es exclusivo de sitios
ganglionares, por lo que también se pueden ver afectados otros érganos como el
estébmago, pulmones, higado, bazo, entre otros (11).

Hoy en dia no se sabe con certeza el mecanismo por el cual se desarrolla el LNH
de células B en el SS, sin embargo, existe evidencia de que se debe a una
exposicion crénica por autoantigenos (33) de forma directa debido a que los
centros germinales ectdpicos (considerados como una de las primeras etapas del
desarrollo de linfoma (34)) difieren de la estructura de centros germinales
normales, ya que estos primeros no se encuentran drenados por vasos linfaticos
aferentes y tampoco se encuentran delimitados, lo cual favorece una exposicion
directa a autoantigenos, citocinas y otras células del sistema inmunitario que

pueden contribuir a la activacion del linfocito B (35, 36).

Un importante factor implicado en la maduracién desregulada de células B es
BAFF, el cual se encuentra sobrexpresado en pacientes con SS no solo de forma
directa por células epiteliales (37) sino también de forma indirecta a través de
citocinas como IFN-a (secretado por CD plasmocitoides en respuesta al
reconocimiento de autoantigenos provenientes de células apoptéticas) (38) que
aumentan la capacidad de las CD de activar células T y estas a su vez producir
altos niveles de BAFF (39). Esta condicion favorece el desarrollo de células B
autorreactivas que posteriormente colonizan los foliculos y zona marginal en sitios
extraglandulares (40). Cabe mencionar que las células B son capaces de
expandirse de forma independiente de células T en un exceso de autoantigenos

presentes (41).

Adicionalmente se ha sugerido que son las células B monoclonales con cadenas
de inmunoglobulina similares al FR las responsables del desarrollo de linfoma y no

las células B productoras de autoanticuerpos anti-Ro/La (42-44).



1.5 Fisiopatologia

El dafio provocado en las glandulas exocrinas que culmina con el deterioro de sus
funciones normales se presenta debido a la acumulacion de citocinas expresadas
a causa de la respuesta de linfocitos T y B a antigenos propios como los ya antes
mencionados (SSA y SSB que se encuentran expresadas en el epitelio de
glandulas salivales y lagrimales) lo que da paso a una inflamacion crénica de las

mismas (45).

Un actor importante en el circulo vicioso de inflamacion en las GS son las células
epiteliales de las glandulas salivales (SGEC) en pacientes con SS ya que éstas se
encargan de regular tanto de forma positiva como negativa las respuestas
autoinmunes locales teniendo un rol importante en la acumulacion, activacion y
diferenciacion de células inmunitarias. Estas ultimas junto con el microambiente
proinflamatorio impulsan la activacion y supervivencia de las SGEC con lo cual se

perpetlua la respuesta inflamatoria (46).

El SS se puede describir como una enfermedad relacionada con células B pero su
activacion esta dada principalmente por células T. Este mecanismo comienza con
la activacion de células T virgenes infiltrantes a partir de células de GS que acttian
como presentadoras de antigeno (APC) y median la coestimulacion a partir de
CD80/86 (por sus siglas en inglés, cluster of differentiation), CD40 y el ligando
coestimulador de células T inducible (ICOS) en las células de GS; los cuales
interaccionan con CD28, ligando de CD40 (CD40L) e ICOS, respectivamente,
presentes en las células T. El resultado de esta activacion es la diferenciacion
hacia células T cooperadoras 1 (Thl) y T cooperadora folicular (Tfh). Asi mismo,
hablando de la regulacidbn negativa, las células de GS ejercen esta accion
mediante la interaccion de su CD80/86 con el antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos
(CTLA-4) presente en las células T. Se piensa que en el SS una alteracion en la
coestimulacion podria ayudar a mantener una respuesta inmunitaria prolongada
(47).



1.5.1 Anticuerpos anti-Ro/SSA y La/SSB

Los autoanticuerpos de mayor relevancia clinica en pacientes con SS son los
anticuerpos anti-Ro/SSA y/o anti-La/SSB (48). En pocas palabras, el antigeno
Ro/SSA es una ribonucleoproteina (RNP) que esta conformada de hY-RNA y dos
proteinas de 52 y 60kD. Por otro lado, el antigeno La/SSB solamente esta formado
por una proteina de 48kD (49). El antigeno La/SSB esta formado por dos
dominios, de 28 y 23 kD. ElI dominio mayor presenta un sitio de unién a RNA y se
une de forma temporal a todos los transcritos de la RNA polimerasa Ill, incluido el
RNA asociado al antigeno Ro/SSA (50).

La funcién que se ha asociado a la proteina La es como factor de terminacién para
el transcrito de la RNA polimerasa lll. En el caso de la proteina Ro, su funcion
radica en la regulacién negativa de la produccion de citocinas inducida por IFN-y
mediante su accion como ligasa E3 (51).

Los anticuerpos anti-Ro/SSA se pueden encontrar de forma individual (50-70%) o
de manera conjunta con anticuerpos anti-La/SSB (30-60%); sin embargo, la
presencia exclusiva de anticuerpos anti-La/SSB es infrecuente (52). En mujeres en
edad fértil asintomaticas aproximadamente cinco de cada 1,000 presentan
positividad a anticuerpos anti-Ro/SSA (50). Cabe mencionar que dentro de las
primeras etapas de la enfermedad se consolida el perfil de anticuerpos en el

paciente, y este perfil dificilmente cambia (53).

En clinica es normal utilizar antigenos que provienen de otra especie o también
llamados antigenos heter6logos para la deteccion de autoanticuerpos; sin
embargo, los anticuerpos anti-Ro presentan grados variables de reactividad
cruzada frente a estos antigenos (54), lo que revela la razén por la cual, pacientes
gue presentan anticuerpos anti-Ro no siempre manifiestan positividad en pruebas
de este tipo (50). Actualmente no se cuenta con un método oficial para la
deteccion de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, sin embargo, existen kits comerciales
para su deteccion mediante multiples métodos entre los que destacan ELISA,

inmmunotransferencia, quimioluminiscencia, inmunoensayo lineal, entre otros (55).



1.5.2 Mecanismos etiopatogénicos
El mecanismo por el cual se desarrolla el SS adn no se ha dilucidado por completo

y existen diversas teorias que explican la causa de la patologia, entre ellas estan:

1.5.2.1 Células epiteliales

La “epitelitis autoinmune” es una de las teorias con mas apoyo y sugiere que el
mecanismo por el cual se desarrolla el SS es, como su nombre lo indica, mediante
la inflamacién del epitelio. De acuerdo con este mecanismo, las infiltraciones
linfociticas en células epiteliales que rodean o invaden 6rganos son la razén por la
cual se genera exocrinopatia y dafio al parénquima. Siguiendo esta teoria se
sugiere que son las propias células epiteliales quienes actlan como reguladoras
presentando antigenos atipicos y no solamente se ven afectadas por la infiltracion
de linfocitos (56).

Se sabe que las SGEC expresan en gran cantidad moléculas que se encuentran
implicadas en la regulacion de linfocitos (reclutamiento, localizacion, activacion,
diferenciacion, proliferacion, expansion y organizacion) (45, 57). Dentro de estas
podemos encontrar moléculas de clase | de Antigeno Leucocitario Humano (HLA),
miembro 5 de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) o
CD40 (proteina coestimuladora), moléculas de adhesion y apoptosis, miembro de
la superfamilia del receptor o ligando del TNF 6 (conocido como receptor y ligando
FAS, respectivamente), citocinas proinflamatorias, implicadas en la diferenciacion
de linfocitos (como IL-7 que impulsan las células T efectoras) y citocinas que
atraen células T y forman el centro germinal (45, 57, 58). Otro punto que recalca la
interaccion entre las SGEC vy los linfocitos se observa en el hecho de que las
células infiltrantes en las lesiones tisulares aumentan la produccion de estas
moléculas como consecuencia de las citocinas que secretan. Asi mismo, las
SGEC también pueden favorecer la expresion de estas moléculas mediante
sefales obtenidas mediante el TLR 3 (45, 57).

Se ha visto que las SGEC patrticipan en la activacion y diferenciacion de células T
CD4+ hacia linfocitos T cooperadores foliculares en ensayos in vitro (59), lo que a

su vez aumenta la supervivencia de linfocitos B (45, 57, 60). Asimismo, también se
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ha detectado la participacion de las SGEC en la diferenciacién de linfocitos B
generando células linfoides que son semejantes a las encontradas en glandulas

salivales de pacientes con SS (5).

Como ya se habia mencionado, ciertas citocinas se encuentran expresadas de
forma irregular en glandulas salivales de pacientes con SS, més especificamente
se habla de IL-7, IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23 las cuales se ha demostrado que se
encuentran implicadas en funciones atipicas por parte de linfocitos Ty B lo que a
su vez puede favorecer la neogénesis linfoide (46, 61, 62).

1.5.2.2 Neuroendocrino
Una teoria desde el punto de vista neuroendocrino enfoca su atencion en la
relacion que existe entre hormonas y neuropéptidos con la funcién de las

glandulas exocrinas para explicar la etiopatogenia de la enfermedad (63).

Esta teoria tiene a su favor el hecho de que existen algunos pacientes con SS que
no exhiben (0o son minimos) signos histopatologicos de inflamacion pero si
presentan sintomas sicca, lo cual pondria en duda la teoria que menciona que la

enfermedad deriva de la aparicion de inflamacion (64).

1.5.2.3 Infecciones virales

Las células epiteliales juegan un papel importante en el desarrollo del SS, no
obstante, a la fecha no se ha determinado una razon clara por la cual dé inicio la
activacion de estas. Una explicacion posible es que sufran infecciones virales
latentes (45).

Estudios histopatoldgicos en pacientes con SS, que han avalado la idea de que las
infecciones virales representan un mecanismo de la etiopatogenia del SS, exhiben
la presencia de moléculas relacionadas con una firma de interferon (IFN) tipo |y
tipo 1l (esencialmente IFN-B e IFN-y, respectivamente) en células epiteliales
glandulares como inmunitarias (solo tipo Il); asi como una prominente expresion
constitutiva del receptor 3 de tipo Toll (TLR3) en SGEC (65, 66).

Una de las causas por las cuales se considera que el mecanismo etiopatogénico

del SS se basa en infecciones virales es debido a que son precisamente los
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tejidos de las glandulas salivales sitios blanco de este tipo de infecciones (67). Se
han propuesto un gran namero de virus involucrados, algunos de ellos pueden ser
los miembros de la familia Herpesviridae, Epstein-Barr (EBV) o el virus del herpes
humano 6 (HHV6) como candidatos a ser los detonadores de la alteracién inmune
en el SS. Sin embargo, es complicado establecer un papel causal debido a que
estos virus se presentan con frecuencia en poblacién sana que no desarrolla SS a
futuro (68). Asi mismo, cabe destacar que los retrovirus son capaces de propiciar

respuestas inmunitarias aberrantes, lo que deriva en autoinmunidad (69).

1.5.2.4 Ceélulas centinelas
Asi mismo, se han presentado modelos experimentales que demuestran la
participacion de células centinelas (células dendriticas clasicas y plasmocitoides)

en la activacion inmunitaria relacionada con el SS (46).

En glandulas salivales inflamadas de pacientes con SS se han encontrado células
T secretoras de IFN-y e IL-17, que se asocian al dafio tisular ocasionado en esta
patologia. Adicionalmente, existe una fuerte asociacion genética entre
polimorfismos en genes de HLA de clase | y Il y la susceptibilidad a presentar SS,
lo que sugiere la participacion de células T y células presentadoras de antigeno en
la etiopatogenia del SS (58, 70).

Cabe mencionar que los linfocitos encontrados en infiltrados de glandulas salivales
varian de acuerdo con la gravedad de la lesion. Se han detectado células T y
células dendriticas interdigitantes, asi como células B y macrofagos en lesiones
leves y graves, respectivamente. No obstante, son los linfocitos T y B las células
gue predominan en los estudios histopatoldégicos realizados a este tipo de

pacientes (71).

Un resumen general de la actuacion de células del sistema inmunitario y su

interaccion con SGEC en el SSp se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Papel de SGEC y las células inmunitarias en la patogenia del SS. Figura extraida y
adaptada al espafiol de Sandhya P. (2017) (72).

Hasta el momento se sabe que las células epiteliales (en los extremos izquierdo y derecho de la
imagen) participan en el desarrollo del SS a través de multiples mecanismos. Uno de ellos es el
reclutamiento de células inmunes a las glandulas salivales mediante moléculas de adhesion,
citocinas proinflamatorias y quimiocinas como CCL17, CCL19, CCL21 y CCL22 que se encargan
de la infiltracién de DC, y CXCL13 que, ademas, propicia la infiltracion de células B y favorece la
formacién de estructuras linfoides. Adicionalmente la produccion de IFN-y por SGEC, células NK,
DC vy linfocitos TH1 promueve la expresion de CXCL9 y CXCL10 que median la localizacién de
linfocitos T provenientes de la circulacion.

Al igual que una célula presentadora de antigeno profesional, las SGEC expresan moléculas MHC
de tipo Il y moléculas co-estimuladoras. La regulacién de linfocitos T se encuentra mediada por
PTPN22, CTLA4 y GTF2I, siendo este ultimo un factor de transcripcion también presente en
linfocitos B. En el caso del SS se han encontrado presentes las subclases de linfocitos TH1 y
TH17, los cuales, a su vez, amplifican el ambiente proinflamatorio mediante la secrecién de
citocinas como IL-22 e IFN-y. STAT4 trasmite sefiales en respuesta a IL-12 lo que favorece la
diferenciacion hacia células TH1 productoras de BAFF, asi como IFN-y y TNF-a, que inducen la
apoptosis de las SGEC mediante la interaccion de FAS con su ligando (presente en SGEC, células
T y NK) lo cual conlleva Unicamente a la apoptosis de la SGEC (pero no la de linfocitos debido a su
elevada expresion de bcl2) liberando antigenos intracelulares que son presentados por DC a
linfocitos T y que, en Ultima medida, favorece la generacién de autoanticuerpos (RF, anti-La y anti-
Ro0). Un evento similar ocurre cuando se reconocen acidos nucleicos liberados por apoptosis o de
procedencia viral que hacen que las DC plasmocitoides (pDC) expresen IFN-a, lo que, a grandes
rasgos, genera el mismo efecto que el observado para IFN-y.

Otras células participantes son los linfocitos T foliculares (TFH) generados en respuesta a IL-6 e
ICOSL expresado por las SGEC. Estos linfocitos favorecen la activaciéon de células B y la
formacién de centros germinales ectdpicos mediante la produccién de IL-21.

Por otro lado, el papel que juegan las células NK es mediante la interaccion de su receptor
activador de células NK (NCR30) con su ligando B7-H6 presente tanto en células epiteliales como
en DC, con lo cual produce IFN-y que favorece ain mas la destruccion de SGEC.

13



1.6 Genética del SS

Para finales de la década de 1940 se determind la mayor prevalencia del SS en
mujeres que en hombres, ademas de que se precisO que se trataba de una
enfermedad que de manera crénica afectaba distintas partes del cuerpo (v. Tabla
1) (73), pero fue 30 afios mas tarde cuando se encontr6 una asociacion entre
genes especificos del HLA con enfermedades autoinmunes y fue esta la primera
asociacion publicada que relacionaba la respuesta inmunitaria con la patogenia del
SS (74-76).

Actualmente, se sabe que, en otras enfermedades autoinmunes relacionadas con
el SS como el LES y la AR, existen mdultiples asociaciones genéticas que son
congruentes con la complejidad de la enfermedad, por lo que es de esperar que
en el SS también se encuentre una amplia gama de polimorfismos que estén

asociados con su desarrollo (5).
¢, Qué es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)?

Las secuencias de DNA son susceptibles a variaciones de distintos tipos entre las
gue se encuentran inserciones (donde se inserta uno o0 mas nucleotidos),
deleciones (se elimina uno o mas nucleétidos), repeticiones (se repite una
secuencia de dos 0 mas nucleotidos), entre otras (77, 78). Otro tipo de variaciones
son los SNPs (por sus siglas en inglés: single nucleotide polymorphisms) que,
como su nombre lo indica, corresponden a cambios en un dnico nucleétido (77) y
son capaces de generarse en cualquier region del gen. Evidentemente, el efecto
del SNP dependera de la region afectada; es decir, un SNP localizado en un intrén
(seccién no codificante) no afectara la secuencia de aminoacidos, no obstante, se
sugiere que una variacion en esta region podria afectar la regulacion del gen. Por
otro lado, un SNP localizado en un exon tiene la posibilidad de generar un cambio
en el aminoacido codificado; sin embargo, también cabe la posibilidad de que se
mantenga la secuencia intacta debido a que el cédigo genético tiene la
caracteristica de ser “degenerado” y, por lo tanto, a pesar de que se presente un
cambio en el codoén original, el triplete puede seguir codificando para el mismo

aminoacido (79).
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En este punto es importante aclarar que existe una diferencia bien marcada entre
conceptos que usualmente suelen ocuparse como sinénimos, “mutacién” vy
“polimorfismo” ya que las dos se refieren a una variacidén en la secuencia de DNA.
El término “mutacion” corresponde a variantes que son poco comunes entre la
poblacion (se definen con una frecuencia alélica de menos del 1%), por otro lado,
los “polimorfismos” se describen como aquellas variantes que estan presentes en
al menos 1% de la poblacion (79). Para el presente proyecto y por simplicidad se
hace referencia al “alelo mutado” como el alelo que presenta la variacién, pero
siempre tomando en cuenta que no es a una mutacién sino a un polimorfismo al

gue nos estamos refiriendo.

Ahora bien, si un SNP consta de un unico cambio de base, las posibilidades del
resultado son dos, un alelo mayoritario y uno minoritario, siendo el alelo minoritario
el que se deriva de la variacion y que, por lo tanto, genera el riesgo de desarrollar
la enfermedad (no obstante, una variacion también tiene la posibilidad de conferir
proteccion), de tal forma que se esperaria encontrarlo en menor proporcion en
sujetos control. Ademas, debido a nuestra naturaleza diploide, se obtienen tres
posibles genotipos: homocigoto del alelo mayoritario, heterocigoto u homocigoto
del alelo minoritario con los cuales se pueden analizar algunos modelos de
herencia que nos permiten identificar la relacion que existe entre el genotipo y el
fenotipo observado. Entre estos modelos se encuentran el modelo dominante,
recesivo, codominante y aditivo (79). Para fines practicos, el presente estudio
Unicamente evalla los dos primeros modelos ya que el objetivo del estudio es
determinar la asociacion del SNP con el riesgo del desarrollo de SS y establecer el
modelo de herencia que sigue el polimorfismo considera una mayor cantidad de

estudios estadisticos de indole epidemioldgica.

e Modelo dominante: supone que es necesaria una sola copia del alelo

mutado (minoritario), para conferir riesgo de desarrollar la enfermedad. Por
lo que para los grupos que presentan el genotipo heterocigoto y homocigoto

para el alelo minoritario, el riesgo es el mismo (es insignificante la dosis en
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la que se presenta el alelo minoritario). La disposicion de este modelo
resulta:
homocigoto del alelo mayoritario frente al heterocigoto sumado al
homocigoto del alelo minoritario

Debido a que, tanto el genotipo heterocigoto (alelo mayoritario + alelo
minoritario) como el homocigoto minoritario (ambos alelos minoritarios)
poseen al menos una copia del alelo mutado, ambos se consideran como
un mismo grupo y este se compara con aquel grupo donde no se espera
riesgo, el genotipo mayoritario (ambos alelos mayoritarios o wild type), que
no posee ninguna copia del alelo mutado.

e Modelo recesivo: implica la presencia de ambas copias del alelo mutado

para generar efecto (la dosis en la que se muestra el alelo minoritario es
indispensable). Esto quiere decir que aquellos sujetos que exhiben un
genotipo heterocigoto estan exentos de riesgo. En este caso el modelo se
presenta de la siguiente forma:
homocigoto del alelo mayoritario sumado al heterocigoto frente al
homocigoto del alelo minoritario

e Modelo codominante: este modelo considera que cada uno de los genotipos

posibles genera un riesgo individual diferente, por lo que la estructura de

dicho modelo es la siguiente:

homocigoto del alelo mayoritario frente al heterocigoto frente al homocigoto
del alelo minoritario

e Modelo aditivo: determina que el riesgo incrementa cuando se agrega una

copia del alelo minoritario de forma aditiva, es decir el riesgo aumenta de un
sujeto con fenotipo heterocigoto a uno con un fenotipo homocigoto para el
alelo minoritario y la estructura del modelo es:

homocigoto del alelo mayoritario sumado al heterocigoto sumado al

homocigoto del alelo minoritario (79)

Afortunadamente, hoy en dia se cuentan con herramientas cada vez mas precisas
y accesibles como, por ejemplo, los estudios de asociacion de todo el genoma

(GWAS) los cuales permiten a la comunidad cientifica realizar estudios que
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ayuden a comprender el vinculo genético de los procesos involucrados con el
sistema inmunitario tanto innato como adaptativo en el SS y otros trastornos (80,
81).

El primer estudio realizado a pacientes con SS mediante la herramienta de GWAS
se realiz6 en sujetos de origen europeo; se analizaron diez mil muestras de
pacientes y controles sanos. Este estudio, realizado por el grupo de Silvis, et al.,
de la Fundacion de Investigacion Médica de Oklahoma, obtuvo resultados
sorprendentes, se identificdé que la mayor asociacion era con genes de la regién
HLA. Ademas, una asociacion fuerte fue obtenida para IRF5-TNPO3, STATA4,
IL12A, FAM167A-BLK, DDX6-CXCR5 y TNIP1 los cuales superaron el umbral de
Genome Wide Significant (GWS) de p<5x10-8. Otros 29 genes mas demostraron
una asociaciéon importante de p<5x107~ entre ellos se destacan TNFAIP3, PTTG1,
PRDM1, DGKQ, FCGR2A, IRAK1BP1, entre otros (82).

Un segundo estudio que parti6 de un analisis GWAS contd con muestras de
pacientes con SS y controles de origen Chino Han. Para este proceso se
analizaron dos cohortes; la primera, contaba con 542 casos y 1,050 controles,
mientras que la cohorte correspondiente a la etapa de validacion/replicacion fue de
1,303 casos y 2,727 controles. Genes asociados ya descritos en el primer estudio
GWAS tales como STAT4, TNFAIP3 y otros genes pertenecientes al grupo del
MHC se confirmaron y algunos mas (entre los que se encuentra IRF5) fueron
excluidos como genes de susceptibilidad en esta poblacion. No obstante, también
se obtuvieron resultados inéditos, ya que se identific6 por primera vez la
asociacion del gen GTF2l en el desarrollo de la enfermedad. A partir de los
resultados obtenidos para ambas poblaciones se sugiri6 que la susceptibilidad
podia ser dependiente de la etnia, sin embargo, hacian falta mas estudios para

corroborar dicha informacion (83).

Actualmente, dentro de la genética del SS se han estudiado multiples genes
candidatos, entre los cuales, los mas relevantes dentro de la respuesta inmunitaria
son MBL, TNFA y TNFAIP3; mientras que, por parte de la respuesta inmunitaria
adaptativa encontramos a BAFF, CTLA4, FAS, GTF2I, IL-10, PTPN22 y STAT4.
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1.6.1 GTF2I

Ubicado en el brazo largo del cromosoma 7, en la banda citogenética 11.23
(Figura 2), este gen posee un total de 35 exones y una longitud de 4,515 nt. Corre
en direccion 5-3’, por lo que se encuentra dentro de la cadena principal
(considerando que el DNA estad formado por una doble cadena que se lee en
direccion 5 a 3" y que la nomenclatura de un locus para cada brazo del
cromosoma se escribe considerando como punto de inicio el centrémero del
cromosoma y como punto final el telomero, en el presente estudio, a la cadena
gue va en direccion 5’ (centrémero) -3’ (teldbmero) se le nombra cadena principal y
a la que va de 3’-5’ se le denomina complementaria) y los genes que lo flanquean
son GTF2IRD1 por el extremo 5’ y NCFI en el extremo 3’ (84).

p22.3  p221 p21.3 pIE3 pISZ  pld.3 pld pI2 123 pll2  qll1 qn.21 qi23  q2lN 2112 q21.2 q22.] q22.2 q311  q31.31 q31.33 q323 934 q35 q38. q36.2
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GTF2I

Figura 2. Cromosoma 7 en donde se representa la posicion del gen GTF2I. Figura extraida de la
base de datos Genome Data Viewer (85).

Codifica una fosfoproteina de 998 aa designada
como Factor de transcripcion general Il-1, la cual
contiene seis motivos repetidos caracteristicos
(Figura 3) (86). La proteina codificada actua K\\ 5

como regulador de la transcripcion mediante su

unibn a elementos propios del promotor

(elemento iniciador: Inr y al elemento E-box) (84) _ )
Figura 3. PDB de la proteina

en células T y B (87, 88). Especificamente la union  codificada por el gen GTF2I. La

prediccibn de la estructura se
de este factor a los elementos de control de actualizé por ditima vez el 1 de

. . ] . . julio de 2021 con AlphaFold v2.0.
inmunoglobulinas rio abajo (DICE por sus siglas Jtllo ce con Alpharelcy
en inglés Downstream Immunoglobulin Control Element) resulta trascendente en la
transcripcion de la cadena pesada de la inmunoglobulina 1IgG (88, 89), lo que

destaca su importancia en la generacion de anticuerpos.

Uno de los SNPs que cuenta con un mayor numero de estudios publicados es el
rs117026326 que genera un cambio de Citocina (C) por Timidina (T), o C>T, en la
posicion 7:74711703 (cromosoma:par de bases) dentro del noveno intron del gen.

18



Cabe destacar que aun se desconoce la forma en la que el SNP modifica la
funcionalidad del gen (90), sin embargo, su localizacion sugiere que al no
modificar la secuencia la proteina codificada por no encontrarse en un exoén si

podria afectar la regulacion en la expresion génica (91).

1.6.2 STAT4

El gen de STAT4 designado transductor de sefial y activador de la transcripcion 4
se localiza en el brazo largo del cromosoma 2 en las bandas citogenéticas 32.2 a
32.3 (Figura 4) con una longitud total de 2,560 nt que integran 30 exones. Corre en
direcciéon 3’-5’, encontrandose dentro de la cadena complementaria. En su

extremo 5’ lo flanquea el gen CAVIN2 y en su extremo 3’ el gen STAT1 (92).

p253 p250 p23.2 p233  p222 p21 PIE2 PIS PI33 P12 P2 pld G2 qI22 qI3 q¥2  q210 213 q223 281 q24.3 q310 q313 9322 331 333 q35 361 9370 9373

w1 1 1 ™ u 1 1 1 T r e

STATA

Figura 4. Cromosoma 2 en donde se representa la posicién del gen STAT4. Figura extraida de la
base de datos Genome Data Viewer (93).

La proteina codificada consta de 748 aa y pertenece a la familia STAT de factores
de transcripcion (92), dicha proteina se encuentra representada en la Figura 5
(94).

Este factor de transcripcion transmite sefiales inducidas por citocinas y factores de
; crecimiento, que promueven su
fosforilacion mediante cinasas asociadas
al receptor con lo cual se generan homo y

heterodimeros, una vez en esta

conformacién pueden ser transportados

Figura 5. PDB de la proteina codificada por el dentro del nlcleo donde finalmente

gen STATA4. La prediccién de la estructura se
actualizé por ultima vez el 1 de julio de 2021

con AlphaFold v2.0. la transcripcion (92).

cumplen su funcién como activadores de

Algunas de las citocinas que median su efecto son la interleucina 12 (IL-12), IL-23

e interferon de tipo 1 (95).
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Un dato peculiar es que la consecuencia de la activacibn mediante IL-12 es
impulsar la diferenciacion de células T cooperadoras (Thl) productoras de IFN-y a
partir de células TCD4* naive, lo que genera especial atencién debido a que son
precisamente las células Thl las que se cree que inducen una respuesta
autoinmune cronica tal como el SS (96). Ademas, se ha observado en pacientes
con SS que la firma de IFN se encuentra asociada con una mayor expresion de

genes de esta via (97).

Para el caso de la IL-23, el resultado que se obtiene es el desarrollo de células Th
secretoras de IL-17 (96). Ahora bien, debido a que tanto las células Th1l como las
Th17 son reguladores clave en la etiopatogenia del SS (70, 98), se cree que el
mecanismo por el cual este polimorfismo afecte la funcionalidad del gen sea

mediante una alteracion en la sefalizacion de estas vias (99).

Dos de las variantes mas analizadas hasta el momento son rs7574865, que
genera un cambio de Guanina (G) por T y rs7582694, que representa un cambio
de G por C de STAT4 (ambas en desequilibrio de ligamiento completo (LD)) se
encuentran en el tercer intron del gen (97, 99). Varios estudios destacan que
puede existir un vinculo entre el polimorfismo rs7574865 con niveles elevados de

MRNA, ademas de una mayor sensibilidad a IFN-a (100).

1.6.3 TNFSF13B (BAFF)

Localizado en el brazo largo del cromosoma 13, banda citogenética 33.3, (Figura
6), el gen TNFSF13B, tiene 2,576 nt de longitud. Se ubica en direccion 5’-3’ y por
lo tanto forma parte de la cadena principal, con los genes ABHD13 vy
LOC105370355 a los extremos 5’ y 3’ respectivamente (101).

p13 pl2 pl.2 plll gl g2 qi213 qi23 qI31  q133 q40 qid12 q142 q¥.3 q211 q21.2  q21.32 q221 q22.3 q311 g31.2 9321 @323 ¢332  q34
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TNFSF13B

Figura 6. Cromosoma 13 en donde se representa la posicion del gen TNFSF13B. Figura extraida
de la base de datos Genome Data Viewer (102).

La proteina codificada por este gen contiene 285 aa, es miembro de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) 13B isoforma 1 y se designa

factor activador de célula B (Figura 7 (103)). Estd ampliamente relacionada con la
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proliferacion, diferenciacion, activacion (101) y supervivencia de linfocitos B (en SS
favorece la resistencia a la apoptosis y aumenta la destruccion glandular). El rol de
BAFF en las células B es clave principalmente durante la enfermedad avanzada
(72).

La producciéon de BAFF mediante SGEC es
inducida por interferones. Las células dendriticas
(DC), macroéfagos, células T activadas y células
B también tienen la capacidad de producir BAFF
(104).

Uno de los SNP mas investigados hasta la fecha
es rs9514828, que ocasiona un cambio de C por

T, se encuentra en el extremo 5’ dentro de una
Figura 7. PDB de la proteina region reguladora en el primer exon del gen
codificada por el gen TNFSF13B. (105). El SNP esta presente en un sitio de union

Estructura cristalina del complejo
BAFF-BAFF-R. (Positions 142-285). caracteristico del factor nuclear kB, el cual
favorece la expresion del gen BAFF (106). Un
aumento en la expresion de BAFF favorece la patogenia del SS induciendo la
infiltracion inicial de linfocitos T en el tejido glandular e incluso el progreso de la
lesion glandular crénica (107). Cabe mencionar que su nivel de expresion esta
directamente ligado con los titulos de autoanticuerpos (108). Ademas, niveles altos
de s-BAFF en pacientes con SS favorecen la activacion del sistema de IFN tipo I,

suceso que se presenta en pacientes con autoanticuerpos positivos (109).

La alteracion en la funcionalidad del gen debida al polimorfismo, en especial la
hiperactividad, destaca por la presencia de centros germinales ectopicos
encontrados en glandulas salivales de pacientes con SS. Algunos estudios
proponen la presencia de plasmablastos en sangre, células plasméticas en

glandulas salivales (110) y linfocitos TCD8 activados en ambos (104, 111).

Cabe mencionar que existe un efecto pleiotropico de BAFF ya que no solamente
puede promover la reduccion en la apoptosis al mejorar la supervivencia de las

células B, sino que también es capaz de actuar como un inhibidor de su
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diferenciacion mediante sefiales reguladoras en eventos que no son dependientes

de linfocitos T y regular la secrecion de Ig de los centros germinales (109).

1.6.4 FAS

El gen que codifica FAS ha sido mapeado en el brazo largo del cromosoma 10, en
la banda citogenética 23.31 (Figura 8), con un total de 15 exones distribuidos en
los 26,262 nt de longitud del gen. Corre en direccién 5’-3’ y por lo tanto se
encuentra dentro de la cadena principal y como genes vecinos tiene a ACTA2-AS1
en el extremo 5’ y MIR4679-1 en el extremo 3’ (112).

pl53  plS1  pl pl3  pl233  pl22  pN23  pl.21 pl gl qn.2z  q211  q212 q221 q222 q223 q231 q2331 q23.33 q24.31 q251 q252 q26.12 q26.2 q263

FAS
Figura 8. Cromosoma 13 en donde se representa la posicion del gen FAS. Figura extraida de la
base de datos Genome Data Viewer (113).

La proteina codificada (335 aa de longitud), cuya representacion se muestra en la
Figura 9 (114), pertenece a la superfamilia 6

de receptores de TNF.

Es denominado receptor del factor de
necrosis tumoral y es importante en la
regulacion de la muerte celular programada

que ejerce cuando su dominio de muerte

interactia con su ligando formando un
Figura 9. PDB de la proteina codificada complejo de sefalizacion que contiene a la
por el gen FAS. La prediccion de la proteina asociada Fas (FADD), caspasa 8 y

estructura se actualizé por Ultima vez el 1

de julio de 2021 con AlphaFold v2.0. 10. Finalmente, la protedlisis de las caspasas
ocasiona una apoptosis extrinseca (112). Este suceso se lleva a cabo con el fin de
conservar la autotolerancia mediante la destruccién de células autorreactivas, es
por ello que alteraciones a este mecanismo favorecen la progresion de eventos

autoinmunitarios como podria ser el SS (115).

Dentro de los polimorfismos mas estudiados de este gen encontramos la variante -
670 (rs1800682) que produce un cambio de adenina (A) por G (A>G) (115). El

alelo mayoritario (wild-type) estd asociado a una alta afinidad del factor de
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transcripcion STAT1 con la secuencia consenso del sitio de activacién del IFN-y y
esto ocasiona una alta actividad transcripcional (116); es decir, favorece la
expresion del gen, ocasionando un incremento acelerado de los niveles de FAS en
su forma soluble (115). Cabe mencionar que algunos estudios plantean la idea de
gue un producto de splicing alternativo del mRNA de Fas puede funcionar como
un bloqueador de la apoptosis (117) lo que a su vez podria resultar inconveniente
pues este mecanismo altera la eliminacion de células autorreactivas y fomenta su
supervivencia. Adicionalmente, algunos autores apuntan a que los linfocitos
infiltrantes evaden el mecanismo de apoptosis aun cuando expresan Fas debido a
gue estan bloqueados de sufrir este evento (118). No obstante, se ha sugerido que
en el SS, el incremento en la expresion de Fas y su ligando generan la destruccién
de glandulas salivales por una apoptosis desmedida en células epiteliales (119).

1.6.51L10

Este gen se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1, en la banda
citogenética 32.1 (Figura 10) y contiene un total de 4,893 nt en los que se
disponen 7 exones. Como genes contiguos se encuentran a LOC105372878 en el
extremo 5’ y a LOC124904495 en el extremo 3’. Estos genes corren en direccion

3’-5’ y por tanto se encuentran dentro de la cadena complementaria (120).

p36.32 p36.21 p36.12 p35.] p34.2 p3IZ p3I22 p313 p311 P22.3 p22] p212 pIZZ pl2 qll qi2 q211 q21.3 9231 q23.3 q23.3 q25.3 q31.2 q321 q32.3 qd20 q42.2 43 ¥4
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Figura 10. Cromosoma 1 en donde se representa la posicién del gen IL-10. Figura extraida de la
base de datos Genome Data Viewer (121).

El producto de este gen corresponde a una citocina conformada por 178 aa, que
puede ser producida por monocitos y en menor cantidad por linfocitos (122-126).

La representacion de esta citocina se observa en la Figura 11 (127).

En las glandulas salivales la sintesis de IL-10 se lleva a cabo por células
infiltrantes TCD4* (Thl) que de igual forma son las responsables de la produccién
de IFN-y e IL-2 (128). Ademas, Fox et al, 1994 sugirid6 que estas células generan

alrededor de 40 veces mas mRNA que las mismas células pero de sangre
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periférica y en pacientes con SS, niveles elevados de sIL-10 que estan vinculados
con autoanticuerpos anti-Ro/SSA y anti-La/SSB (129).

Esta proteina, al igual que BAFF, presenta un
efecto pleiotrépico que tiene que ver con la

inmunorregulacion e inflamacion.

Entre sus mudltiples funciones estan la regulacion

negativa de la via de JAK-STAT, de citocinas

correspondientes a Thl (recordar que una
alteracion en la expresion de citocinas es Figura 11. PDB de la proteina
) _ _ ) codificada por el gen IL10. La
caracteristica en lesiones de tipo autoinmune prediccion de la estructura se
) } ) actualizé por Ultima vez el 1 de
(130)), MHC tipo Il y moléculas coestimuladoras julio de 2021 con AlphaFold v2.0.
presentes en macréfagos, ademas de que favorece
la supervivencia, proliferacién y produccion de inmunoglobulinas en linfocitos B y

bloguea la funcion de NF-kB (120).

Hasta la fecha, la mayor cantidad de estudios se centra en los SNPs -1082A>G
(rs1800896), -819C>T (rs1800871), -592C>A (rs1800872) y sus haplotipos, que se
encuentran relacionados con la produccion de esta citocina. En un estudio in vitro
se relacion6 un aumento en la expresion de esta proteina con genotipos 1082 GG
en comparacion con el genotipo AA en linfocitos de sangre periférica (131, 132).
Un dato que vincula el aumento de expresion de IL-10 con el desarrollo de la
enfermedad es que la destruccion glandular puede inducirse mediante la
expresion transgénica de IL-10, en mayor medida mediante un mecanismo de
ligando de Fas en células TCD4* que deriva en apoptosis e infiltracién de linfocitos
(133).

1.6.6 CTLA4

El gen de CTLA4 (proteina 4 asociada a linfocitos T citotdéxicos) se encuentra en el
brazo largo del cromosoma 2, banda citogenética 33.2 (134) tal y como se ilustra
en la Figura 12. En total cuenta con 4 exones distribuidos a lo largo de los 6,195 nt

del gen.
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Este gen corre en direccion 5’-3’ y por lo tanto se encuentra dentro de la cadena
principal. Como genes adyacentes estan presentes RNU6-47R4P e ICOS en el

extremo 5’ y 3’ respectivamente (134).

p25.3 p251 p23.2 p233  p22.2 P21 P2 pIS PIZZ pl2 P2 Pl qlZ qI22 qI3 q92  q210 q213 q22.3 23] 9293 q311 q313 322 q331 q333  q35 9360 370 4373
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Figura 12. Cromosoma 2 en donde se representa la posicion del gen CTLA4. Figura extraida de la
base de datos Genome Data Viewer (135).

Este gen codifica una proteina de 223 aa que trasmite una sefial inhibidora a
linfocitos T y pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Figura 13)
(136).

Esta proteina se expresa en la membrana de linfocitos T y esta conformada por un

dominio variable (V), un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica (134).

(r? s CTLA4 esta involucrado en la
N AN = regulacién positiva y negativa de

1/\, / v \.
linfocitos T. En especial, la regulacion

Figura 13. PDB de la proteina codificada por el en la proliferacion de estas células

gen CTLA4. La prediccion de la estructura se ., Ly
actualizé por dltima vez el 1 de julio de 2021 con Fepresenta una funcién critica para

AlphaFold v2.0. esta molécula (asi como de linfocitos
Treg) con el fin de conservar la tolerancia inmunitaria evitando enfermedades de
tipo autoinmune (137, 138). Por lo que CTLA4 se expresa en las células T

activadas y constitutivamente en las células Treg (139).

No obstante, CTLA4 también se ha relacionado con la regulacion de linfocitos B
debido a que estas células son capaces de expresarlo luego de interaccionar con

linfocitos T activados (140).

Se han realizado diversos estudios en torno a la asociacion de SNPs del gen
CTLA4 con enfermedades autoinmunes; sin embargo, los resultados tienden a ser

discordantes entre distintas poblaciones (141).

Entre los polimorfismos de CTLA4 con una mayor cantidad de estudios en

pacientes con SSp encontramos al SNP =319 C>T (rs5742909) que se asocia con
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una alteracion del sitio de unién del factor de transcripcion (142, 143), mientras
que +49 A>G (rs231775) presente en el exon 1, perturba la sintesis de la proteina
(144), y finalmente el polimorfismo +6230 G>A (CT60 G>A, rs3087243) reside en
la region 3’'UTR y cuyo alelo mayoritario se asocia con una disminucion del mRNA
(145, 146).

Es bien sabido que una de las teorias de la etiopatogenia del SS es mediante
infecciones virales y uno de los virus més estudiados al respecto es el virus de
Epstein-Barr (VEB), incluso se reportan estudios que han confirmado que la
alteracion genotipica en CTLA4 interviene en la respuesta inmunitaria a este virus
en pacientes con LES. Adicionalmente, se ha demostrado que la produccion de
autoanticuerpos anti-Ro se da como resultado a un mimetismo molecular entre

dicho virus y el antigeno Ro (140, 147).

1.6.7 PTPN22

El gen PTPN22 se asigna al brazo corto del cromosoma 1, en la banda
citogenética 13.2 (Figura 14), conformada por 24 exones a lo largo de los 57,951
nt. Como genes contiguos tenemos a BCL2L15 en el extremo 5, mientras que en
el extremo 3’ encontramos al gen RSBN1. Todos estos genes corren en direccion

3’-5’ por lo que se ubican dentro de la cadena complementaria (148).

p36.32 p36.21 p36.12 p351 p34.2 p33 p32.2 p313 p3ll p223 p221 p212 pl32 p12  qll qi2 q211 q213 q231 q233 243 q253 q312 321 q323 qd21 q422 qi3 q44
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Figura 14. Cromosoma 1 en donde se representa la posiciéon del gen PTPN22. Figura extraida de
la base de datos Genome Data Viewer (149).

PTPN22 (también conocido como Lyp) denominado proteina tirosina fosfatasa no
receptor tipo 22 (por sus siglas en inglés protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 22) es una fosfatasa intracelular exclusiva de linfocitos que
pertenece a la subfamilia de no receptor de clase 4, que a su vez forma parte de la

familia de la proteina tirosina fosfatasa (148, 150).
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e - En la Figura 15 se muestra la estructura de
| esta proteina: un PTP intracelular que se
compone de un dominio catalitico y uno no
catalitico (N y C-terminal,
respectivamente), a su vez, el dominio no

catalitico se conforma de cuatro dominios

Figura 15. PDB de la proteina codificada por ricos en prolina (151-153).

el gen PTPN22. La prediccion de la y _
estructura se actualiz6 por Gltimavez el 1 de La funcion de PTPN22 es desfosforilar
julio de 2021 con AlphaFold v2.0. . ) oo .,
cinasas involucradas en la sefalizacion de
linfocitos T como las cinasas de proteinas en tirosina Lck, Fyn y Zap-70. Esta
inhibicibn se logra cuando se une a la tirosina cinasa Src C-terminal (Cks,
supresor de cinasas que intervienen en la activacion de células T) (151-153) y
bloquea la activaciéon de linfocitos T impidiendo la sefalizacion del TCR por
desfosforilacion de Lck y Zap-70 (154). Adicionalmente, PTPN22 es capaz de
unirse a Grb2 (una molécula adaptadora denominada proteina 2 unida al recetor
del factor de crecimiento) que genera el mismo efecto reportado con la unién de
Csk (155). Es por esto que se cree que alteraciones en este gen podrian estar

ligadas con enfermedades de tipo autoinmune (148).

Una de las variantes mas estudiadas de PTPN22 corresponde a rs2476601
(C1858T; dsSNP no. rs2476601, R620W) que se encuentra en el primero (P1) de
los cuatro dominios ricos en prolina presentes en el dominio no catalitico. De
acuerdo con diversos estudios se ha concluido que este polimorfismo evita la
asociacion entre PTPN22 y Csk, lo que impide la inhibicion de la activacién en
linfocitos T (156). Datos adicionales presentados por Wang et al., 2013, proponen
gue derivado de la activacion del TLR se estimula la generacion de IFN tipo |
mediante la interacciéon de PTPN22 con TRAF-3 (factor 3 asociado al receptor de
TNF) y, por lo tanto, el polimorfismo asociado a este gen interrumpe la produccién
de IFN (157).
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1.7 Diagndstico (Criterios de clasificacién)

La razon por la cual no existen criterios de clasificacion universales para el

diagnéstico del SS se debe a que los signos y sintomas presentes en pacientes

son altamente variables, incluso dentro de una misma regién geogréafica (12).

Entre los criterios més utilizados para el diagndstico de SSp son:

1)

2)

3)

4)

Criterios de Copenhague: se trata de uno de los criterios mas antiguos
(1986) y abarcan signos de queratoconjuntivitis seca, lesiébn en GS vy flujo
salival completo no estimulado (158). En este punto puede apreciarse que
Unicamente se incluyen signos y quedan de lado los sintomas.

Criterios de clasificacion europeos: se propusieron diez afios después de
los criterios de Copenhague y fueron revisados hasta el afio 2002 por el
grupo de consenso americano-europeo (AECG). De acuerdo con este
criterio, el diagnostico de SSp puede cumplirse exhibiendo cuatro de los
seis items que incluyen evidencia subjetiva u objetiva de sequedad de ojos
(queratoconjuntivitis seca o xeroftalmia) y subjetiva de boca (xerostomia).
Los elementos finales incluyen una biopsia de glandula salival menor
positiva con una puntuacion de enfoque de =1/4 mm?, compromiso de las
GS mediante resultado positivo en la prueba de flujo salival completo,
sialografia parotidea o gammagrafia salival;, por ultimo, la presencia de
anticuerpos anti-Ro/SSA o anti-La/SSB. Siendo obligatoria la positividad en
la prueba de histopatologia o la presencia de anticuerpos (159).

Cohorte de Alianzas Clinicas Colaborativas Internacionales: propuesto por
la cohorte de la que deriva su nombre en 2012 y aprobado por el Colegio
Americano de Reumatologia. Basado en este criterio, el diagnostico de SSp
puede establecerse mediante la presencia de al menos dos de los
siguientes signos: anticuerpos anti-Ro/SSA y/o anti-La/SSB positivos, o RF
positivo y anticuerpos antinucleares (ANA) positivos; biopsia positiva de GS
menores con una puntuacién de foco de 21/4 mm?; y queratoconjuntivitis
seca con puntuacion de tincion ocular de 23 (160).

Criterios del American College of Rheumatology - European League Against

Rheumatism: ACR-EULAR (2016): Algunas de las ventajas que representa
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el uso de estos criterios se encuentran: flexibilidad en pruebas de
diagndstico, mantiene un alto grado de sensibilidad (96%) y especificidad
(95%) (2) y una apropiada evaluacion de signos de xeroftalmia y
xerostomia. Para un diagndstico concluyente, se requiere cumplir cuatro de
los seis criterios siguientes (que incluyan histopatologia o autoanticuerpos):
sintomas oculares, sintomas orales, signos oculares, histopatologia,
afectacion de las GS y autoanticuerpos; o 3 de los cuatro ultimos (dominios
objetivos) (4).

A los criterios establecidos por el Consenso Americano-europeo Yy la Cohorte de

Alianzas Clinicas Colaborativas Internacionales se les realizaron estudios de

validacion que arrojan resultados prometedores pues ambos criterios de

diagnostico presentan una elevada sensibilidad y especificidad (superior al 90%)
(160, 161).

Existen otros criterios como:

Preliminary criteria for the clasification of SS (European Community, 1993) y
Criteria for SS proposed by the European Community Study Group in 1996:
Para 1988 el Grupo de Estudio Europeo sobre Criterios de Clasificacion
para SS emprendi6 un estudio conformado por cuatro objetivos, elaborar un
cuestionario sobre los sintomas de sequedad, elegir cuales eran las
pruebas o6ptimas para el diagnostico, definir y validar los criterios de
diagnostico agrupados. Durante el tiempo que demoraron en alcanzar
dichos objetivos se unieron diversos centros europeos y un alto nimero de
pacientes y controles (159). Una segunda fase del estudio pretendia
mejorar la sensibilidad y especificidad de los criterios establecidos en la
primera fase y dicho propdésito se alcanzé entre 1993 y 1995.

Sin embargo, se comenté que no todos los items eran especificos de
pacientes con SS (sintomas oculares y orales, signos oculares y afectacion
de GS), lo que advertia que, de no cumplirse con los otros dos items, que si

eran caracteristicos del SS, (sialoadenitis focal y anticuerpo anti-Ro/La)
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cabia la posibilidad de introducir sesgo en la determinacion de la
enfermedad. Ademas, se planteaba de la posibilidad de excluir sujetos con
SS que no presentaran sintomas debido a que solo debian cumplirse cuatro
de los 6 items y solo dos eran subjetivos (159).

= Californian criteria: propuestos por Fox RI. (162) y luego adoptados por el
European Study Group en el conjunto de criterios preliminares (159).
Proponen los siguientes criterios:

1. Signos positivos de queratoconjuntivitis sicca (de acuerdo con
prueba de rosa de bengala o tincion con colorante de fluoresceina);

2. Evidencia objetiva de reduccion de flujo salival,

3. Biopsia de GS menores, (la muestra debe contener como minimo 4
l6bulos de GS evaluables con un promedio de al menos 2 focos/4
mm?);

4. Evidencia de afectacion sistémica que viene dado por la aparicion de
autoanticuerpos, como RF y/o anticuerpo antinuclear (162).

Para estos criterios hay dos categorias, SS definitivo y posible, para el
primero se requiere cumplir con la totalidad de items, mientras que para el

segundo solo se necesita cumplir con tres (162).

En conclusion, hay una gran variedad de presentaciones de esta enfermedad
entre los pacientes, pero en general un diagnostico definitivo de SS requiere la

presencia de:

e sintomas de Sicca determinados,
e evidencia objetiva xerostomia y xeroftalmia (ojos y boca secos) y

e evidencia analitica de autoinmunidad (4).

1.8 Tratamiento

El SS se ha catalogado como una enfermedad incurable y hasta la fecha no existe
ningun tratamiento que modifique la progresion de la enfermedad, por lo que los
tratamientos disponibles Unicamente se encargan de controlar los sintomas (4,
163).
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No obstante, existe una guia de préctica clinica (GPC) elaborada por la Fundacion

del SS de EE. UU (164) que menciona algunos tratamientos sugeridos como:

Manejo oral: se sugiere el uso de fluoruro tépico (previene la caries dental),
agentes remineralizantes, enjuagues de clorhexidina (antimicrobiano) y
pastillas sin azlcar (estimulantes de secrecidén salival) o secretagogos
orales (agentes muscarinicos para la estimulacion de las glandulas:
pilocarpina, cevimelina) (4, 165, 166), asi como una correcta higiene bucal y
saliva artificial (4).
Guia ocular: es conveniente el diagnostico realizado por un especialista
oftalmélogo que se encargue de esclarecer tanto el mecanismo de
sequedad (deficiencia de lagrima acuosa u 0jo seco evaporativo) como la
gravedad y con ello determinar el tratamiento apropiado a cada caso (167).
o Para casos leves a moderados se recomienda el uso de sustitutos de
lagrimas  tOpicas, geles y unglentos nocturnos, gotas
antiinflamatorias (ciclosporina tépica y/o gotas oftalmicas con
esteroides) y/o suplementos orales que contengan acidos grasos
esenciales como omega 3.
o Para casos moderados a graves sugiere la oclusion puntual (bloqueo
de los conductos de drenaje lagrimal) mediante tapones o
cauterizacion, empleo de lagrimas hechas a base de suero autélogo
0 secretagogos orales y para casos extremos se prescriben
antiinflamatorios sistémicos o cirugia de parpados (11).
Tratamiento vaginal: se aconseja el uso de humectantes no hormonales o
terapia de reemplazo hormonal (mujeres posmenopausicas) (4).
Manejo psicolégico: son recomendados el autocuidado, ejercicio Yy
fisioterapia (4).
Otros tratamientos sistémicos incluyen:
o Hidroxicloroquina: dolor musculoesquelético y artritis inflamatoria
leve (168).

o Esteroides con o sin tratamiento inmunosupresor adicional.
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o Prednisolona oral: pacientes con respuesta alterada a otros
Inmunosupresores.

o Metotrexato: artritis inflamatoria.

o Azatiorina, micofenolato y cliclofosfamida: = complicaciones
sistémicas.

o Estudios piloto con TNF-a (4).

o Rituximab (RTX): enfermedad sistémica grave (169).

Debido a que otras enfermedades autoinmunes similares al SS, como lo es la AR,
han tenido éxito con el tratamiento basado en compuestos bioldégicos (como
abatacept y rituximab), se pretende desarrollar este tipo de terapia enfocada en
modificar las vias de hiperactividad de células B, coestimulacion en células T y
alteracion en la expresion de citocinas proinflamatorias (Figura 16) (170). Sin
embargo, a pesar de que los ensayos clinicos realizados con este tipo de
compuestos (estudios abiertos y ensayos controlados aleatorios: ECA) han
obtenido resultados alentadores, hoy en dia no se cuenta con la aprobacion de

este tipo de tratamiento orientado al tratamiento del SS (171).

La importancia de la alteracion en la funcidon de las células B en el SSp se
manifiesta en uno de los items establecidos como obligatorios para declarar la
enfermedad como SS de acuerdo con los criterios de clasificacion ACR-EULAR.
Este criterio requiere la presencia de por lo menos uno de los dos elementos
siguientes, una sialoadenitis linfocitica focal (FLS) en la biopsia de GS labiales
(asociada con una acumulacién de células B) o anticuerpos anti-SSA/SSB
positivos (172). Es por esta razén que el empleo de rituximab (provoca la
destruccion de linfocitos B debido a que actua sobre la proteina CD20 importante
en la proliferacién y diferenciacion de estas células) se ha vuelto ampliamente
estudiado (173) y actualmente es admitido en el tratamiento de neoplasias de
células B como el SS (ya que su efecto se asocia con una mejora significativa)

(174-177) y otras enfermedades autoinmunes como la AR (178).
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Antigen presenting cells T cell co-stimulation Figura 16. Demostracion de terapias
biolégicas evaluadas clinicamente para
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CD80/86

primario (SSp) y sus moléculas diana.
Figura extraida y adaptada al espafiol
o de Chowdhury F. 2021 (171). EIl
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//}‘ l‘ e prevencion de la expresion de BAFF,
que a su vez puede ser el objetivo de

la terapia con belimumab.
El abatacept, es otro medicamento aprobado para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes como la AR (con resultados positivos en estudios preliminares en
pacientes con SS), actia como inmunomodulador inhibiendo la activacion de

linfocitos T debido a que interfiere en la union de CD28 (179).

Otros blancos terapéuticos recaen sobre la alteracion de la funcién glandular
mediante citocinas, tales como la familia del IFN, la familia del factor de necrosis
tumoral (TNF) y las familias de IL-6, IL-2, IL-10 e IL-17 (180) (181-183). Un
ejemplo es mediante el bloqueo de la via JAK/STAT que obstaculiza el mecanismo
mediado por el IFN (181). Cabe destacar que algunos tratamientos ya probados,
tales como Tofacitinib (inhibidor de JAK) y Filgotinib (inhibidor de JAK1 que
también favorece la disminucion de la activacion de BAFF), han demostrado
mejorar los sintomas caracteristicos (184, 185), ademas de que ya han sido

aprobados para el tratamiento de la AR (186).

Belimumab, un mAb IgGiA soluble ha demostrado tener un efecto positivo en
pacientes con LES mediante la neutralizacion de BAFF (187, 188) por lo que

también se ha considerado su empleo en pacientes con SS (189).

Otro anticuerpo monoclonal que ha sido estudiado para el tratamiento de SS (y

AR) (190-192) es tocilizumab (antirreceptor de IL-6), ya que el efecto sobre esta
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citocina (presente en suero, salivay GS de pacientes con SS) (193, 194) se asocia
con una modulacion en la polarizacion de células Tfh (5), activacion de las células

B y la generacién de autoanticuerpos (195)

1.9 Revision sistematica y meta-analisis

Una revision sistematica se refiere a una investigaciéon que, como su nhombre lo
indica, se efectla mediante una serie pasos metédicos pre-establecidos, esto con
el fin de reducir al minimo el sesgo en la exploracién de estudios sobre algun tema
en particular, lo que le brinda la caracteristica de ser reproducible. Es frecuente
encontrar estas revisiones sisteméticas acompafiadas de un meta-andlisis que
complementa la investigacion, ya que sintetiza la informacion obtenida en la
totalidad de los estudios mediante técnicas estadisticas (196, 197) con el fin de

determinar la consistencia y diferencias entre los estudios (198).

La revision sistematica tiene como base una pregunta de investigacion
fundamentada en la estrategia PICO, que da paso al establecimiento de criterios
de elegibilidad y exclusion. Ahora bien, para la realizacion de esta investigacion se
sugiere la elaboracion de un protocolo (que posteriormente se registra en la
pagina de PROSPERO o similar, con el fin de constatar que se llevé a cabo la
investigacion con base en lo planeado) en el que se determine, entre otros
aspectos, el fundamento de la revision, la pregunta PICO, criterios de inclusion y
exclusion, la estrategia de busqueda, metodologia y andlisis de datos (199-201).
Este tipo de protocolos pueden realizarse apoyandose en las recomendaciones
propuestas por PRISMA (197, 198, 202-204).

El paso inicial en la realizacién de la revision sistematica es precisar la pregunta
de investigacion que parte del significado del acronimo PICO (en inglés:
patient/population, intervention, comparison y outcomes), lo que delimita la
poblacidn, la intervencion en estudio, la comparacion mediante la cual se exhibe la
diferencia entre las intervenciones y el desenlace o resultados obtenidos en la
poblacién. Adicionalmente, mediante este proceso se permite definir el disefio de

estudio que mejor se acopla a la resolucion de la pregunta (205, 206).
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El segundo paso corresponde a determinar la estrategia de busqueda que incluye
el establecimiento de las bases de datos empleadas (a menudo se recurre a varias
bases de datos relevantes (206)), el idioma (198-200) y el intervalo de tiempo que
se va a considerar de acuerdo con la publicacién de articulos méas reciente, esto
con el fin de considerarlo en su reproducibilidad. El desarrollo de esta etapa
consiste en detectar sinbnimos y diferentes formas de escritura de los términos
relacionados con la investigacién para cada uno de los items de PICO, ademas de
realizar combinaciones de estas palabras mediante operadores booleanos
integrados en las bases de datos. Asi mismo, es digno de mencién que esta etapa
no esté definida desde el inicio de la investigacion (197, 206).

El siguiente paso es la localizacion y seleccion de estudios de acuerdo con los
criterios de elegibilidad. Para esto se genera una lista con los titulos y resimenes
de la totalidad de articulos encontrados en las bases de datos, de los cuales se
iran filtrando aquellos que cumplan con dichos criterios y se desecharan aquellos
gue no lo hagan (se debe puntualizar cuales fueron estos estudios y una breve
explicacion del motivo de la exclusion). Este proceso sera realizado por al menos
dos evaluadores (o tres en el caso de existir diferencias de consenso).
Posteriormente, se examinan los articulos seleccionados para una lectura
completa y detallada que ayude a verificar el cumplimiento de los criterios de
elegibilidad (198, 199, 206, 207).

Posteriormente, se lleva a cabo la extraccion de datos para lo cual se maneja un
formato estandar. En este punto se considera la opcion de dirigirse a autores de
publicaciones que no se encuentran disponibles o cuyos datos se consideran
ambiguos (198-200).

A continuacion, se efectia la evaluacion de la calidad de cada una de las
publicaciones incluidas (198-200). Entre las herramientas utilizadas para la
valoracion de estudios no experimentales se encuentra la escala Newcastle-
Ottawa (198, 208). Es importante destacar que la calidad final del metaanalisis se

encuentra directamente relacionada con la calidad en la metodologia empleada en
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cada uno de los pasos dispuestos en la revision sistematica, asi como de la

calidad de cada uno de los estudios que integran el metaanalisis (209).

Seguidamente se analizan y presentan los resultados mediante programas
estadisticos como Stata o RevMan (200, 207). Para ello se determina el modelo
estadistico a utilizar de acuerdo con los datos recabados, es decir, se emplea un
modelo de efectos fijos cuando se considera que la Unica variacion entre datos es
debida al azar, o un modelo de efectos aleatorios que es empleado cuando se
considera que ademas de esta variacion, existe otro motivo por el cual se presenta
cierta heterogeneidad entre los estudios y en este caso, se calculan resultados
con un intervalo de confianza (IC) mas amplio. Por ejemplo, cuando los estudios
tienen un objetivo similar o no es exactamente el mismo, cuando los pacientes y la
enfermedad no son exactamente los mismos en cuanto a sus caracteristicas,
cuando las mediciones no son realizadas exactamente de la misma manera, entre
otros (210).

Dicho esto, también debe considerarse la naturaleza de los datos recabados, ya
gue si se trata de datos continuos se exponen medias aritméticas y desviaciones
estandar, por otro lado, si se desea calcular el tamafio de efecto para datos
dicotdmicos se puede expresar usando riesgos relativos (RR), odds ratios (OR),
reduccion absoluta del riesgo (RAR) con su respectivo IC (198). Estos resultados
se presentan tanto de forma cuantitativa como en una representacion grafica

(diagramas Forest Plot, Figura 17).

Las graficas de Forest plot son utilizadas para evaluar la homogeneidad entre
estudios ya que exhiben las diferencias de efecto entre ellos. Muestran una linea
central que representa la igualdad de efecto (o la ausencia de diferencias) entre
grupos lo que nos ayuda a determinar a qué efecto favorece cada estudio. Para el
caso de medias o porcentajes esta linea se posiciona en el valor de cero, mientras
gue para medidas relativas del riesgo se centra en el valor de uno. Los cuadrados
indican el valor del efecto individual por estudio y cada uno se encuentra acotado
por una linea que representa su intervalo de confianza. El tamafio de cada

cuadrado depende del tamafio de muestra y la variabilidad, asi, aumenta conforme
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mayor sea el tamafio de muestra y menor sea su variabilidad. En la parte inferior
de este gréafico se muestra un rombo o diamante que indica el resultado global del
metaandlisis y cuyos vértices representan su intervalo de confianza, esta figura

también nos ayuda a determinar si el efecto global es significativo (210).

Cabe mencionar que el efecto nulo representado en la figura 17 como una linea
roja en el valor de uno y no en el valor de cero se explica por el empleo de ORs.
Esto se debe a que el OR es una medida que expresa la razon entre dos
probabilidades (una razén entre dos valores idénticos es igual a uno), por lo tanto,
un OR = 1 hace referencia a que no hay diferencia entre ambos grupos. Es
importante destacar que para el presente estudio el valor de p correspondiente al
OR global se considera significativo cuando p<0.05.

Ademas, en la parte inferior del grafico se muestra un resumen de pruebas de
heterogeneidad para determinar si los estudios incluidos son adecuadamente
homogéneos como para ser comparados (206). Por simplicidad, en el presente
estudio se le da mayor peso al valor de i?, y se consideran los siguientes intervalos
para definir el grado de heterogeneidad: >80% modelo heterogéneo, 40-80%
heterogeneidad moderada y <40% modelo muy homogéneo o baja

heterogeneidad.

Datos del grupo

d ient o Datos del grupo .
S paciemes Detalles del analisis de controles Tamafio del efecto
individual
. OR{[intervalo de confianza]
Estudios , BAFF rs0514228
Primer autor (afio de publicacion) Allele frecuency
PSS HC Odds ratio | Weight ~ Pesoindividual de
Study Minor Major ||Minor Major With 95% GI | (%)  cadaestudioenel
metaanalisis

Gottenberg JE (2006) || 161 163 || 90 90 4‘— D99[069, 142]| 1241
Nezos A (2014) 225 161 [[142 132 ——®—— [ 130[005 177]| 1698
Nordmark G. (2011) || 337 351 [[287 331 —B— 1.17[0.95, 1.46] | 35.32
Nordmark G (2011) 196 196 || 196 230 —— 117089, 154] | 2183

. Pruebas dZad Nossent JC. (2008) 13 133 [[105 167 B 1.35[095, 1.92] | 1346

eterogenei
o8 Overall |-‘— 119 1.05, 1.35||

Heterogeneity: T = 0.00, I = 0.00%, H* = 1.00 \
Testof8=6; Q(4)=184, p=0.77 Linea de no efecto Efecto global
Testof6=0-z=267/p=001 Sclooicha

Modelo de efecto 069 192

Random-effects DerSimonian-Laird model =
Escala del tamafio

Significacion del efecto
estadistica global

Figura 17. Esquematizacion de las partes de un diagrama Forest plot.
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Dentro del metaanalisis también se muestran diagramas denominados Funnel plot

(Figura 18) que relacionan los estudios con la media de su tamafio del efecto (eje

de las ordenadas) y el tamafio de muestra o error estdndar (eje de las abscisas),

esto con el fin de determinar si existe sesgo de publicacién, en caso de que si lo

hubiera, una mayoria de puntos que representan los estudios se acumularian a un

solo lado de la linea de efecto global (ya sea a la izquierda o a la derecha) o fuera

de los limites determinados por los IC (211). A pesar de ser el diagrama mas

frecuentemente utilizado, no es el Unico ya que existen otras pruebas estadisticas

gue nos permiten determinar el sesgo como la prueba de Egger and Begg (212,

213).

Detalles de analisis

GTF21 rs117026326

Allele frecuency

0
L

Estudio individual
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muestra o error estandar
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<«—— Lineade efecto global

Standard error

3
|

4
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Log odds-ratio

Pseudo 95% Cl @ Studies

Estimated 6,/ Escala logaritmica del
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Figura 18. Esquematizacion de las partes de un diagrama Funnel plot.
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2.0 Justificacion
Al igual que otras enfermedades autoinmunes, el SS cuenta con una base
genética compleja pero relativamente inexplorada, adicional a factores

ambientales.

Actualmente se sabe, por multiples estudios, que los genes pertenecientes al MHC
estan fuertemente implicados en el desarrollo de la enfermedad; sin embargo, la
evidencia de la susceptibilidad asociada con genes no MHC resulta poco
contundente debido a que los resultados entre las poblaciones evaluadas en los

estudios existentes muchas veces son contradictorios.

A pesar de la elevada prevalencia del SS en la poblacion, hasta la fecha es una de
las enfermedades poco conocidas, infradiagnosticadas y carentes de tratamiento.
La prevalencia es generalmente variable, incluso dentro de la misma region, en
funcidn de los criterios de clasificacion en los que se apoya el diagndstico.
Actualmente la atencion deberia enfocarse en facilitar el acceso al diagnostico en
pacientes con SS mediante estudios que generen un resultado rapido y confiable
gue resulte oportuno en el diagnostico que pueda extenderse a tratamientos

futuros.

Hoy en dia se sabe que la respuesta inmunitaria adaptativa se encuentra
ampliamente involucrada en la patogenia de la enfermedad. Como genes claves
dentro de nuestro estudio se halla el gen GTF2l que codifica para un factor de
transcripcion asociado a la activacion tanto de células T como células B. Asi
mismo, el gen STAT4 codifica también para un factor de transcripcion que en este
caso se ve involucrado especificamente en la diferenciacion de células T. Por otro
lado, la citocina codificada por el gen BAFF, participa en la activacion, proliferacion

y diferenciacién Unicamente de células de linaje B.

Hoy en dia existen diversos estudios que relacionan variantes genéticas en los
genes GTF2l, STAT4 y BAFF con el desarrollo de SS, por lo que el presente
proyecto realizard una revisiOn sistematica y un meta-analisis de los datos
publicados hasta la fecha para conocer los SNPs que realmente generan

susceptibilidad para el desarrollo de SS primario.
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Los resultados de esta revisidn pueden ser la base de una mejora en las pautas
para el diagnéstico de la enfermedad con resultados prometedores que ayuden a
la comunidad cientifica a un diagnostico exacto y mas rapido para un tratamiento
oportuno que ayude a mejorar la calidad de vida de las personas que lo padecen,
ayudandonos no solo a tener una estimacion mas acertada del predominio de la
enfermedad sino que incluso pueden ser hallazgos importantes que ayuden a

clarificar la via hacia tratamientos mediante terapia génica.
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3.0 Pregunta de investigacién o planteamiento del problema

La base de una revision sistematica es determinar el enfoque de la investigacion
mediante una pregunta especifica previamente delimitada. Dicha pregunta resulta
atil en diversos aspectos dentro del proceso de elaboracion del protocolo de la
revision, en la busqueda y seleccién de articulos con datos potencialmente Utiles,
asi como en la sintesis y exposicién de hallazgos. Entre los formatos de pregunta
disponibles, encontramos el formato PICOs que como acrénimo (por sus nombres

en inglés) basado en mnemotecnia determina:
(1) P: Participantes (population)
(2) I: Intervencion (intervention)
(3) C: Comparacion (comparison)
(4) O: Resultado (outcome)
(5) S: Tipo de estudio (study)

De acuerdo con este formato, nuestra pregunta PICO se compone de los

siguientes factores:
(1) Participantes: Pacientes con SSp

(2) Exposicion: Presencia de polimorfismos de un solo nucleotido en genes de

la respuesta inmune adaptativa
(3) Comparacion: Sujetos sanos

(4) Desenlace: Numero de sujetos de cada grupo con la presencia del

polimorfismo a nivel alélico y genotipico
(5) Estudio: Estudios de casos y controles y cohortes
Por lo que se determina como pregunta de investigacion la siguiente interrogante:

¢,Cudles son los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en genes de la
respuesta inmune adaptativa que confieren riesgo de desarrollar Sindrome de

Sjogren?
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4.0 Hipotesis

Existe una asociacion entre la presencia de las variantes rs117026326 localizado
en el gen GTF2l, rs7574865 y rs7582694 ubicados dentro del gen STAT4 y
rs9514828 situado en el gen BAFF con la forma positiva de susceptibilidad a
presentar Sindrome de Sjogren primario.
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5.0 Objetivos

5.1 Objetivo general

Comparar sistematicamente los resultados publicados en 3 bases de datos para

determinar la presencia de polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs) en los

genes GTF2l, STAT4 y BAFF y su asociacién con susceptibilidad a desarrollar

Sindrome de Sjogren primario mediante una revision sistemética y meta-analisis.

5.2 Objetivos particulares

1.

Elaborar y registrar el protocolo de revision sistematica y de meta-andlisis
conforme los lineamientos de PRISMA 2020.

Identificar los estudios con datos potencialmente dUtiles, indexados en 3
bases de datos PubMed, SCOPUS y Web of Science.

Seleccionar los posibles articulos a incluir en la revision mediante la lectura
de titulo y resumen.

Identificar de los articulos seleccionados, aquellos que cumplan con los
criterios de seleccion.

Registrar en un documento de Excel estandarizado los datos obtenidos de
los articulos seleccionados.

Analizar estadisticamente los datos recolectados a través de un meta-
analisis, meta-analisis de grupos y analisis de sensibilidad.

Evaluar la calidad de cada estudio mediante la escala New Castle-Ottawa

asi como su sesgo por medio de una gréafica de Funnel Plot.
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6.0 Material y métodos

La validez de un meta-analisis se basa en un protocolo previamente establecido
en donde se instauren los criterios a seguir durante y posterior a la estrategia de
busqueda con el fin de asegurar su reproducibilidad.

La totalidad del presente trabajo se fundamentdé en un protocolo prospectivo
utilizando como base la declaracion de PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses) 2020 (214). Siguiendo los principios
antes mencionados, dicho protocolo fue registrado en Prospero cuyas pautas se
muestran de forma detallada con el siguiente ID: No.CRD42021248133 disponible
en: https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display record.php?ID=CRD42021248133

(215) a partir del 9 de abril de 2021. La seleccion de los estudios, extraccion de
datos y evaluacion de la calidad se llevo a cabo de forma independiente y
posteriormente consensuada por dos autores y las disconformidades se
resolvieron mediante la discusion con un tercer autor. En este meta-analisis, la
aprobacion ética no fue necesaria ya que todos los datos se extrajeron de estudios

publicados anteriormente.

6.1 Estrategia de busqueda

Se emplearon los registros publicados hasta el dia 26 de agosto de 2021,
provenientes de 3 bases de datos: PubMed (engloba mas de 32 millones de citas
de literatura biomédica de MEDLINE, revistas de ciencia biolégicas y libros en
linea) (216), SCOPUS (una base de datos elaborada por expertos en las
diferentes disciplinas que incluye abundantes citas y resumenes) (217) y Web of
Science (una base de datos multidisciplinaria confiable por la alta calidad de su
contenido y regida por el legado del Dr. Eugene Garfield quien fuera el creador del

primer indice de citas en el mundo) (218).

El algoritmo utilizado para la estrategia de busqueda en cada una de las bases de
datos se determin6 de conformidad con la totalidad de los autores de tal forma que
se abarcara la mayor cantidad de estudios relacionados con polimorfismos en SS,
los detalles del algoritmo para cada una de las bases de datos se encuentran

detallados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Estrategia sistematica de busqueda para cada una de las bases de datos empleadas.

1) PubMed:

("Sjogren’s syndrome" OR "Sjogrens syndrome" OR "Sjégren syndrome" OR "Sjogren's
syndrome"” OR "Sjogrens syndrome" OR "Sjogren syndrome" OR "Sicca syndrome" OR
"Sjogren” OR "Sjogrens” OR "Sjogren” OR "Sjogrens”) AND ("SNP" OR "SNPs" OR
"Polymorphisms” OR "Polymorphism" OR "SNV" OR "SNVs" OR "genetic risk" OR "genetic
variant” OR "genetic variants" OR "genetic association" OR "variants" OR "variant")

2) SCOPUS:

( TITLE-ABS-KEY ( "Sjogren’s syndrome"” OR "Sjogrens syndrome" OR "Sjoégren syndrome"
OR "Sjogren’s syndrome" OR "Sjogrens syndrome" OR "Sjogren syndrome" OR "Sicca
syndrome" OR sjogren OR sjogrens OR sjogren OR sjogrens ) AND TITLE-ABS-KEY (' snp
OR snps OR polymorphisms OR polymorphism OR snv OR snvs OR "genetic risk" OR
"genetic variant” OR "genetic variants" OR "genetic association” OR variants OR variant) )
AND NOT ( INDEX ( medline))

3) Web of Science:

ALL=(TS=("Sjogrens syndrome" OR "Sjogrens syndrome" OR "Sjogren syndrome" OR "Sjogrens
syndrome" OR "Sjogrens syndrome" OR "Sjogren syndrome" OR "Sicca syndrome" OR
"Sjogren” OR "Sjogrens" OR "Sjogren" OR "Sjogrens") AND TS=("SNP" OR "SNPs" OR
"Polymorphisms" OR "Polymorphism" OR "SNV" OR "SNVs" OR "genetic risk" OR "genetic
variant" OR "genetic variants" OR "genetic association” OR 'variants" OR "variant")
Indexes=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI, CPCI-S, CPCI-SSH, BKCI-S, BKCI-SSH, ESCI
Timespan=All years)

Operadores utilizados

AND: Incluir en los resultados todos los términos que pueden estar muy separados. (217)

OR: Cuando los resultados deban incluir uno o mas de los términos (como sinGnimos,
ortografias alternativas o abreviaturas). Se encontrardn documentos que contengan alguna de
las palabras. (217)

TITLE-ABS-KEY: Un campo combinado que busca resimenes, palabras clave y titulos de
documentos. (217)

INDEX: Excluye registros de los resultados de busqueda. Ej. AND NOT INDEX (medline).
(217)

ALL: Todos los campos.

TS: Tema.

SCI-EXPANDED: Science Citation Index Expanded: reune literatura internacional en los
campos de Ciencia, Tecnologia y Medicina.

SSCI: Social Sciences Citation Index: recolecta literatura especializada en Ciencias Sociales.
A&HCI: Arts and Humanities Citation Index: recopila literatura especializada en Artes y
Humanidades.

CPCI-S: Conference Proceedings Citation Index - Science: relne registros bibliograficos
sobre todo tipo de literatura basada en congresos de Ciencias.

CPCI-SSH: Conference Proceedings Citation Index - Social Science & Humanities: recopila
registros bibliograficos sobre todo tipo de literatura basada en congresos de Ciencias sociales
y humanidades.

BKCI-S: Book Citation Index — Science: Recopila informacién de libros publicados de Ciencias
BKCI-SSH: Book Citation Index— Social Sciences & Humanities: Recopila informaciéon de
libros publicados de Ciencias sociales y humanidades.

ESCI: Emerging Sources Citation Index: indice de citas de fuentes emergentes: recolecta
informacion de revistas que cumplen con los criterios de calidad.

Timespan: Marco de tiempo.
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Todas las referencias citadas fueron indizadas al software EndNote*®, un paquete
informatico empleado para gestionar de forma Optima los listados de referencias
empleados frecuentemente en la redaccién de ensayos. Una vez indizados todos
los reportes de cada una de las bases de datos, se eliminaron aquellas citas

duplicadas mediante la funcién “Find Duplicates” provista por el mismo software.

6.2 Criterios de elegibilidad
Se procedié con la lectura de titulo y abstract de cada articulo a través de
EndNote*® para la recopilacion de los articulos potenciales de cumplir con los

criterios de seleccion dentro de cuales se incluyeron aquellos:

v' Reportes que estudien polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)
asociados al riesgo de desarrollar SSp.

v Articulos que incluyan pacientes diagnosticados con SS mediante criterios
estandarizados sin importar su grupo de edad, sexo, etnia, duracion de la
enfermedad o tratamiento clinico.

v Estudios de casos y controles.

<

Reportes en donde se utilicen poblaciones humanas.
v Estudios con sujetos sanos o con ausencia de la enfermedad como grupos
de comparacion.

v Articulos en idiomas inglés y espariol.

<\

Estudios originales.

v' Cartas al editor.
Y se excluyeron:

% Articulos de revision.

% Actas de congresos (Meeting abstracts).

% Estudios de informes de casos.

% Articulos de meta-andlisis.

x Estudios en sujetos con enfermedades autoinmunes adicionales al SS
(SSs).

x Reportes con polimorfismos distintos a polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP).
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% Estudios realizados en modelos animales o lineas celulares.

% Articulos que no estén disponibles de forma electrénica o impresa.

x  Estudios de los cuales no se pueda extraer datos a nivel alélico y/o
genotipico dentro del grupo de casos y/o controles.

x Reportes de polimorfismos en genes HLA, TCR y BCR.

% Articulos donde se citen pacientes pertenecientes a otros estudios.

6.3 Extraccion de datos

Se elabor6 de forma previa y por consenso, un documento de Excel estandarizado
(Figura S1) que comprendia celdas destinadas a recopilar informacién
concerniente con la identificacion de cada articulo (primer autor, afio de
publicacion), asi como informacion general relacionada al polimorfismo (gen,
localizacion cromosomica, polimorfismo usando el sistema de nomenclatura «rs»
(reference  SNP) de forma unificada, tamafio de la muestra, método de
genotipificacion, tipo y fuente de controles, asi como frecuencia a nivel alélico y

genotipico).

En el momento en que se detectaron articulos que no cumplian con los criterios de
seleccion, se llevé a cabo su registro en el mismo Excel estandarizado en un
apartado de “Articulos excluidos” redactando una breve resena acerca de la razén

de la eliminacion (Tabla S1).

Posterior a la recopilacion de datos de la totalidad de los articulos seleccionados,
se procedié a la identificacion de aquellos polimorfismos que tenian la mayor
cantidad de estudios y se decidié, nuevamente por consenso, que la cantidad
minima requerida para su aprobacion era de al menos tres articulos. De la misma
forma se descartaron estudios que contenian variantes en genes de HLA, TCR y
BCR (Tabla S2), asi como aquellos pertenecientes a la respuesta inmunitaria

innata.

6.4 Evaluacién de la calidad (NOS)
La escala Newcastle-Ottawa Scale (NOS) es una herramienta empleada con el fin
de valorar la calidad de estudios no aleatorizados (como estudios de casos y

controles y estudios de cohortes) para su integracion en un meta-analisis mediante
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la evaluacion de la seleccion de sujetos en estudio (pacientes/controles), la
comparabilidad entre estos grupos y el desenlace reportado. Este proyecto fue
disefiado mediante la asistencia de las universidades de Newcastle en Australia y
Ottawa, Canada (219). Dicha escala valora los estudios dentro de un rango de 0 a

9 estrellas.

Se evalué de forma independiente la calidad de cada estudio, mediante la escala
NOS estableciendo como articulos de “Alta calidad” aquellos que obtuviesen una
calificacion 27, de calidad mediana aquellos con un valor de 6-4 y de calidad pobre
con un valor <4. Cualquier discrepancia en la calificacion de la calidad del estudio

y sesgo se resolvié mediante consenso con el resto de los autores.

6.5 Analisis de datos
Se recopilaron los datos de aquellos polimorfismos que tenian mas de 3 estudios

para su posterior tratamiento.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa StataCorp v17.0, un paquete de
software que ejecuta el andlisis de datos crudos para la generacion de estadisticos
mejorando el manejo, representacion, interpretacion y presentacion de los mismos
(220).

Los detalles acerca de los comandos ejecutados para la elaboracion de gréaficas

Forest y Funnel plot se encuentra en la seccion de Anexos.
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7.0 Resultados y discusion

7.1 Seleccién de estudios y caracteristicas

Derivado de la busqueda inicial mediante los criterios de busqueda presentados
en la seccion “Materiales y métodos” hasta el dia 26 de agosto de 2021 se
obtuvieron 630 registros correspondientes a la base de datos PubMed, 106
pertenecientes a la base de datos SCOPUS y 995 mas referentes a la base de
datos Web of Science, de los cuales se eliminaron aquellas citas duplicadas (449
referencias) obteniendo 1,282 reportes, a partir de estos, se descartaron 1,115

articulos posteriores a la lectura de titulo y resumen.

A continuacion, se llevé a cabo la lectura completa de los articulos, para lo cual, se
excluyeron 48 de ellos por no cumplir con los criterios de seleccion previamente
establecidos (Tabla S1). Seis de los articulos seleccionados no se encontraban
disponibles de forma electrénica, es por esta razén que se contacto a los autores

correspondientes sin obtener respuesta, por lo que, resultaron descartados.

Conservando unicamente 113 articulos para la extraccion de datos, que fueron
recopilados en un documento de Excel estandarizado, el cual contenia toda la

informacion relacionada al polimorfismo e identificacion de cada articulo.

Una vez que la totalidad los datos fueron extraidos, se prescindié de aquellos que
corresponden a variantes en los genes HLA, TCR y BCR (14 articulos) (Tabla S2),
SNPs estudiados por menos de 3 articulos (57 articulos), asi como también, se
eliminaron polimorfismos concernientes a la respuesta inmunitaria innata (15

articulos).

Finalmente se incluyeron 27 articulos en el presente proyecto que cumplieron en
su totalidad con los criterios de seleccion antes mencionados, de los cuéles,
algunos de ellos contenian informacién referente a mas de un gen o poblacién de
estudio, por lo que en total suman 39 estudios (se entiende por “estudio” a
aquellas cohortes de poblaciones independientes documentadas en un mismo

articulo).
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La precision de los resultados del proceso de seleccidn, identificacidén e inclusion

se encuentran resumidos en la Figura 19.

8 - - - Registros removidos antes de la seleccion:
= Registros identificados de: PubMed, . . :
o SCOPUS and Web of Science Registros duplicados removidos (n = 449)
s :
= Bases de datos (n = 3) — Registros marcados como no elegibles por
= ) herramientas de automatizacion (n = 1115)
[} Registros (n = 1731) . .
o Registros removidos por otras razones (n = 0)
Registros seleccionados Registros excluidos
—>
(n=167) (n=48)
= Informes solicitados para su recuperacion Registros no recuperados
0 _ I =
S (n=6) (n=6)
Q
q’ l
n
Registros excluidos:
Informes evaluados para .
determinarsu elegib‘i)lidad SNP pertenecientes a genes de HLA (n = 14)
(n=113) SNP estudiados por <3 autores (n =57)
Inmunidad Innata (n = 15)
3 Estudios incluidos en la revision
o (n=39)
% Informes de estudios incluidos
= (n=27)

Figura 19. Diagrama de flujo PRISMA 2020 que incluye las busquedas en las tres bases de datos
y registros.

Dentro de los articulos que incluyen genes seleccionados para el analisis
estadistico, se puede percibir que en promedio se publica entre uno o dos
articulos por afo, siendo 2005 la excepcion con tres articulos, los cuales cuentan
con un estudio cada uno. En el caso del nimero de estudios por articulo, el
articulo mas robusto corresponde al mas antiguo con 11 estudios en total. Se
observa que, por lo general, contienen entre dos y tres estudios por articulo de los
afios 2000 a 2007, sin embargo, a partir de 2008 comienza a incrementar el
namero de estudios llegando a su maximo en 2013 con 7 estudios en total

procedentes de 2 articulos, tal y como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Publicacion de articulos y estudios seleccionados para el meta-analisis a lo largo del
tiempo. En cada articulo se contabilizaron los estudios que se refieren a cohortes de poblaciones
independientes.

De acuerdo con el pais de origen, la mayor cantidad de estudios se concentra en
cinco distintos paises: Francia, Noruega, México, China y Australia, afiadiendo a
Grecia y Suecia como paises extras en el caso exclusivo de estudios. Mientras
tanto, la menor cantidad de estudios seleccionados se encontraban en Alemania,
Hungria, Polonia y USA con un unico articulo y estudio cada uno. Los detalles
acerca de la distribucion de articulos/estudios entre paises, se muestra en la

Figura 21.
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A)

Francia 1 12,50%
Noruega 1 9,38%
México 1 9,38%
China 1 9,38%
Australia 1 9,38%
Suecia T 6,25%
Grecia NG 6,25%
Colombia G 6,25%
USA maa——— 3, 13%
Taiwan HEEE— 3 13%
Espafia S 3 13%
Polonia —— 3, 13%
Japon I 3 13%
ltalia  —— 3 1300
Hungria nES———— 3,13%
Alemania I 3 13%
Finlandia - ————— 3, 13%
Euro-Americano IEEEE———————_ 3 13%
0 1 2 3 4
Numero de articulos
B)
Noruega
Australia | 11,59%
México 10,14%
Grecia NG 3,70%
Suecia EGCE_——————— 5,500
Francia IS 5 300
China NEG——EEEEE— 5 50%
Espafia WEG—_—_—_—_—_—_ 4,35%
Japon GG 4,350
ltalia I 4, 35%
Finlandia EG—_—_—_———_. 4, 35%
Colombia S 2,90%
Taiwan W 2,90%
USA 1 1,45%
Polonia _____ 1,45%
Hungria ____ 1,45%
Alemania ____ 1,45%
Euro-Americano ____ 1,45%
0 2 4 6 8 10 12 14

Numero de estudios

21,74%

16

Figura 21. Distribucién de articulos y estudios seleccionados por pais. Numero de articulos (a) y
estudios (b) por pais de origen.
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En cuanto a los métodos de genotipificacion utilizados, destaca como método
predilecto, Reaccién en cadena de la polimerasa acompafiada de Polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP: Polymerase Chain Reaction
- Restriction Fragment Length Polymorphism) con 37,04% de uso, asi como su
variante, PCR y secuenciacion (que incluye: Placa de matriz de CHB 1 para todo
el genoma Affymetrix Axiom, Ensayo FP-TDI/GoldenGate de lllumina Inc, Ensayo
lllumina GoldenGate (lllumina Inc.), Inmunochip y conjuntos de datos de
replicacion independientes, PCR y primers especificos de secuencia, asi como
Técnica SSCP ademas de PCR y secuenciacion semiautomética de DNA) con
33,33%. Cabe mencionar que la PCR acompafada de TagMan se ubica en el
tercer lugar con 22,22% de uso, la cual corresponde a seis articulos. Los métodos
de genotipificacion restantes solamente se utilizan en un articulo cada uno
correspondientes al 3,70%. Las especificaciones de los métodos empleados en los

articulos con SNPs seleccionados se muestran en la Figura 22.

Método de
No especificado espectrometria de
PCR-RFLP 3,70% masas y extension de
37,04% primers
3,70%

PCRy TagMan
22,22%

n=6

n=10

Secuenciaciony
PCR
33,33%

Figura 22. Distribucion de métodos de genotipificacion utilizados en los estudios seleccionados.
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Por otro lado, se encontré que la cantidad de sujetos control entre los articulos
seleccionados, oscila en un intervalo de 72 a 1,444 individuos correspondientes a
Bolstad Al, 2000 (118) y Song IW, 2016 (90) respectivamente, mientras que en
pacientes con SSp fluctia de 47 a 542, pertenecientes a los estudios de Origuchi
T, 2003 (221) y Li Y, 2013 (83) respectivamente.

De los articulos mencionados, se identificé que tres de ellos estudian mas de un
gen (STAT4 y otros genes adicionales en todos los casos), 10 articulos estudian
mas de un SNP seleccionado dentro de un mismo gen, siendo el estudio mas
robusto el articulo correspondiente a Bolstad, Al., 2000 (118); y cuatro articulos
emplean mas de una poblacion de estudio, predominando habitantes de Suecia y
Noruega presentes en los cuatro estudios realizados por Nordmark G. en los afios
2009 (222) y 2011 (223). Los datos puntuales de dichos articulos se exponen en la
Tabla 3.

Tabla 3. Estudios presentes en los articulos seleccionados de acuerdo con cohortes por gen, SNP
y poblacién de estudio.

Estudio

- = Gen Polimorfismo Pais Ref
Primer autor ANno
Articulos con >1 gen estudiado
IL-10 rs3024505
Colafrancesco S. 2019 rs1800872 Italy (224)
STAT4 rs7574865
. GTF2I rs117026326 .
LiY. 2013 STATA 110168266 China (83)
rs9514828 Sweden
BAFF rs9514828 Norway
rs17015767 Sweden
Nordmark G. 2011 IL-10 1S17015767 Norway (223)
rs7582694 Sweden
SULSI rs7582694 Norway
Articulos con >1 SNP estudiado
-691
-398
ex2nt-14
ex3nt26
ex7nt-10
Bolstad Al. 2000 FAS IVS2ntl176 Norway (118)
IVS3nt46
IVS5nt82
rs121913080
rs2234767
rs1800682
Downie-Doyle S. 2006 CTLA4 rs231775 Australia (146)

54



rs3087243

rs1800871
Font J. 2002 IL-10 rs1800872 Spain (225)
rs1800896

rs1800871
Hulkkonen J. 2001 IL-10 rs1800896 Finland (226)
rs1800872

rs231775
Lopez-Villalobos EF. 2019 CTLA4 rs3087243 Mexico (227)
rs5742909

. rs1800682 .
Mullighan CG. 2004 FAS 152034767 Australia (228)

rs1041569
rs1224141
Nezos A. 2014 BAFF rs12583006 Greece (105)
rs9514827
rs9514828

rs9514828
rs1041569 .
Nossent JC. 2008 BAFF 13759467 Australia (109)

rs9514827

rs1800871
Origuchi T. 2003 IL-10 rs1800872 Japan (221)
rs1800896

rs1800871
Vazquez-Villamar M. 2015 IL-10 rs1800872 Mexico (229)
rs1800896

2009 STAT4 rs7582694 (222)

BAFF rs9514828
Nordmark G.

2011 IL-10 rs17015767 (223)

STAT4 rs7582694

Palomino-Morales RJ. 2010 STAT4 rs7574865 (99)

Zhao J. 2017 GTF2I rs117026326 (230)

Song IW. 2016 GTF2l  rs117026326 (90)

Asi mismo, se compararon los criterios de diagndstico que se utilizaron en cada
articulo para definir la enfermedad en pacientes con SS, siendo los criterios de
American-European Consensus Group (AECG) correspondientes al 2002 los que
presentaron mayor uso con un 62,96%; sin embargo, dicha observaciéon se vuelve

l6gica cuando la mayoria de estos articulos pertenecen a afios posteriores.
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Unicamente dos articulos utilizan los criterios AECG, 2016 siendo también
razonable considerando que corresponden a afios ulteriores (2019). De igual
forma, otros dos articulos utilizan los criterios AECG para el diagnostico de sus
pacientes, sin embargo, no se menciona el afio al que corresponden dichos

criterios.

Dos articulos emplean los Preliminary criteria for the classification of SS (European
Community, 1993) que corresponden a publicaciones de 2000 y 2004, el primero,
precedente a los criterios AECG, 2002.

Los Californian criteria, asi como los Criteria for SS proposed by the European
Community Study Group in 1996 y los criterios de AECG de 2016, fueron los

criterios menos empleados, presentes en un solo articulo cada uno.

Fueron dos los articulos para los cuales no se mencionaba los criterios utilizados
para el diagndstico de pacientes con SS. Datos puntuales de la frecuencia de
criterios de diagndstico se muestran en la Figura 23.

Criteria for SS
proposed by the
European Community
_ Study Group in 1996
3,70%

Californian criteria
3,70%

_  AECG (2016)
' 7.41%

AECG
T41%

Preliminary criteria
for the clasification
of SS (European
Community, 1993)
741%

AECG (2002)
62,96%

~_No especificado
7.41%

Figura 23. Criterios de diagnéstico utilizados en los articulos seleccionados.
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7.2 Extraccién de datos
El documento de Excel estandarizado destinado a la extraccion de datos, recopild

332 estudios con sus respectivos datos.

Dentro del apartado de “Articulos excluidos” se obtuvieron 48 articulos que
incumplieron los criterios de seleccion y 14 que correspondian a genes
pertenecientes a HLA, BCR o TCR (Tablas S1 y S2) que también fueron excluidos

por ser regiones con alto grado de variabilidad y no corresponden a SNPs.

Entre los genes seleccionados, dos de ellos (GFT2l y PTPN22) tenian Unicamente
un SNP candidato para su estudio, con seis (83, 90, 91, 230) y tres (231-233)
estudios respectivamente, mismos que fueron seleccionados para su posterior
analisis. En el caso del gen GTF2I todos los estudios (83, 90, 91, 230) concluian
en que el polimorfismo conferia riesgo de desarrollo de SS, mientras que para el
gen PTPN22, dos estudios (231, 232) asociaban la presencia del polimorfismo con
el SS y solo uno de ellos contradecia dicha premisa (233).

En el caso del gen STAT4 se seleccionaron dos SNP mientras que del gen CTLA4

solamente uno.

Para el gen CTLA4 la totalidad de los articulos (141, 146, 227) concluian que el
SNP estudiado, no estaba relacionado con el desarrollo de presentar SS. Por el
contrario, para el SNP rs7582694 del gen de STAT4 (97, 222, 223), la totalidad de
los estudios afirmaban encontrar una relacion entre la presencia de la variante y el
desarrollo de la enfermedad. EI mismo comportamiento presentaba el SNP
rs7574865 (STAT4); es decir, se concluia un aumento de la presencia del SNP
entre pacientes con SS en comparacion con sujetos control (99, 224, 234). Los
resultados pertenecientes al gen STAT4 se reafirman con lo mencionado por
Gestermann N. et al (97), quienes afirman que ambos SNPs se encuentran en

desequilibrio de ligamiento completo.

Para el gen de IL-10 se concentraron datos correspondientes a cinco
polimorfismos de los cuales Unicamente se estudiaron dos de ellos, en este caso,

las conclusiones de los estudios eran variadas. Los polimorfismos estudiados
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rs1800896 (221, 225, 226, 229, 235) y rs1800872 (221, 224-226, 229) fueron los

gue mas estudios recopilaron con cinco estudios cada uno.

Seis SNPs correspondian a BAFF, pero solo uno de ellos (rs9514828) tenia la
cantidad minima necesaria para incluirse en el meta-andlisis, teniendo dos
estudios (223) que afirmaban que su presencia conferia riesgo de desarrollar la
enfermedad contra tres estudios (105, 106, 109) que aseguraban lo contrario. Para
el caso de los demas polimorfismos del gen BAFF solo se contaba con los datos
pertenecientes a un estudio, en dos de ellos se presumia su asociacion con el SS
(109), mientras que para los otros tres (105) se objet6 este vinculo.

FAS fue el gen que obtuvo la mayor cantidad de SNPs estudiados, la mayoria de
ellos por Bolstad Al. de 2000 (118). Sin embargo, Unicamente se selecciono el
polimorfismo rs1800682 debido a que contenia tres estudios, uno de los cuales
encontraba el SNP como factor de riesgo para el desarrollo de SS (118) y dos de
ellos, refutaban esta idea (115, 228).

Los detalles de los polimorfismos de los siete genes seleccionados y su asociacion
con el desarrollo del SS de acuerdo con lo reportado por su respectivo estudio se
muestran en la Tabla 4, asi como, datos mas puntuales de cada uno, incluyendo

tamafo de la muestra y método de genaotipificacion se encuentran en la Tabla S3.

Tabla 4. Resumen de los genes estudiados y sus correspondientes estudios. Se resume la
totalidad de los articulos que incluian datos referentes a los 7 genes seleccionados y el riesgo que
se reporta para cada SNP de conferir susceptibilidad al desarrollo del SS. Se observan resaltados
en negritas aquellos polimorfismos con mas de 3 estudios, los cuales se incluyeron en el meta-
andlisis.

Gen SNP ¢ Confiere riesgo? Referencia

rs3759467 (109)
rs9514827 Si (109)
(223)*

BAFF BRI (105, 106, 109)
rs1224141 No (105)
rs12583006 (105)
rs9514827 (105)

rs231775 (141, 146, 227)
CTLA4  rs3087243 No (146)
(227)
rs5742909 (227)

-398 No

Jis ex2nt-14 Si ()
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ex3nt26

ex7nt-10
IVS2nt176 No
IVS3nt46
IVS5nt82
rs121913080
Si
rs1800682 No (115, 228)
Si (118)
rs2234767 NO (228)
GTF2I rs117026326 Si (230)* (90)* (83, 91)
rs17015767 Si (223)*
rs1800871 No (221, 225, 226, 229)
Si (224)
rs1800872 ND (221)
IL-10 No (225, 226, 229)
rs3024505 Si (224)
(226)
rs1800896 ND (221)
No (225, 229, 235)
Si (231) (232)
PTPN22 rs2476601 NoO (233)
rs10168266 S (83, 234)
(224) (234)
STAT4 rs7574865 NO (99)*
rs7582694 Si (222)* (223)* (97)

ND: No determinado. *Se estudiaron 2 cohortes de diferentes
poblaciones dentro del mismo articulo.

7.3 Evaluacion de la calidad (NOS)

Se evalué la calidad de cada articulo de forma individual y posteriormente
consensuada por la totalidad de los autores en la que se resolvio la situacion de
articulos particulares con informacion ambigua que nos llevaba a discrepancias en

cada uno de los rubros.

Uno de ellos fue la “Seleccion de controles” en la que algunos articulos
mencionaban Universidades o bancos de sangre como la fuente de obtencién de
controles, por lo que no era el caso de una omision de la procedencia. En el caso
de las Universidades se resolvid que son consideradas parte de la comunidad v,
por otra parte, los individuos del banco de sangre por lo regular son individuos
sanos que provienen de la poblacion y no del hospital. Por lo que, en resolucién,

ambos casos fueron clasificados como “Controles de la comunidad”.
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Otro rubro considerado ambiguo, fue el factor principal que se debia evaluar para
el rubro “Comparabilidad”, ya que cada estudio emparejaba los sujetos reclutados
en diferentes combinaciones por lo que se decidié que los factores cruciales en el
SS eran la edad y el sexo, otros factores de emparejamiento afiadidos a los ya

mencionados fueron considerados como factores adicionales.

El dltimo de los pardmetros consensuados fue el hecho de que algunos articulos
no mencionaban explicitamente la cantidad de no respondedores (es decir,
aquellos sujetos que a pesar de haber sido reclutados, no fue posible recabar
datos de sus muestras); sin embargo, al comparar la cantidad de individuos
reclutados con el total de individuos reportados en sus resultados, se obtenia el
mismo valor, por lo que, en estos casos se consideraba correcto asignarle una
estrella en el item “Tasa de no respondedores” dentro de la categoria de

“Exposicion”.

De los 27 articulos calificados, el 74,07% tenian calidad alta, el 22,22% tenian
calidad media y unicamente el 3,70% de ellos era de calidad pobre, de acuerdo
con las pautas establecidas en “Materiales y métodos”. Los datos desglosados de
acuerdo con las estrellas asignadas a cada uno de los rubros dentro de la escala

para los articulos seleccionados se muestran en la Tabla 5.
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7.4 Analisis de asociacién de SNPs

Dentro de los genes seleccionados para su andlisis debido al mayor niumero de
estudios relacionados, se encuentran BAFF (rs9514828), CTLA4 (rs231775), FAS
(rs1800682), GTF2l (rs117026326), IL-10 (rs1800872 y rs1800896), PTPN22
(rs2476601) y STAT4 (rs7574865 y rs7582694). Siendo un total de 7 genes y 9
SNPs. De los cuales, dos polimorfismos (GTF2l: rs117026326 y STATA4:
rs7582694) unicamente pudieron ser analizados a nivel alélico debido a que no
habia la cantidad adecuada de datos para realizar un analisis genotipico, que si
fue posible en el caso de: BAFF (rs9514828), CTLA4 (rs231775), FAS
(rs1800682), IL-10 (rs1800872 y rs1800896), PTPN22 (rs2476601) y STAT4
(rs7574865).

A continuacion, se muestran a detalle los resultados, junto con su correspondiente

analisis, obtenidos para cada uno de los SNPs seleccionados.

7.4.1 BAFF: rs9514828 (C>T)

Los datos utilizados para realizar este meta-andlisis se obtuvieron de cuatro
articulos: Gottenberg JE., 2006 (106), Nezos A., 2014 (105), Nossent JC., 2008
(109) y Nordmark G., 2011 (223) proporcionando éste ultimo datos de dos

cohortes de paises diferentes, Suecia y Noruega (ambos resultan ser los dos
estudios que aportan mas peso a la comparacion de frecuencia alélica), por lo que
en total suman cinco estudios. Unicamente dos articulos contenian datos para la

comparacion a nivel genotipico.

Con el fin de identificar la heterogeneidad y reportar el resultado del meta-analisis

se generd una gréafica de Forest plot para cada comparacion (Figura 24).

En el caso del SNP rs9514828 del gen BAFF se encontrd6 una diferencia
significativa (p = 0.01) Unicamente para la comparacion a nivel alélico, con un OR
global combinado de 1.19 (1.05 - 1.35) siendo éste un resultado a favor de la

asociacion entre el polimorfismo y el desarrollo de la enfermedad (OR>1). El
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reducido intervalo de confianza genera especial atencién por la poca variabilidad
gue se precisa para el valor global estimado.

Caso contrario se report6 para todas las comparaciones genotipicas (comparacion
de homocigotos, heterocigotos, modelo dominante y recesivo) cuyos valores de
OR global se calcularon por encima del valor de uno, sin embargo, éstos no fueron
significativos debido a que el valor de p para el efecto global es mayor al
establecido (p = 0.27, 0.35, 0.50 y 0.24, respectivamente) y su IC cruza la linea de
no efecto, dicho comportamiento se asocia a un tamafio de muestra menor
(conforme disminuye el tamafio de muestra, el intervalo de confianza aumenta) ya
gue para estos modelos Unicamente fue posible extraer datos de dos estudios en
lugar de cinco y cuyos pesos asignados fueron casi del 50% para cada uno.

AFF 159514821
A Ao Gecsate

PSS HC Odds ratio Weight
Study Minor Major Minor Major with 95% CI (%)
Gottenberg JE (2006) 161 163 90 90 - 099[069, 142] 1241
Nezos A (2014) 225 161 142 132 ~——#— 130(095 1.77] 1698
Nordmark G. (2011) 337 351 287 351 - . 1171095, 146] 3532
Nordmark G (2011) 196 196 196 230 s | 1171089, 154) 2183
Nossent JC. (2008) 13 133 105 167 o mm— 135(095 192] 1346

Overall - 1191105, 1385
Heterogenedy. T = 0.00, I = 0.00%, H' = 1.00

Testof 6= 8; Q(4) = 1.84, p=0.77

Testof 8=0.2=267,p=001

069 192
Random-effects DerSimonian-Lawd model
BAFF rs9514828 (o} BAFF 159514828
B Homozygous comparison Heterozygous comparison
pSS HC Odds ratio  Weight pSS HC Oddsratio  Weight
Study Mnor  Major  Minoe  Major with 95% CI (%) Study Minor HTZ Minor HTZ with 85% CI (%)
Gottenderg JE (2006) 42 41 21 21 " 1021049, 2.15] 4817 Gottenberg JE (2006) 42 79 21 48 |} 122[064, 220] 4028
Nezos A (2013) %6 24 R 2 - - 1971098, 397] 5183 Nezos A (2013) 56 13 32 78 ] 121[072, 203] 5972
Overall =TT 1441076, 273) Overall | —emmEETE— 121081, 181)
Heterogeneity T = 0.08, I" = 36 45%, H' = 157 Heterogenedty: 1 = 0.00, I" = 0.00%, H" =100
Testof8.= 0, Q{1)= 157, p=021 Testof6,= 6, Q(1)=000, p=099
Testof6=0.2=111,p=027 Testof©6=0:2=093 p=035
12 1 2 1 2
Random-effects DerSimonsan-Laird model Random.effects DerSimonian-Laird model
39514528
D E odel
pSS
Study Recessve Maor Reces: Study M
Gotienberg JE. (2006) 121 41 Werg JE (2006) 42
Nezos A (2013) 169 24 208 A (2013) 6 134081, 222] 5884

126086, 185

70121 =5601% H' =227 '
Q1)=227,p=013 Te:
022067,p=050 Testof8=0.2=117,p=024

Random-effects DerSimonian-Laird mode! Random-effects DerSimonian-Laird model

Figura 24. Gréficas de Forest plot del SNP rs9514828 del gen BAFF. A) Frecuencia de alelos, B)
Comparacion de homocigotos, C) Comparacion de heterocigotos, D) Modelo dominante y E)
Modelo recesivo. En la columna de la extrema izquierda de cada grafica se muestra el primer autor
y afio de cada articulo, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor o
recesivo (segunda columna) y alelo mayor, heterocigoto o dominante (tercera columna), segun sea
el caso; asi como el correspondiente nimero de sujetos control siguiendo el mismo orden de
columnas (cuarta y quinta columna). Graficamente se muestra el OR individual asociado a cada
estudio (cuadros azules), asi como el OR global calculado (rombo verde) y el efecto nulo (linea
roja). En las columnas de la derecha se muestra el valor numérico de OR obtenido, asi como su
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intervalo de confianza al 95% y el peso que aporta cada uno de los estudios expresado en
porcentaje. Finalmente, en la parte inferior de la figura (designado como “Overall”) se muestra un
resumen de los estadisticos 12, i2, H> y Q para la determinacion de heterogeneidad, asi como el
valor de z para el efecto general con su correspondiente valor de p.
HTZ: heterocigoto.

Adicionalmente, por inspeccién visual de cada grafico se observa una
superposicion entre los IC correspondientes al valor de OR individual, que nos
informa que los resultados entre estudios son consistentes. Por otro lado, las
estimaciones numéricas 12, i, H> y Q confirman que no existe evidencia
estadistica de heterogeneidad, (en este caso, todos los valores reportados para i?
son menores al 60%, e igual al 0.00% en el caso de la frecuencia alélica, la
comparacién de heterocigotos y el modelo recesivo).

Por otro lado, con el fin de detectar el grado de discrepancia (sesgo) entre los
estudios individuales incluidos para cada comparacidon se obtuvo una grafica
Funnel Plot (Figura 25).

BAFF rs951
HOmOzZyQous compans:

BAFF rs9514828 BAFF rs9514828
Domean model Recessive model

Figura 25. Identificacion del sesgo de publicacibn mediante grafica Funnel plot para el
polimorfismo rs9514828 del gen BAFF. Correspondiente a A) Frecuencia alélica B) Comparacion
homocigota C) Comparacién heterocigota, D) Modelo dominante y E) Modelo recesivo. En todas
las graficas en el eje de las ordenadas se representa el error estdndar asociado al tamafio de la
muestra, mientras que en el eje de las abscisas se grafica el OR individual obtenido para cada uno
de los articulos, los cuales se simbolizan como circulos de color azul. La linea roja en el centro de
la figura representa el resultado global obtenido del meta-andlisis realizado para cada
comparacion.
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Estas gréficas sugieren la ausencia de sesgo debido a una distribucion regular de
puntos dentro del embudo (esquematizado por las lineas que simbolizan el IC)
tanto a lo largo del eje denominado como error estandar (ordenadas) como a
ambos lados del valor de OR global (abscisas), asi como su presencia dentro de
los limites del IC en lineas de color gris, lo que representa que se incluyo la
totalidad de los estudios detectados en la revision sistematica sin importar el

tamafo de muestra o si favorecian a uno u otro efecto.

Para el caso de la frecuencia de alelos es mas sencillo detectar esta distribucion
debido a que hay una mayor cantidad de puntos. Para esta comparacion se
observan tres puntos o estudios en el extremo izquierdo del grafico comparada
con dos puntos del extremo opuesto, en este caso no se considera como un sesgo
de heterogeneidad debido a que el valor de i° reportado es de 0.00% y se explica
una adecuada distribucion por un namero impar de estudios incluidos y el hecho
de que los puntos centrales se encuentran cerca del valor global de OR calculado.
Sin embargo, en el caso de las demas comparaciones donde Unicamente se
tomaron en cuenta dos estudios resulta dificil determinar un agrupamiento
homogéneo. Para este caso los dos estudios tenian tamafios de muestra similares
y por lo tanto se encuentran a la misma altura dentro del grafico (error estandar),
por lo que se toma en cuenta su posicion a ambos lados del resultado del meta-
analisis, lo que fue determinado como ausencia de sesgo. Con lo que se considera

gue no existe sesgo en los resultados concluyentes del conjunto de estudios.

El resultado global de dicho anélisis demuestra que el polimorfismo rs9514828 del
gen BAFF confiere riesgo a nivel alélico y es significativo (OR = 1.19 [1.05 — 1.35],
p =0.01).

7.4.2 CTLA4rs231775 (A>G)

Para el presente polimorfismo se obtuvieron datos provenientes de tres articulos,

los cuales contenian un analisis cada uno, por lo que el nimero de estudios no
difiere del nimero de articulos. Los articulos de Downie-Doyle S., 2006 (146),
Gottenberg JE., 2007 (141) y Lopez-Villalobos EF., 2019 (227) aportaron datos de
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comparacién alélica y unicamente el articulo correspondiente al afio 2006 no fue

incluido para el estudio de genotipos.

En lo que respecta a la heterogeneidad, las graficas de Forest plot (Figura 26)
reportan valores de i’ por debajo del 35% e incluso 0% (en el caso de la
comparacién homocigota, modelo dominante y recesivo) lo que sugiere que los
estudios entre si tienen una baja o nula heterogeneidad, sin embargo, de acuerdo
con los valores reportados de p para los OR, se deduce que la totalidad de los
resultados no son significativos aun cuando todos los valores de OR global
apuntan a una no asociacion del polimorfismo. Esta premisa se corrobora porque

el IC para el OR global supera la linea de no efecto.

CTLAS 5231775
A Allele frecuency
] HE Oddsratic  Weight

Study Minor Major Minor Major with §5% CI %)
Downie-Doyle S (2008) 62 154 129 183 - - - 083[044, 000] 2027
Gottenberg JE_ (2007} 1B 381 184 318 —— 082[071, 1.18) 4548
LopezVillalobos EF (2018) 68 82 114 130 - 084056, 1.26) 2524
Overall —— 080064, 1.01]

Heterogeneity 1 =001, 1" = 31.07%, H' = 145
Testof 8 =8 Q(2)=290,p=023
Testol 8= 0z = -1.84, p= 0.07

Random-effects DerSimonian-Laird model
B c CTLAL 523TI5
k Heterozygous companson
[ iC Odds ratic Weight pss HC Odds ratio Weight
Study Mince  Major  Mnor  Magor with §5% CI (%) Study Minor HTZ Minor HTZ with 95% CI %)
Getienberg JE. (2007) 7313 82 108 —— 071]048, 107] 8058 Gofttenberg JE. (2007) 3T o8 s | 1 062[0.39, 1.00] 8460
Lipez-Villalobos EF. (2018) 15 LT 2 - - -0.74[0.33, 168 19.42 Lépez-Vilalobos EF. (2019) 15 38 24 66 - - 1.08[051, 232 3540
Overall ——— 072050 1.03] Gverall e — 0.76]0.45, 1.28]
Heterogeneity: T =0.00, 1" = 0.00%, H' = 1.0 Heterogeneity. 1 = 0.05, I = 32 62%, H' = 148
Testol 8 = 8: Q1) = 0.01, p= 063 Testof 8 =08, Q(1)=148 p=022
Testof@=0:2=-1.79,p = 0.07 Testof8=0:2=-104 p=030
"2 1 12 1 2
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Figura 26. Graficas de Forest plot para el SNP rs231775 del gen CTLA4. A) Frecuencia de alelos,
B) Comparacion de homocigotos, C) Comparacion de heterocigotos, D) Modelo dominante y E)
Modelo recesivo. En la columna de la extrema izquierda de cada grafica se muestra el primer autor
y afio de cada articulo, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor o
recesivo (segunda columna) y alelo mayor, heterocigoto o dominante (tercera columna), seguin sea
el caso, asi como el correspondiente nimero de sujetos control siguiendo el mismo orden de
columnas (cuarta y quinta columna). Graficamente se muestra el OR individual asociado a cada
estudio (cuadros azules), asi como el OR global calculado (rombo verde) y el efecto nulo (linea
roja). En las columnas de la derecha se muestra el valor numérico de OR obtenido, asi como su
intervalo de confianza al 95% y el peso que aporta cada uno de los estudios expresado en
porcentaje. Finalmente, en la parte inferior de la figura (designado como “Overall’) se muestra un
resumen de los estadisticos 12, i2, H?> y Q para la determinacion de heterogeneidad, asi como la
prueba z para el tamafio del efecto general con su correspondiente valor de p. HTZ: heterocigoto.
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A pesar de los resultados insatisfactorios reportados por las gréficas Forest plot, la
evaluacion del sesgo del meta-analisis mediante graficas de Funnel plot (Figura
27) reporta una ausencia de sesgo para todas las comparaciones realizadas
debido a la adecuada distribucion de puntos.

CTLAS rs231775 CTLAS rs231775

Homozygous comparison Haterozygous comparse

CTLA4 rs231775 CTLA4 rs231775
Fecessive model Commant modal

Figura 27. Identificacion del sesgo de publicacion mediante grafica Funnel plot para el
polimorfismo rs231775 del gen CTLA4. Correspondiente a A) Frecuencia alélica B) Comparacion
homocigota C) Comparacion heterocigota, D) Modelo dominante y E) Modelo recesivo. En todas
las graficas en el eje de las ordenadas se representa el error estandar asociado al tamafio de la
muestra, mientras que en el eje de las abscisas se grafica el OR individual obtenido para cada uno
de los articulos, los cuales se simbolizan como circulos de color azul. La linea roja en el centro de
la figura representa el resultado global obtenido del meta-analisis realizado para cada
comparacion.

Adicionalmente, la premisa encontrada en la literatura que supone una
dependencia de la poblacion estudiada con el riesgo de desarrollo de SS aun es
poco clara, debido a que los resultados de los estudios realizados a cohortes
provenientes de Australia, Francia y México apuntan a que la heterogeneidad
entre estudios es baja, por lo que hacen falta mas estudios para determinar la

veracidad de esta conjetura.

El resultado global de dicho analisis demuestra que el polimorfismo rs231775 del

gen CTLA4 no confiere riesgo de desarrollar SSp a nivel alélico ni genotipico.
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7.4.3 FAS rs1800682 (A>G)
Tres articulos fueron empleados para la obtencion de datos: Bolstad Al., 2000
(118), Mullighan CG., 2004 (228) y Trevifio-Talavera BA., 2014 (115) los cuales

contenian datos desglosados por alelo y genotipo.

De acuerdo con el valor obtenido de i? para evaluar la heterogeneidad, las gréaficas
de Forest plot representadas en la Figura 28 reportan valores de 31.15% en la
comparacién homocigota y 0.00% el modelo dominante, por lo que se consideran
estudios de heterogeneidad baja y nula, respectivamente. El resto de las
comparaciones consideran valores entre el 40 y 70% lo que nos sugiere una
heterogeneidad moderada que aun es admisible en el presente estudio debido a
gue se considera que los resultados de los estudios individuales no difieren
significativamente entre si en virtud de la inspeccion visual por el empalme de los
IC.

Por otro lado, los valores de OR global para cada comparacién nos muestran una
posible asociacion entre el polimorfismo y el desarrollo de la enfermedad (desde
1.03 hasta 1.54 para el modelo dominante y la comparacion heterocigota,
respectivamente), sin embargo, un analisis mas a fondo, refuta esta premisa, ya
gue, en todos los casos, los IC para el OR global atraviesan la linea de no efecto,
lo que los califica como un resultado no significativo, que se comprueba de forma

numeérica con el valor de p para el efecto global >0.05.
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Figura 28. Graficas de Forest plot del SNP rs1800682 del gen FAS. A) Frecuencia de alelos, B)
Comparacién de homocigotos, C) Comparacion de heterocigotos, D) Modelo dominante y E)
Modelo recesivo. En la columna de la extrema izquierda de cada grafica se muestra el primer autor
y afio de cada articulo, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor o
recesivo (segunda columna) y alelo mayor, heterocigoto o dominante (tercera columna), segln sea
el caso, asi como el correspondiente nimero de sujetos control siguiendo el mismo orden de
columnas (cuarta y quinta columna). Gréficamente se muestra el OR individual asociado a cada
estudio (cuadros azules), asi como el OR global calculado (rombo verde) y el efecto nulo (linea
roja). En las columnas de la derecha se muestra el valor numérico de OR obtenido, asi como su
intervalo de confianza al 95% y el peso que aporta cada uno de los estudios expresado en
porcentaje. Finalmente, en la parte inferior de la figura (designado como “Overall’) se muestra un
resumen de los estadisticos 12, i?, H? y Q para la determinacion de heterogeneidad, asi como la
prueba z para el tamafio del efecto general con su correspondiente valor de p.
HTZ: heterocigoto.

Para el caso de las graficas de Funnel plot (Figura 29) a primera vista se observa
gue los puntos que representan cada estudio se encuentran dispersos a ambos
lados del valor de OR global y dentro del IC establecido. No es el caso para los
estudios de frecuencia de alelos y la comparacion de homocigotos ya que los
estudios del 2004 y 2014 reportan resultados similares y significativamente
diferentes al presentado por el estudio del afio 2000, por lo que ambos se
encuentran de lado opuesto y da la impresibn de un posible sesgo de
heterogeneidad. También se puede advertir una aglomeracion de puntos en la

parte inferior de todas las graficas lo que se interpretaria como una notable
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presencia de articulos con tamafios de muestra pequefios que aumentan el
intervalo de confianza del resultado y por lo tanto aumentan el valor calculado del
error estdndar asociado. Sin embargo, esto resulta ser un inconveniente derivado

del reducido numero de estudios incluidos para estas comparaciones.

Aun contemplando los resultados de las graficas de Funnel plot y considerando las
razones por las cuales se distribuyen de esta forma los puntos correspondientes a
cada estudio, se constata una ausencia de sesgo ya que se incluyé la totalidad de
los estudios detectados en la revision sistematica sin importar el tamafio de
muestra o si favorecian a uno u otro efecto. Con lo que se considera que no existe

sesgo en los resultados concluyentes del conjunto de estudios.

FAS rs1800682 FAS rs1800682 FAS rs1800662
Al :
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Figura 29. Identificacion del sesgo de publicacion mediante grafica Funnel plot para el
polimorfismo rs1800682 del gen FAS. Correspondiente a A) Frecuencia alélica B) Comparacion
homocigota C) Comparacion heterocigota, D) Modelo dominante y E) Modelo recesivo. En todas
las graficas en el eje de las ordenadas se representa el error estandar asociado al tamafio de la
muestra, mientras que en el eje de las abscisas se grafica el OR individual obtenido para cada uno
de los articulos, los cuales se simbolizan como circulos de color azul. La linea roja en el centro de
la figura representa el resultado global obtenido del meta-andlisis realizado para cada
comparacion.

El resultado global de dicho analisis demuestra que el polimorfismo rs1800682 del

gen FAS no confiere riesgo a nivel alélico ni genotipico.
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7.4.4 GTF2l: rs117026326 (C>T)
En el caso del SNP rs117026326 del gen GTF2I Unicamente se contaban con

datos de frecuencia alélica por lo que la comparacién homocigota y heterocigota,

asi como modelo recesivo y dominante se omitieron en este caso.

Los datos que se utilizaron para el andlisis estadistico provienen de cuatro
articulos: Zhao J, 2017 (230) y Song IW, 2016 (90) ambos con aportaciones
correspondientes a dos estudios cada uno realizados en cohortes de diferentes
poblaciones, generando en total 4 estudios; asi como Zheng J, 2015 (91) y Li Y,
2013 (83), con un estudio cada uno. Cabe mencionar que éste ultimo fue el
estudio que aporté mas peso al analisis debido a que poseia el mayor tamafio de

muestra y la menor variabilidad.

De la misma forma, para este polimorfismo se generd una grafica de Forest plot
para determinacion de heterogeneidad (Figura 30), el OR global obtenido fue de
2.10 (1.88 - 2.33) resultando en una diferencia significativa con un valor de p para
el efecto global <0.001.

Por inspeccidn visual del grafico Forest plot se observa una superposicion entre
los IC debido a estudios consistentes entre si. De igual forma, las estimaciones
numeéricas (12, i2, H? y Q), con especial atencién en el valor de i2, confirman que no

existe evidencia estadistica de heterogeneidad (i = 0.00%).
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Zhao J. (2017) 235 663 138 800 —— 2.05[ 163, 260] 2073
Zhao J. (2017) 12 592 13 1,849 = 288[131, 635 182
Zheng J. (2015) 26 118 45 347 —— 1701 1.00, 2.88] 4.10
Overall <o 2.10[ 1.88, 2.33]

Heterogeneity: 1° = 0.00, I = 0.00%, H* = 1.00
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Random-effects DerSimonian—Laird model

Figura 30. Gréfica de Forest plot para el polimorfismo rs117026326 del gen GTF2I correspondiente
a la frecuencia alélica. En la columna de la extrema izquierda se muestra el primer autor y afio de
cada articulo, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor (segunda
columna) y alelo mayor (tercera columna), asi como el correspondiente nimero de sujetos control
siguiendo el mismo orden de columnas (cuarta y quinta columna). Adicionalmente, en el grafico se
muestra el OR individual asociado a cada estudio (cuadros azules), asi como el OR global
calculado (rombo verde). Graficamente se muestra el OR (individual y global) asi como su valor
numérico, su intervalo de confianza del 95% y el peso que aporta cada uno de los estudios
expresado en porcentaje. Finalmente, en la parte inferior de la figura (designado como “Overall”) se
muestra un resumen de los estadisticos 12, i, H?> y Q para la determinacién de heterogeneidad, asi
como la prueba z para el tamafio del efecto general con su correspondiente valor de p.

En el caso del grafico Funnel Plot (Figura 31) se observa una simetria de puntos a
lo largo del embudo, lo que representa que no existe un sesgo atribuible a que se
hayan reportado Unicamente valores positivos 0 negativos o estudios con un unico
tamafio de muestra. De igual manera, todos los puntos se encuentran delimitados
por las lineas que representan el IC. De acuerdo con estas observaciones se

sugiere gue no existe sesgo.
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Figura 31. Identificacion del sesgo de publicacion mediante gréfica Funnel plot para el
polimorfismo rs117026326 del gen GTF2I correspondiente a la frecuencia alélica. En el eje de las
ordenadas se representa el error estandar, mientras que en el eje de las abscisas se grafica el OR
individual obtenido para cada uno de los articulos, los cuales se simbolizan como circulos de color
azul. La linea roja en el centro de la figura representa el resultado global obtenido del meta-anélisis
realizado a este polimorfismo (2.10 expresado en Logaritmo natural “Ln”).

El resultado global de dicho analisis demuestra que el polimorfismo rs117026326
del gen GTF2I confiere riesgo a nivel alélico y es significativo (OR = 2.10 [1.88 —
2.33], p < 0.001).

7.4.51L-10rs1800872 (C>A)

Para este polimorfismo se obtuvieron datos de cinco articulos con un estudio cada

uno y cuyos primeros autores son: Colafrancesco S., 2019 (224), Font J., 2002
(225), Hulkkonen J., 2001 (226), Origuchi T., 2003 (221) y Vazquez-Villamar M.,
2015 (229), los cuales se utilizaron en su totalidad tanto para el andlisis a nivel

alélico como genotipico.

De acuerdo con el andlisis visual de las gréaficas de Forest plot (Figura 32) no
existe una diferencia significativa entre pacientes y sujetos control ya que todos los

IC de los ORs globales estimados cruzan la linea de no efecto e incluso dos de las
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comparaciones (frecuencia de alelos y modelo dominante) tienen un OR global de
1.00 lo que nos afirma que existe una igualdad entre ambos grupos, mientras que
para las deméas comparaciones se calculé un valor menor aproximado. Todos los

valores de p para el efecto global confirman resultados no significativos (p>0.05).
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Figura 32. Graficas de Forest plot del SNP rs1800872 del gen IL-10. A) Frecuencia de alelos, B)
Comparacién de homocigotos, C) Comparaciéon de heterocigotos, D) Modelo dominante y E)
Modelo recesivo. En la columna de la extrema izquierda de cada grafica se muestra el primer autor
y afio de cada articulo, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor o
recesivo (segunda columna) y alelo mayor, heterocigoto o dominante (tercera columna), segun sea
el caso, asi como el correspondiente nimero de sujetos control siguiendo el mismo orden de
columnas (cuarta y quinta columna). Graficamente se muestra el OR individual asociado a cada
estudio (cuadros azules), asi como el OR global calculado (rombo verde) y el efecto nulo (linea
roja). En las columnas de la derecha se muestra el valor numérico de OR obtenido, asi como su
intervalo de confianza al 95% y el peso que aporta cada uno de los estudios expresado en
porcentaje. Finalmente, en la parte inferior de la figura (designado como “Overall’) se muestra un
resumen de los estadisticos 12, i?, H? y Q para la determinacion de heterogeneidad, asi como la
prueba z para el tamafio del efecto general con su correspondiente valor de p.
HTZ: heterocigoto.

Cabe mencionar que, a pesar de estos resultados desfavorables, se visualiza una
superposicion entre los IC de los estudios en todas las comparaciones,

complementario a esta observacion, el valor de i? confirma una determinacién de
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heterogeneidad moderada ya que se encuentran entre el 45 y 70%, siendo la

comparacion de heterocigotos el estudio mas homogéneo.

Mientras tanto, mediante la informacién obtenida de las gréficas de Funnel plot
(Figura 33) se observa que los puntos que representan cada estudio se
encuentran distribuidos de manera homogénea a lo largo del embudo y dentro del
IC calculado excepto para el caso de la comparacién de frecuencias alélicas y
modelo dominante. Los puntos que se encuentran fuera del IC resultan ser los
estudios que tenian los resultados menos afines al resto, por lo que se sugiere que
la segregacion de estos valores puede ser debida a un sesgo de heterogeneidad a
causa de un estudio que difiere significativamente del resto. Sin embargo, hacen
falta mas estudios para determinar la causa precisa de la heterogeneidad.

IL-10 rs1800872 IL-10 rs 1800872 IL-10 rs 1800872
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Figura 33. Identificacion del sesgo de publicacion mediante grafica Funnel plot para el
polimorfismo rs1800872 del gen IL-10. Correspondiente a A) Frecuencia alélica B) Comparacion
homocigota C) Comparacion heterocigota, D) Modelo dominante y E) Modelo recesivo. En todas
las graficas en el eje de las ordenadas se representa el error estandar asociado al tamafio de la
muestra, mientras que en el eje de las abscisas se grafica el OR individual obtenido para cada uno
de los articulos, los cuales se simbolizan como circulos de color azul. La linea roja en el centro de
la figura representa el resultado global obtenido del meta-andlisis realizado para cada
comparacion.

El resultado global de dicho andlisis demuestra que el polimorfismo rs1800872 del

gen IL-10 no confiere riesgo a nivel alélico ni genatipico.
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7.4.6 1L-10 rs1800896 (A>G)
Al igual que el polimorfismo anterior del mismo gen, este SNP contiene datos

extraidos de cinco articulos con un estudio cada uno. Dichos articulos
corresponden a Font J., 2002 (225), Hulkkonen J., 2001 (226), Marka M., 2005
(235), Origuchi T., 2003 (221) y Vazquez-Villamar M., 2015 (229).

De acuerdo con la gréfica de Forest plot (Figura 34) se observa el mismo
comportamiento que para el polimorfismo anterior, ninguna de las comparaciones
concluye una diferencia significativa con valores de p para el efecto global
mayores a 0.05 y cuyos IC atraviesan la linea de no efecto.

Para el caso de la frecuencia alélica, los estudios correspondientes al afio 2001 y
2002 no se superponen como sucede con el resto de los estudios, por o que se
determina que entre ellos hay una baja consistencia. No obstante, el valor de i? de
66.27% nos indica heterogeneidad moderada pero aceptable entre los estudios.

El resto de las comparaciones si presentan un traslape entre sus IC lo que denota
una consistencia entre estudios con valores de i2 de 0.00% para el caso de la
comparacion heterocigota y el modelo recesivo y de 51.39% y 61.67% para la

comparacion homocigota y el modelo dominante, respectivamente.

Es preciso mencionar que, en la comparacion de homocigotos, heterocigotos y el
modelo recesivo se manifiesta que el estudio perteneciente al afio 2003 contiene
datos peculiares ya que no reporta sujetos con el genotipo homocigoto para el
alelo menor (GG), sin embargo, esto no quiere decir que no sea un genotipo viable
ya que en el resto de los estudios si se reportan casos (aun cuando son escasos)
siendo la mayor parte de ellos de origen europeo, a excepcion del articulo del afio
2015, que corresponde a una cohorte mexicana. No obstante, hacen falta mas

estudios para corroborar si estas diferencias son dependientes de la etnia.

El resultado de estas cifras se refleja en un IC individual de tamafio descomunal,
sin embargo, debido a que es el estudio con menor cantidad de sujetos de estudio,
el peso que se le da en el meta-analisis es muy bajo por lo que se presume que no

deberia afectar de manera considerable el resultado global.
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Figura 34. Graficas de Forest plot del SNP rs1800896 del gen IL-10. A) Frecuencia de alelos, B)
Comparacién de homocigotos, C) Comparacion de heterocigotos, D) Modelo dominante y E)
Modelo recesivo. En la columna de la extrema izquierda de cada grafica se muestra el primer autor
y afio de cada articulo, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor o
recesivo (segunda columna) y alelo mayor, heterocigoto o dominante (tercera columna), segln sea
el caso, asi como el correspondiente nimero de sujetos control siguiendo el mismo orden de
columnas (cuarta y quinta columna). Graficamente se muestra el OR individual asociado a cada
estudio (cuadros azules), asi como el OR global calculado (rombo verde) y el efecto nulo (linea
roja). En las columnas de la derecha se muestra el valor numérico de OR obtenido, asi como su
intervalo de confianza al 95% y el peso que aporta cada uno de los estudios expresado en
porcentaje. Finalmente, en la parte inferior de la figura (designado como “Overall’) se muestra un
resumen de los estadisticos 12, i?, H? y Q para la determinacion de heterogeneidad, asi como la
prueba z para el tamafio del efecto general con su correspondiente valor de p.
HTZ: heterocigoto.

Para el caso de la grafica de Funnel plot (Figura 35) se obtiene un comportamiento
similar al del polimorfismo anterior del mismo gen en el que un par de
comparaciones contienen estudios cuyos resultados no se encuentran dentro del
IC establecido para el OR global, tal es el caso de la comparacién de frecuencias
alélicas y el modelo dominante con dos (correspondiente al estudio del afio 2002 y
2003) y un estudio (perteneciente al afio 2002) fuera del IC, respectivamente. Las
razones a las que se atribuye este posible sesgo son las mismas que en el

polimorfismo anterior.
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Figura 35. Identificacion del sesgo de publicacién mediante grafica Funnel plot para el
polimorfismo rs1800896 del gen IL-10. Correspondiente a A) Frecuencia alélica B) Comparacion
homocigota C) Comparacion heterocigota, D) Modelo dominante y E) Modelo recesivo. En todas
las gréficas en el eje de las ordenadas se representa el error estandar asociado al tamafio de la
muestra, mientras que en el eje de las abscisas se grafica el OR individual obtenido para cada uno
de los articulos, los cuales se simbolizan como circulos de color azul. La linea roja en el centro de
la figura representa el resultado global obtenido del meta-analisis realizado para cada
comparacion.

El resultado global de dicho analisis demuestra que el polimorfismo rs1800896 del

gen IL-10 no confiere riesgo a nivel alélico ni genatipico.

7.4.7 PTPN22 rs2476601 (C>T)
El analisis de este polimorfismo partié de tres estudios obtenidos de tres articulos:
Gomez LM., 2005 (232), Ittah M., 2005 (233) y Vlachogiannis NI., 2016 (231).

Todos los articulos fueron utilizados tanto para el estudio a nivel alélico como

genotipico.

De acuerdo con las graficas de Forest plot presentadas en la Figura 36 se puede
observar que todos los resultados globales excepto el modelo dominante (1.73
[1.01 - 2.96]) carecen de significancia debido a que los valores de p del efecto
global son superiores a lo establecido y cuyo supuesto se confirma de forma visual

cuando el IC del OR global atraviesa la linea de no efecto.
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A pesar de ello, debe admitirse que las comparaciones correspondientes a la
frecuencia de alelos y el modelo dominante presentan una heterogeneidad
moderada mientras que el resto de los modelos presenta una ausencia de
heterogeneidad. Todo esto visualizado mediante el traslape de los IC y
corroborado numéricamente con el valor calculado de i2. Por lo que puede

sugerirse que, en general, los resultados son consistentes.
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Figura 36. Gréaficas de Forest plot del SNP rs2476601 del gen PTPN22. A) Frecuencia de alelos,
B) Comparaciéon de homocigotos, C) Comparacion de heterocigotos, D) Modelo dominante y E)
Modelo recesivo. En la columna de la extrema izquierda de cada grafica se muestra el primer autor
y afio de cada articulo, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor o
recesivo (segunda columna) y alelo mayor, heterocigoto o dominante (tercera columna), seguin sea
el caso, asi como el correspondiente nimero de sujetos control siguiendo el mismo orden de
columnas (cuarta y quinta columna). Graficamente se muestra el OR individual asociado a cada
estudio (cuadros azules), asi como el OR global calculado (rombo verde) y el efecto nulo (linea
roja). En las columnas de la derecha se muestra el valor numérico de OR obtenido, asi como su
intervalo de confianza al 95% y el peso que aporta cada uno de los estudios expresado en
porcentaje. Finalmente, en la parte inferior de la figura (designado como “Overall’) se muestra un
resumen de los estadisticos 12, i2, H?> y Q para la determinacion de heterogeneidad, asi como la
prueba z para el tamafio del efecto general con su correspondiente valor de p.
HTZ: heterocigoto.

Un dato curioso obtenido directamente de los valores crudos de los estudios es
que los sujetos (tanto pacientes como controles) que portan el genotipo

homocigoto para el alelo menor (TT) son muy escasos, incluso no reportando
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ningan sujeto en dos de los tres articulos analizados. Siendo en total 2 pacientes y
3 controles en los tres estudios analizados. Una suposicion a estas diferencias
podria ser la poblacién de procedencia de cada estudio ya que se analizaron
muestras de sujetos que provienen de Colombia, Francia y Grecia, siendo el grupo
francés el Unico que presenta sujetos con el genotipo homocigoto minoritario.

Hacen falta més estudios para aclarar dicho comportamiento.

Por otro lado, debido a que sélo se reunieron tres articulos para este meta-
analisis, no es una tarea sencilla determinar o no la ausencia de sesgo. En este
caso se observa en la Figura 37 que dos de los tres puntos se concentran de lado
derecho al resultado de meta-analisis lo que podria determinarse como un sesgo
gue implica unicamente la seleccion de estudios que presentan resultados
positivos a la asociacion del polimorfismo con la enfermedad. Sin embargo, se
debe manejar con cautela la interpretacion de estos datos ya que la cantidad de

datos obtenidos es muy pequeiia.

PTPN22 rs24T6601 PTPN22 rs24T6601 PTPN22 rs2476601

Allaile frocusncy HOmOZYDoUs companson Hoternrygous comparrson

PTPNZ2 rs2476601 PTPN22 rs2476601
Damsean mosol Fecessive model

Figura 37. Identificacion del sesgo de publicacibn mediante grafica Funnel plot para el
polimorfismo rs2476601 del gen PTPN22. Correspondiente a A) Frecuencia alélica B) Comparacion
homocigota C) Comparacién heterocigota, D) Modelo dominante y E) Modelo recesivo. En todas
las graficas el eje de las ordenadas se representa el error estidndar asociado al tamafio de la
muestra, mientras que en el eje de las abscisas se grafica el OR individual obtenido para cada uno
de los articulos, los cuales se simbolizan como circulos de color azul. La linea roja en el centro de
la figura representa el resultado global obtenido del meta-andlisis realizado a este polimorfismo.
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Para el caso del gen PTPN22 estos datos nos indican que es probable que el
modelo de herencia que sigue el polimorfismo es dominante, es decir, hace falta
una sola copia del alelo mutado (T) para que se presente el fenotipo estudiado
(SSp).

El resultado global de dicho analisis sugiere que el polimorfismo rs2476601 del
gen PTPN22 podria seguir un patrén de herencia dominante para conferir riesgo
(OR =1.73[1.01 - 2.96]), p = 0.05), no obstante, es importante recalcar que hacen
falta mas estudios para determinar el verdadero rol de este polimorfismo en el
SSp.

7.4.8 STAT4: rs7574865 (G>T)
Para el presente polimorfismo se obtuvo un total de 4 estudios provenientes de 3
articulos diferentes: Colafrancesco S., 2019 (224), Korman BD., 2008 (234) y

Palomino-Morales RJ., 2010 (99), siendo los dos primeros los que tuvieron mas

peso en el meta-analisis debido a su mayor tamafio de muestra y menor
variabilidad. A este respecto, todos los articulos contenian informacién de alelos y

genotipos para todas sus muestras.

Por simple inspeccion visual de la Figura 38 que corresponde a los graficos Forest
plot podemos afirmar que el analisis de frecuencia alélica, comparacion de
homocigotos y el modelo dominante reportan una diferencia significativa entre
pacientes con SSp y sujetos control debido a que el valor de OR global calculado
tiene un valor mayor a uno y su IC no cruza la linea que representa el efecto nulo.
Para el caso de la comparacion heterocigota y el modelo recesivo el valor de OR
global también es superior a uno, sin embargo, el hecho de que su IC atraviese la
linea de no efecto nos indica que el resultado del estudio no es significativo. En

todos los casos, el valor de p del efecto global confirma dichos supuestos.

Asimismo, se puede observar una superposicion entre los IC de los estudios
(excepto para la comparaciéon de heterocigotos y el modelo recesivo, mismos que

no fueron significativos), lo que determina que todos los resultados significativos,
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son altamente homogéneos entre si. De igual manera, las estimaciones numéricas
(12, i?, H? y Q) sugieren una alta homogeneidad entre los estudios con un valor de
i2 de 12.53% para el caso de la frecuencia de alelos, de 61.32% para la
comparaciéon de homocigotos y 0.00% para el modelo dominante que
corresponden a una baja, moderada y nula heterogeneidad, respectivamente.
Para el caso de la comparacion de heterocigotos y el modelo recesivo el valor de

i2 determina una heterogeneidad moderada.
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Figura 38. Gréaficas de Forest plot del SNP rs7574865 del gen STAT4. A) Frecuencia de alelos, B)
Comparacién de homocigotos, C) Comparacién de heterocigotos, D) Modelo dominante y E)
Modelo recesivo. En la columna de la extrema izquierda de cada grafica se muestra el primer autor
y afio de cada articulo, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor o
recesivo (segunda columna) y alelo mayor, heterocigoto o dominante (tercera columna), seguin sea
el caso, asi como el correspondiente nimero de sujetos control siguiendo el mismo orden de
columnas (cuarta y quinta columna). Graficamente se muestra el OR individual asociado a cada
estudio (cuadros azules), asi como el OR global calculado (rombo verde) y el efecto nulo (linea
roja). En las columnas de la derecha se muestra el valor numérico de OR obtenido, asi como su
intervalo de confianza al 95% y el peso que aporta cada uno de los estudios expresado en
porcentaje. Finalmente, en la parte inferior de la figura (designado como “Overall’) se muestra un
resumen de los estadisticos 12, i2, H?> y Q para la determinacion de heterogeneidad, asi como la
prueba z para el tamafio del efecto general con su correspondiente valor de p. HTZ:
heterocigoto.
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Mientras tanto, de acuerdo con el grafico Funnel plot (Figura 39) podriamos
sugerir la existencia de sesgo de heterogeneidad, debido a que se considera una
representacion grafica del efecto causado por el estudio de 2019 que aporta
valores de OR individuales desde 1.81 hasta 6.79 los cuales difieren
considerablemente del resto de los estudios, esta situacion ocasiona que el valor
del OR global de desplace a la derecha (valores superiores a uno) y, por lo tanto,
el resto de los estudios (con resultados similares entre ellos) quedan localizados
de lado opuesto.

Una posible causa a la disparidad entre resultados puede deberse al origen de los
sujetos de estudio, ya que en el caso del articulo de 2019 se reclutaron sujetos
provenientes de Roma, mientras que en el caso del correspondiente al afio 2008
los sujetos se denominan como “caucasicos” y finalmente, el articulo del 2010
cuenta con dos cohortes provenientes de Colombia y Alemania. Sin embargo,

hacen falta mas estudios para confirmar esta teoria.
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Figura 39. lIdentificaciéon del sesgo de publicacibn mediante grafica Funnel plot para el
polimorfismo rs7574865 del gen STAT4. Correspondiente a A) Frecuencia alélica B) Comparacion
homocigota C) Comparacién heterocigota, D) Modelo dominante y E) Modelo recesivo. En todas
las graficas el eje de las ordenadas se representa el error estdndar asociado al tamafio de la
muestra, mientras que en el eje de las abscisas se grafica el OR individual obtenido para cada uno
de los articulos, los cuales se simbolizan como circulos de color azul. La linea roja en el centro de
la figura representa el resultado global obtenido del meta-andlisis realizado a este polimorfismo.
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En lo que se refiere al polimorfismo rs7574865 del gen STAT4, se presenta una
asociacion alélica, homocigota y dominante positivas con un valor de OR por
arriba de 1.5 puntos, lo que supone que dentro de la poblacién con SS prevalece
el alelo y el genotipo homocigoto del alelo mutado y el comportamiento de dicho

alelo se expresa de forma dominante.

El resultado global de dicho analisis demuestra que el polimorfismo rs7574865 del
gen STAT4 confiere riesgo a nivel alélico (OR = 1.52 [1.27 — 1.82], p < 0.001), en
genotipo homocigoto (OR = 2.37 [1.17 — 4.81], p = 0.02) y con un tipo de herencia
dominante (OR = 1.60 [1.30 — 1.98], p < 0.001) y dichos resultados son

significativos.

7.4.9 STAT4: rs7582694 (G>C)

En el caso del SNP rs7582694 del gen STAT4 unicamente se contaban con datos
de frecuencia alélica por lo que el resto de las comparaciones se omitieron en este

caso.

Para el andlisis de este polimorfismo los datos provienen de 3 articulos, dos de los
cuales fueron publicados por el mismo primer autor (Nordmark G.), pero en
diferente afo (222, 223), 2011 y 2009 respectivamente, con 2 estudios cada uno
correspondientes a 2 diferentes poblaciones: Suecia y Noruega. El tercer articulo
pertenece a Gestermann N., 2010 (97) el cual contenia solo un estudio, con lo que

en total suman 5 estudios.

En la gréfica de Forest plot (Figura 40) se observa un valor de OR global de 1.47
(1.31 -1.66) con un valor de p significativo (<0.001), lo que supone un resultado a
favor de la asociacion del SNP y el desarrollo del SS. Nuevamente, el reducido
intervalo de confianza genera especial atencion por la poca variabilidad que se

precisa para el valor global estimado.

Mediante inspeccion visual de este mismo grafico se puede observar una

superposicion entre los IC de los estudios, lo que determina que los resultados
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entre ellos son homogéneos. De igual manera, las estimaciones numéricas (12, i?,
H? y Q) corroboran que no existe evidencia estadistica de heterogeneidad, con un
valor de i2 de 0.00%.

STAT4 rs7582694
Allele frecuency

pSs HC Odds ratio Weight
Study Minor Major Minor Major with 95% ClI (%)
Gestermann N. (2010) 217 539 259 1.0M11 — 1.57[1.28, 1.94] 3155
Nordmark G. (2009) 132 324 248 878 —— 1441113, 1.85] 2254
Nordmark G. (2009) 81 199 68 228 L 136[094, 198] 979
Nordmark G. (2011) 200 488 153 485 |—l— 1.30[1.02, 1.66] 2281
Nordmark G. (2011) 18 274 85 341 L 173[1.25 238] 1331
Overall ~ 1.47[1.31, 1.66]
Heterogeneity: ° = 0.00, I° = 0.00%, H* = 1.00
Testof 6= 6; Q(4) =251, p=064
Testof 8=0:z=6.50,p=0.00

Random-effects DerSimonian—Laird model

Figura 40. Grafica de Forest plot para el polimorfismo rs7582694 del gen STAT4 correspondiente a
la frecuencia alélica. En la columna de la extrema izquierda se muestra el primer autor de cada
estudio, seguido del nimero de pacientes con SSp que portan el alelo menor (segunda columna) y
alelo mayor (tercera columna), asi como el correspondiente nimero de sujetos control siguiendo el
mismo orden de columnas (cuarta y quinta columna). Adicionalmente, en el grafico se muestra el
OR individual asociado a cada estudio (cuadros azules), asi como el OR global calculado (rombo
verde). En la columna derecha adyacente al grafico se muestra el valor numérico de OR, asi como
su intervalo de confianza del 95% y finalmente, en la columna del extremo derecho se muestra el
peso que aporta cada uno de los estudios expresado en porcentaje. Con una linea roja se
representa el efecto nulo que corresponde a 1 debido al empleo de ORs. Finalmente, en la parte
inferior de la figura (designado como “Overall”) se muestra un resumen de los estadisticos 12, i?, H?
y Q para la determinacién de heterogeneidad (primeras dos filas) y z para sesgo (Ultima fila).

De acuerdo con el grafico Funnel Plot (Figura 41) se concluye una ausencia de
sesgo que se respalda por el hecho de que los puntos se encuentran distribuidos a
lo largo del embudo, ya que, aun cuando la linea que representa el valor de OR
global deja 3 estudios con un OR menor y 2 con uno mayor, podemos apreciar un
estudio cuyo resultado es bastante cercano al resultado obtenido para el meta-
analisis en general. Igualmente, el tamafio de muestra de los estudios es lo
suficientemente heterogéneo para asegurar que el analisis de este polimorfismo
engloba todo el conjunto de articulos encontrados en las bases de datos

independientemente del tamafio de muestra o resultado reportado.
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STAT4 rs7582694

Allele frecuency

Standard error
®

4
Log odds-ratio

Pseudo 95% Cl @ Studies
Estimated 8.,

Figura 41. lIdentificacion del sesgo de publicacion mediante grafica Funnel plot para el
polimorfismo rs7582694 del gen STAT4 correspondiente a la frecuencia alélica. En el eje de las
ordenadas se representa el tamafio de la muestra mediante el error estandar, mientras que en el
eje de las abscisas se grafica el OR individual obtenido para cada uno de los articulos, los cuales
se simbolizan como circulos de color azul. La linea roja en el centro de la figura representa el
resultado global obtenido del meta-analisis realizado a este polimorfismo. Se observa una
distribucion simétrica de puntos (homogeneidad de puntos a cada lado de la linea vertical central),
correspondiente a cada uno de los estudios (5 en total), asi como su presencia dentro de los
limites del IC representado por las lineas de color gris, con lo que se considera que no existe
sesgo en los resultados concluyentes del conjunto de estudios.

El resultado global de dicho anélisis demuestra que el polimorfismo rs7582694 del
gen STAT4 confiere riesgo a nivel alélico y es significativo OR = 1.47 (1.31 — 1.66),
p <0.001.

Estos resultados nos indican que la presencia del alelo minoritario o mutado para
los polimorfismos estudiados que corresponden al gen BAFF, GTF2l y STAT4
(rs7582694) son altamente comunes entre la poblacién de pacientes con SS
diagnosticado comparados con pacientes control mediante cualquiera de los

criterios de diagnaéstico relevantes antes mencionados.
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Un resumen de los resultados del meta-andlisis para cada uno de los
polimorfismos se presenta de forma condensada en las Tablas S4-S12 en la

seccion de Anexos.

Las limitaciones en este estudio consisten en el hecho de que la cantidad minima
de estudios para cada polimorfismo se establecio en tres ya que un criterio con
una mayor cantidad de estudios hubiera descartado la gran mayoria de los
polimorfismos estudiados, incluso en algunos casos, solo el analisis de
frecuencias contaba con 3 estudios mientras que para los demas modelos
Unicamente se encontraban disponibles datos de 2 estudios. Una limitacion extra,
ligada a la escasez de estudios, es el hecho de que una comparacion por
poblacién de origen es casi imposible, ya que muchos de los articulos no definian
con exactitud la procedencia de los sujetos en estudio (ni otros datos relevantes
para la enfermedad como lo es |la edad y el sexo), como el caso de aquellos en los
que unicamente se catalogaban como “caucasicos” o en el mejor de los casos, no
habia suficientes estudios de una misma region para determinar si los resultados
variaban en torno a este parametro. Ademas de que no se llevaron a cabo otros
analisis de modelos de herencia (aditivo y codominante) y estudios de haplotipos
gue probablemente hubieran mostrado una perspectiva mas amplia del

comportamiento de los polimorfismos.

Otra limitacion encontrada en este estudio es que Unicamente se incluyeron
revistas indexadas lo que podria excluir estudios mas pequefos o estudios que no
se pudieron publicar en bases de datos de prestigio, aun cuando los datos que
aportan pudieran tener una calidad adecuada para contemplarse en estudios de

este tipo.

Andlisis adicionales para deteccion de heterogeneidad no fueron incluidos en el
presente proyecto, por ejemplo, los estudios de sensibilidad o la meta-regresion,
en los que se determina si la ausencia de algun estudio en especifico modifica
drasticamente el resultado global, o el hecho de establecer si alguna caracteristica

propia de los individuos en estudio genera un patrén de efectos que explica la
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heterogeneidad del analisis. Asi mismo, se exceptuaron otras herramientas
disponibles para la deteccion de sesgo que pudieran haber aclarado el panorama
en algunos polimorfismos donde Unicamente se bas6 en suposiciones acerca de
los datos obtenidos y no en pruebas contundentes debido, por ejemplo, a la

limitacion de estudios.

Adicionalmente se observd que existe una carencia importante de estudios sobre
todo en paises de América y Africa ya que la mayoria de los estudios
correspondian a poblaciones de Europa y Asia principalmente.

Estos resultados pueden ser la base de una mejora en las pautas para el
diagnéstico de la enfermedad con resultados prometedores que ayuden a la
comunidad cientifica para brindar un diagnostico exacto y mas rapido mediante
muestras sanguineas que ofrecen una concentracion y calidad adecuadas para la
genotipificacion e identificacion de los polimorfismos y que ademas, no signifiquen
un método invasivo para los pacientes como las ya existentes, para un tratamiento
oportuno que ayude a mejorar la calidad de vida de las personas que padecen

esta enfermedad.
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8.0 Conclusién

Debido a las complicaciones cronicas que ocasiona el SS, es de vital importancia
poner énfasis en la deteccion temprana de este tipo de enfermedades. Es apenas
el comienzo de una busqueda que pretende homogeneizar a las diferentes
poblaciones del mundo o en su caso, identificar los factores que influyen dentro de
ciertas poblaciones, de tal forma que existan criterios de diagndstico consolidados
y de esta forma brindar un tratamiento oportuno que no solo aumente nuestro
conocimiento acerca de los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad, sino
qgue favorezca el desarrollo de nuevas terapias génicas dirigidas. Un método que
resulta rapido, eficiente y menos invasivo es por medio de la deteccion de SNPs;
hasta el momento se ha revelado que la presencia de los polimorfismos rs9514828
del gen BAFF, rs117026326 del gen GTF2l y rs7582694 y rs7574865 del gen
STAT4 representan un riesgo a nivel alélico y para este ultimo también a nivel

genotipico para el desarrollo del SSp.
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9.0 Anexos

Para la elaboracién de las graficas Forest y Funnel plot se comenzd por la

elaboracion de un documento en Excel con los datos de pacientes SSp y grupo

control con el alelo/genotipo WT y mutado correspondiente, el cual se import6 al
programa de STATA v17.0.

Para cada comparacion se ejecutaron los siguientes comandos:

Frecuencia de alelos:

meta esize case_minor case_major control_minor control_major, random
(dlaird) studylabel(Author)

meta forestplot, eform nullrefline (Icolor(red)) tltitle (Allele frecuency) t2title
(GEN rsXXXXXX) columnopts(_datal, supertitle(pSS)) columnopts(_data2,
supertitle(HC)) columnopts(_a _c, title(Minor)) columnopts(_ b _d,
title(Major))

meta funnelplot, title (GEN rsXXXXXX) subtitle (Allele frecuency)

Comparacion de homocigotos:

meta esize case_minor case_major control_minor control_major, random
(dlaird) studylabel(Author)

meta forestplot, eform nullrefline (Icolor(red)) tititle (Homozygous
comparison) t2title (GEN rsXXXXXX) columnopts(_datal, supertitle(pSS))
columnopts(_data2, supertitle(HC)) columnopts(_a _c, title(Minor))
columnopts(_b _d, title(Major))

meta funnelplot, title (GEN rsXXXXXX) subtitle (Homozygous comparison)

Comparacion de heterocigotos:

meta esize case_minor case_heteroz control_minor control_heteroz,
random (dlaird) studylabel(Author)

meta forestplot, eform nullrefline (Icolor(red)) tltitle (Heterozygous
comparison) t2title (GEN rsXXXXXX) columnopts(_datal, supertitle(pSS))
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columnopts(_data2, supertitle(HC)) columnopts(_a _c, title(Minor))
columnopts(_b _d, title(HTZ))
meta funnelplot, title (GEN rsXXXXXX) subtitle (Heterozygous comparison)

Modelo dominante:

meta esize case_recessive case_major control_recessive control_major,
random (dlaird) studylabel(Author)

meta forestplot, eform nullrefline (Icolor(red)) tltitle (Dominant model) t2title
(GEN rsXXXXXX) columnopts(_datal, supertitle(pSS)) columnopts(_data2,
supertitle(HC)) columnopts(_a _c, title(Recessive)) columnopts(_ b _d,
title(Major))

meta funnelplot, title (GEN rsXXXXXX) subtitle (Dominant model)

Modelo recesivo:

meta esize case_minor case_dominant control_minor control_dominant,
random (dlaird) studylabel(Author)

meta forestplot, eform nullrefline (Icolor(red)) tltitle (Recessive model) t2title
(GEN rsXXXXXX) columnopts(_datal, supertitle(pSS)) columnopts(_data2,
supertitle(HC)) columnopts(_a _c, title(Minor)) columnopts( b _d,
title(Dominant))

meta funnelplot, title (GEN rsXXXXXX) subtitle (Recessive model)

Significado de las variables en los comandos:

YV V V V

Author (Primer autor y afio de publicacion)

Sample_case (Tamafio de la muestra de pacientes pSS)

Sample_control (Tamafo de la muestra de sujetos control)

case_minor (Tamafio de la muestra de pacientes pSS con el alelo/genotipo
homocigoto menor)

case_major (Tamafio de la muestra de pacientes pSS con el alelo/genotipo

homocigoto mayor)
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control_minor (Tamafio de la muestra de sujetos control con el
alelo/genotipo homocigoto menor)

control_major (Tamafio de la muestra de sujetos control con el
alelo/genotipo homocigoto mayor)

case_heteroz (Tamafio de la muestra de pacientes pSS con el genotipo
heterocigoto)

control_heteroz (Tamafio de la muestra de sujetos control con el genotipo
heterocigoto)

case_recessive (Tamafio de la muestra de pacientes pSS con la suma de
genotipos heterocigoto y homocigoto para el alelo menor)

control_recessive (Tamarfo de la muestra de sujetos control con la suma de
genotipos heterocigoto y homocigoto para el alelo menor)

case_dominant (Tamafo de la muestra de pacientes pSS con la suma de
genotipos heterocigoto y homocigoto para el alelo mayor)

control_dominant (Tamafo de la muestra de sujetos control con la suma de

genotipos heterocigoto y homocigoto para el alelo mayor)
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Figura S 1. Documento de Excel estandarizado para la extraccion de datos.

Tabla S 1. Registros excluidos posterior a la lectura completa de articulos.

ID Estudio ‘ S50 €1 Ref ID Estudio ‘ BEEE e ’ Ref
datos datos
Polimorfismos distintos a SNPs
1 Mitchell RJ, 1985 PubMed (236) 15 Petrek M, 2002 PubMed (237)
2 PpapihaSS,1989  PubMed  (238) | 16 gg(‘)";”'e'Doy'e S, PubMed  (239)
3 Hiraoka M, 1997 PubMed (240) 17 Perrier S, 1998 PubMed (241)
4 LiH, 2017 PubMed (242) 18 Barizzone N, 2013 PubMed (243)
5 LiuK, 2016 PubMed  (244) | 19 g"oal'gr"v'oore IS, PubMed  (245)
6 Harris VM, 2016 PubMed  (246) | 20 ShcelrRichard C, PubMed  (247)
ggi%'carde”as MJ " pubMed  (248) | 21 Kabalak G, 2009 PubMed  (249)
8 Markeljevic J, 2015 PubMed (250) 22 Lawson CA, 2005 PubMed (251)
9 Willeke P, 2008 PubMed (252) 23 Morinobu A, 1999 PubMed (253)
10 Grover S, 2006 PubMed  (254) | 24 Bertolo F, 1999 o ebof  ,5p)
cience
Ramos-Casals M, . Web of
11 5004 PubMed  (256) | 25 AgrawiLA, 2018 Science (287
Manavalan SJ, Web of
12 2004 PubMed (258) 26 Kacem HH, 2001 Science (259)
Pertovaara M, Web of
13 Hurme M, 2004 PubMed (260) 27 SharmaR, 2017 science (261)
14 Pertovaara M, PubMed (262)

93




Lehtimaki T, 2004 |

Estudios de pacientes con SSs o alguna otra enfermedad autoinmune

28 Xie Q, 2021 PubMed (263) 33 Kanagawa S, 2003 PubMed (264)

29 XuW, 2020 PubMed  (265) | 34 Hallak JA, 2015 webof 556
science
Web of

30 Wang Y, 2020 PubMed  (267) | 35 Yen JH, 2003 . (268)
science

31 Musone SL, 2011  PubMed  (269) | 36 Criswell LA, 2005 Web ol (270)

32 Safrany E, 2009 PubMed  (271)

No cumplen con los criterios establecidos al grupo control

37 Ben-Eli H, 2019 PubMed ~ (272) | 39 Ramos-CasalsM pupyeq  (273)

38 Taylor KE, 2017 PubMed  (274) | 40 Kourou KD, 2020 webof 575
Science

Datos no extraibles
41 Arvaniti P, 2020 PubMed (276) 43 Lester S, 2007 PubMed (277)
42 Reksten TR, 2014 PubMed (278)
Otros criterios de seleccién no cumplidos

44 Linden M, 2017 PubMed  (279) | 47 Dogan I, 2020 SCOPUS  (280)

45 Cobb BL, 2010 PubMed (281) 48 Argyriou E, 2021 PubMed (282)

46 ShimoyamaS, PubMed  (283)

2021

Tabla S 2. Registros excluidos posterior a la extraccién de datos.

Variantes correspondientes a genes

de HLA, TCR 0 BCR

ID Estudio Base de datos Ref
1 Fei HM, 1991 PubMed (284)
2 Fugger L, 1991 PubMed (285)
3 Carapito R, 2017 PubMed (286)
4 Lester S, 2013 PubMed (287)
5 Lessard CJ, 2013 PubMed (82)
6 Anaya JM, 2005 PubMed (288)
7 Nakken B, 2001 PubMed (289)
8 Charfi A, 2020 PubMed (290)
9 Kamitaki N, 2020 Web of Science (291)
10 Miyagawa S, 1998 Web of Science (292)
11 Sasaki M, 2000 Web of Science (293)
12 Miranda-Duarte A, 2011 Web of Science (294)
13 Loiseau P, 2001 Web of Science (295)
14 Kang HI, 1993 Web of Science (296)

Tabla S 3. Caracteristicas de los estudios de genes candidatos seleccionados en el SS.

Gen

Chr SNP Tamafio de la

Etnia Método de Pais

Ref
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posicion muestra genotipificacion
Casos _ Controles
_[S3759467 43 136 Australian Australia  (109)
Caucasian PCR-RFLP
rs9514827 414 137 greek (105)
ancestry
123 136 Australian Australia (109)
162 90 Caucasian PCR-RFLP France (106)
BAFF 130g33.3 Swedish .
19514828 344 319 caucasians lllumina Sweden
Norwegian GoldenGate assay (223)
196 213 caucasians (Nlumina Inc.) Norway
123 136 Australian Australia (109)
rs1224141 Caucasian
1s12583006 111 137 greek PCR-RFLP . (105)
rs1041569 ancestry
111 138 Mexcan PCR-RFLP Mexico  (227)
rs231775 281 241 Caucasian RFLP France (141)
111 156 Australia (146)
CTLA4 2933.2 Mexican .
rs3087243 11 138 mestizo P CRRELP Mexico  (227)
111 156 Caucasian Australia (146)
rs5742009 111 138 Mexican Mexico 227)
mestizo
-398
ex2nt-14
ex3nt26 SSCP technique,
ex7nt-10 . PCR and
IVS2nt176 70 2 Caucasian semiautomatic Norway (118)
1VS3nt46 DNA sequencing
1VS5nt82
rs121913080
77 84 Mexican PCR-RFLP Mexico (115)
PCR and
101 108 Australian sequence specific Australia (228)
FAS 10g23.31 primers
rs1800682 SSCP technique,
70 72 Caucasian P.CR and . Norway (118)
semiautomatic
DNA sequencing
PCR and
101 108 Australian sequence specific Australia (228)
primers
rs2234767 SSCP technique,
70 72 Caucasian P.CR and . Norway (118)
semiautomatic
DNA sequencing
449 469 Chinese China (230)
302 031 Eurp- TagMan assays Eur_o- (230)
American American
242 1444 Taiwanese TagMan gPCR Taiwan (90)
GTF2I 7q11.23 rs117026326 178 14432 Taiwanese Master Mix
South Han
72 196 Chinese PCR _ (92)
Han China
1900 3817 Chinese Genotyping GWAS (83)
344 319 C;‘J’ZZZ:S;]S lllumina Sweden
rs17015767 Norweaian GoldenGate assay (223)
196 213 Y (Mumina Inc.) Norway
caucasians
IL-10 la3z.1 111 111 Mexican PCR-RFLP Mexico (229)
mestizo
rs1800871 PCR amplification
63 150 Caucasian and direct Spain (225)
sequencing
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47 107 Japanese - Japan (221)
62 400 - PCR - (226)
195 248 Italian TagMan and PCR Italy (224)
111 111 Mexican PCR-RFLP Mexico (229)
mestizo
1800872 63 150 Caucasian T CRanddirect Spain (225)
sequencing
47 107 Japanese - Japan (221)
62 400 - PCR - (226)
Mexican .
111 111 mestizo PCR-RFLP Mexico (229)
63 150 Caucasian T CRanddirect Spain (225)
rs1800896 . sequencing
99 135 Hungarian PCR-RFLP Hungary (235)
47 107 Japanese - Japan (221)
62 400 - PCR - (226)
22 106 Polish PCR-RFLP Poland (297)
rs3024505 195 248 Italian TagMan and PCR Italy (224)
Greek
352 482 descent PCR by TagMan Greek (231)
PTPN22 1p13.2 rs2476601 183 172 Frenc.h PCR-RFLP France (233)
caucasian
70 308 Colombian TagMan Colombia (232)
Han Affymetrix Axiom
rs10168266 542 1050 Chinese Genome-Wide China (83)
CHB 1 Array Plate
195 248 Italian Italy (224)
69 296 PCR and TagMan Colombia (99)
108 227 Germany (99)
rs7574865 Primer extension
124 1143 and mass USA (234)
spectrometry
2932.2- . method
STAT4 323 Caucasian TagMan assay
378 635 from Applied French (97)
Biosystems
FP-TDI/ Sweden
157582694 228 563 GoldenGate assay Norway (222)
140 148 from lllumina Inc Norway
Swedish .
344 319 . lllumina Sweden
?\lac?r?/\?:?;? GoldenGate assay (223)
196 213 Y (llumina Inc.) Norway
caucasians

Tabla S 4. Resumen de los resultados del meta-analisis obtenidos para el polimorfismo rs9514828
del gen BAFF. Se presenta el nimero de estudios utilizados para la obtencién de datos en cada
caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de acuerdo con la
presencia del alelo C (WT) y T (mutado) a nivel alélico y genotipico, asi como el OR global
obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacién de la heterogeneidad
de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de i? con su respectivo valor de P y
en la ultima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

i Heterogeneity
- Number Frecuency Association test Test Effect
variation of P Pooled mode
studies Case Control (95% CI) 12%, P-value
value OR
BAFF rs9514828 (C>T)
c 5 1003 970 ) ) ) ) )
(49,29%)  (54,17%)
T 5 1033 820 ) ) ) ) )
(50,71%)  (45,83%)
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65 48

ce 2 (18,40%) (21,13%) - - : :
192 126
cr 2 (53,96%)  (55,53%) - - - -
08 53
TT 2 (27,64%)  (23,33%) - - - -
TVsC G - - 601 TIie 05 138 0,00%, 0.77 Random
TT vs CC 2 - - 027 144  (076-273)  36,45% 021  Random
TTvs CT 2 - - 035 121  (081-181)  0,00%,0,99 Random
TT+CTvsCC 2 ) - 050 125  (066-237)  56,01%, 0,13  Random
TTvsCT+CC 2 - - 024 126  (0.86-185)  0,00%,0,70 Random

Tabla S 5. Resumen de los resultados del meta-andlisis obtenidos para el polimorfismo rs231775
del gen CTLAA4. Se presenta el numero de estudios utilizados para la obtencion de datos en cada
caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de acuerdo con la
presencia del alelo A (WT) y G (mutado) a nivel alélico y genotipico, asi como el OR global
obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacion de la heterogeneidad
de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de i’ con su respectivo valor de P y
en la dltima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

Variation Number of Frecuency Association test HeterTogSetneny Effect
selEs Case | Control | Pvalue | Pooled OR | (95% CI) 12%, P-value meeIE
CTLA4 15231775 (A>G)
A s 627 631 ] ] ] ] ]
(62,34%)  (59,00%)
o s 317 407 ] ] ] ) ]
(31,50%) (38,01%)
162 140
AA 2 (44.88%) (38.57%) - - - -
111 117
AG 2 (30,75%) (32,23%) - - - -
88 106
GG 2 (24.38%) (29.200) - - - -
GVsA 3 - - 0.07 080 (0,64 100 AL07%, 0,23 Random
GG vs AA 2 - - 0.07 072  (0,50-1.03)  000%,093  Random
GG vs AG 2 - - 0.30 076  (045-128) 32,62%,022  Random
GG+AG vs AA 2 - - 0.23 083  (0,62-112)  000%,052  Random
GG vs AG+AA 2 - - 0.06 073 (052-1.02)  000%. 043  Random

Tabla S 6. Resumen de los resultados del meta-analisis obtenidos para el polimorfismo rs1800682
del gen FAS. Se presenta el nimero de estudios utilizados para la obtencién de datos en cada
caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de acuerdo con la
presencia del alelo A (WT) y G (mutado) a nivel alélico y genotipico, asi como el OR global
obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacién de la heterogeneidad
de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de i? con su respectivo valor de P y
en la ultima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

L Heterogeneity
VETETen Ngmz?ésof Frecuency Association test Test IrEnf(f)%cet
Case | Control | Pvalue [ Pooled OR [ (95% CI) 12%, P-value
FAS rs1800682 (A>G)
A 5 258 287 ] ] ] ] ]
(52,02%) (54,36%)
G 3 238 241 ) ) ) ) )
(47,98%) (45,64%)
68 74
AA 2 (27,42%)  (28,03%) - - - - -
112 135
AG 2 (45,15%) (51,14%) - - - : :
ce 5 68 55 ) ) ) ) )

(27,43%)  (20,84%)
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GvsA 3 - - 0,54 1,11 (0,79 - 1,55) 45,57%, 0,16  Random
GG vs AA 2 - - 0,36 1,32 (0,73 - 2,40) 31,15%, 0,23  Random
GG vs AG 2 - - 0,27 1,54 (0,72 - 3,31) 65,90%, 0,05 Random
GG+AG vs AA 2 - - 0,87 1,03 (0,70 - 1,52) 0,00%, 0,86 Random
GG vs AG+AA 2 - - 0,28 1,47 (0,74 - 2,93) 63,54%, 0,06 Random

Tabla S 7. Resumen de los resultados del meta-andlisis obtenidos para el polimorfismo
rs117026326 del gen GTF2l. Se presenta el nimero de estudios utilizados para la obtencién de
datos en cada caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de
acuerdo con la presencia del alelo C (WT) y T (mutado) a nivel alélico y genatipico, asi como el OR
global obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacién de la
heterogeneidad de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de i con su
respectivo valor de P y en la Ultima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

Frecuency Association test Heter_?gsineny

Number of Effect
studies mode
Case Control P value Pooled OR (95% CI) 12%, P-value

Variation

GTF2I rs117026326 (C>T)

2910 32825

¢ 6 (78.94%) (88,37%) - - - - -

. . 776 4319 ] ] ] ] ]
(21,06%) (11,63%)

TvsC 6 - - <0,001 210  (1,88-2,33) 0,00% 0,62 Random

Tabla S 8. Resumen de los resultados del meta-analisis obtenidos para el polimorfismo rs1800872
del gen IL-10. Se presenta el nimero de estudios utilizados para la obtencién de datos en cada
caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de acuerdo con la
presencia del alelo C (WT) y A (mutado) a nivel alélico y genotipico, asi como el OR global
obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacién de la heterogeneidad
de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de i? con su respectivo valor de P y
en la dltima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

Variation Ngtmuzﬁgsof Frecuency Association test Heter_ls)gseinelty Ir?‘;%c;
Case | Control Pvalue | Pooled OR [ (95% CI) 12%, P-value
IL-10 rs1800872 (C>A)
c 5 647 1445 ] ] ] ] ]
(67,82%) (69,07%)
A 5 307 647 ) ) ) ) )
(32,18%) (30,93%)
228 517
ce 5 (47,80%)  (49,43%) - - - - -
191 411
CA 5 (40,04%)  (39,29%) - - - - :
58 118
AA 5 (12,16%) (11,28%) - - - - -
AvsC 5 - - 0,98 1,00 (0,74-1,34) 60,97%, 0,04 Random
AAvs CC 5 - - 0,69 0,86 (0,40-1,83) 51,76%, 0,08 Random
AA vs CA 5 - - 0,86 0,95 (0,52-1,73) 46,87%, 0,11 Random
AA+CA vs CC 5 - - 0,99 1,00 (0,67-1,51) 58,34%, 0,05 Random
AA vs CA+CC 5 - - 0,80 0,92 (0,50-1,71) 52,55%, 0,08 Random
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Tabla S 9. Resumen de los resultados del meta-andlisis obtenidos para el polimorfismo rs1800896
del gen IL-10. Se presenta el nimero de estudios utilizados para la obtencién de datos en cada
caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de acuerdo con la
presencia del alelo A (WT) y G (mutado) a nivel alélico y genotipico, asi como el OR global
obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacion de la heterogeneidad
de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de i’ con su respectivo valor de P y
en la dltima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

Variation Number of Frecuency Association test Heter_lt_)gsetneny Effect
Sl e Case | Control | Pvalue | Pooled OR | (95% Cl) 2%, P-value | M°de
IL-10 rs 1800896 (A>G)
A 5 504 1117 ) ) ) ) )
(65,94%) (61,83%)
s 5 260 689 ) ) ) ) )
(34,06%) (38,17%)
152 383
AA 5 (39,79%) (42,41%) - - - -
182 393
AG 5 (47,64%) (4352%) - - - -
48 127
GG S (12,57%) (14,06%) - - - -
GVsA 5 - - 0,70 0,93 0,66-1,32)  66,27%, 0,02 Random
GG vs AA 5 - - 0,38 1,35 (0,69-2,66)  51,39%, 0,08 Random
GG vs AG 5 - - 0,94 1,01 (0,68 -1,51) 0,00%, 0,76 Random
GG+AG vs AA 5 ; ; 0,21 1,34 (0,84-2,15)  61,67%,0,03 Random
GG vs AG+AA 5 - - 0,38 1,18 (0,81 -1,73) 0,00%, 0,43 Random

Tabla S 10. Resumen de los resultados del meta-analisis obtenidos para el polimorfismo
rs2476601 del gen PTPN22. Se presenta el nimero de estudios utilizados para la obtencion de
datos en cada caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de
acuerdo con la presencia del alelo C (WT) y T (mutado) a nivel alélico y genotipico, asi como el OR
global obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacion de la
heterogeneidad de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de 2 con su
respectivo valor de P y en la Ultima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

. Number of Frecuency Association test AR ey Effect
Variation siuefes et mode
Case | Control | Pvalue | Pooled OR | (95% ClI) 12%, P-value
PTPN22 rs2476601 (C>T)
c 3 1134 1846 i i i . -
(93,72%) (95,95%)
T 3 76 78 ) ) ) ) )
(6,28%)  (4,05%)
531 887
cc 3 ©7.77%) (92,20%) - - - :
72 72
cT 3 (11,90%)  (7,48%) - - - - :
2 3
T 3 (033%)  (0,31%) - - - - -
TvsC 3 - - 0,07 1,64 (0,95 - 2,83) 61,84%, 0,07 Random
TTvs CC 3 - - 0,96 0,97 (0,21 - 4,38) 0,00%, 0,63 Random
TTvsCT 3 - - 0,68 0,72 (0,15 - 3,45) 0,00%, 0,87 Random
TT+CTvsCC 3 - - 0,05 1,73 (1,01 - 2,96) 56,66%, 0,10 Random
TT vs CT+CC 3 - - 0,93 0,93 (0,21 - 4,23) 0,00%, 0,66 Random

Tabla S 11. Resumen de los resultados del meta-andlisis obtenidos para el polimorfismo
rs7574865 del gen STAT4. Se presenta el nimero de estudios utilizados para la obtencion de
datos en cada caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de
acuerdo con la presencia del alelo G (WT) y T (mutado) a nivel alélico y genotipico, asi como el OR
global obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacién de la
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heterogeneidad de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de i con su
respectivo valor de P y en la dltima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

Number Frecuency Association test Heterogeneity Test
.. Effect
Variation of Pooled mode
studies Case Control | Pvalue che (95% CI) 12%, P-value
STAT4 rs7574865 (G>T)
G 4 677 2888 ] ] ] ] ]
(68,80%)  (76,89%)
- 4 307 868 ) ) ) ) )
(31,20%)  (23,11%)

235 1111
GG 4 (47.76%)  (59,16%) - - - - -

207 666
GT 4 (42,07%)  (35.46%) - - - : -

50 101
Ll 4 (10,16%)  (5.38%) ; ; ) )
TvsG 4 - - <0,001 1,52 (1,27 - 1,82) 12,53%, 0,33 Random
TT vs GG 4 - - 0,02 2,37 (1,17-4,81) 61,32%, 0,05 Random
TTvs GT 4 - - 0,23 1,58 (0,75 - 3,35) 64,92%, 0,04 Random
TT+GT vs GG 4 - - <0,001 1,60 (1,30-1,98) 0,00%, 0,91 Random
TT vs GT+GG 4 - - 0,07 1,98 (0,95 - 4,13) 66,23%, 0,03 Random

Tabla S 12. Resumen de los resultados del meta-analisis obtenidos para el polimorfismo
rs7582694 del gen STAT4. Se presenta el nimero de estudios utilizados para la obtenciéon de
datos en cada caso, el tamafio de cada muestra obtenida de los estudios seleccionados de
acuerdo con la presencia del alelo G (WT) y C (mutado) a nivel alélico y genotipico, asi como el OR
global obtenido con su correspondiente IC y valor P. Para el caso de la evaluacion de la
heterogeneidad de los estudios seleccionados se muestra el valor porcentual de 2 con su
respectivo valor de P y en la Ultima columna se menciona el modelo de efecto utilizado.

Variation Nur(;lfber Frecuency Association test HeterTogsr-inelty Eff%ct
studies | Case | Control [Pvalue| Pooled OR | (95% CI) 12%, P-value mode
STAT4 rs7582694 (G>C)
G 5 1824 2943 ) ) ) ) )
(70,94%) (78,35%)
c 5 748 813 ) ) ) ) )
(29,06%) (21,65%)
CvsG - - - <0,001 1,47 (1,31 - 1,66) 0,00%, 0,64 Random
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