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ANMTICEDENTES

El Sindrome de Sjogien (8S) o una entermedad autommune que s caacteriza por el
infiltrado hnlocitario de las gldndulas salivales y lagiimales con una destruceion progresiva
del parénquuna Usular que lleva a una disminucién o pérdida completa de la funcion
coveb o tEE DD SS puede sar pomane (58P o seeundario. cuando se asocia a otta
enfermedad autotnmune (1) La prevalencia del 85 en la peblacion general es desconocida .
Fn los departamentos de reumatologia ¢l 88 puede ser mas {recuente que el lupus
criteiiatose sisténiee y aptosimadamente el 309 de los pacientes con artritls reumatoide s
esclerodermia tienen al menos evidencia histelogica de S5, No se conoce la prevalencia del
SSP pere se considera que ésta depende de los enterios de clasificacion utilizados (2). Los
mecanisinos responsables del dafo tisular no estin atn completamente entendidos. Sin
embaigo. s¢ reconoce que el cuadro clinicopatolégico es ¢l resultado de la infiltracion
linfocitntia v fibrosis de las glandulas salivales y Iagrimales. Bl mfilirado estd constituido
fundamentalmente por hinfoeitos T CD4' v en menor porcentaje por linfocitos B y células
plasmaticas. El factor reumatowde se presenta en aproximadamente en el 75% de los
pacientes. v los anticuerpos antinucleares (SSA-Ro y SSA-La) aparecen en el 50 a 80% de
los casos. En los pacientes con estos auto-anticuerpos son {recuentes los alelos HLA-DQAI
3 DQB-1 (3). No obstante la gran cantidad y vanedad de auto-anticuerpos presentes en el
SSP. no hay datos concluyentes que estos sean responsables de las lesiones tisulares. De
esta manera se ha imolucrado z los linfocitos T CD4™ como las células responsables del
proceso inflamatorio autoinmune. El analisis molecular del receptor del los linfocitos T
{TCR) que componen el infiltrado en la glandula salival indica una expansién clonal.
sugiriendo una estimulacidn dirigida por antigenos (4). La naturaleza del auto-antigeno no
se conoce. aunque algunos datos sugieren como candidato a una proteina del citoesqueleto
lNamada la alfa-fodrina £3). Adicionalmente se ha demostrado que las células del epitelio

Jucial s acinw son desiruidas mediante una actividad citotoxica (6)



LI primer hallazgo hisiwoldgico en Ly glandela salival en el SSPes Lo ntiltracion hotocitana
periducta] v perivasenlar (2). Lo mfiluacicn hnfociaria s incrementa progresivaments
pueden observarse foliculos fnfoides con centros gernunales. Conforme <l infiltrado
mllamatorio aumentd. las celulas epiteliales de los conductos pueden mostrar hiperplasia
llegando a cbstruee fas luees de fos mismos. Posteriormente se produce pérdida de acinos
coic hiosis 3y ladinzaaén Los foliculos Tinfoides reactivos estdn todeados por eélalas
semepinies a4 centiocttos que infiluan ol epitelio ductal. El aumento de los agregados sc
cortcliciona con la formacton de estiucturas derivadas del epitelio ductal hiperplisico con
mfiftracion por Imfocitos  (fesion linfoepitehial  benigna o islas  epmmocepiteliales).
denominadas por algunes autores como sialoadenitis mioepitehal (MESA) (7-9). La LLE es
un hallazpo histopatoldgico que se observa en los pacientes con S8 principalmente en la
glandulas pardtidas v menos fiecuente en las glindulas submandibulares. La LLE aparece
en las glindulas pardtidas en aproximadamente ¢l 3% de los pacientes v en el 13% ¢n las
clandulas submandibulares  (10). Cuando las glandulas submandibulares estan afectadas.
las glandulas pardtidas también los estdn Clinicamente los pacientes presentan una

mflamacién firme v recurrente de las glandulas afectadas que pueden o no asociarse a dolor

(1.

Histolégicamente. la L.LE en la glandula salival mayor esta caracterizada por una
infiltracion linfocitaria de la gléndula. atrofia parenquimatosa y a un foco de proliferacion
epitelial llamado isla muoepitelial. Por los métodos de inmunohistoquimica microscopia
electronica se ha confirmado que las islas mioepitehales estan compuestas tanto de células
diferenciadas ductales y mioepiteliales ( 12.13). En los estadios tempranos de la
enfermedad existen frecuentemente focos de proliferacion linfoide periductal y en etapas
mas avanzadas hay cast un total reemplazo de los componentes glandulares por una
infiltracién linfociaria Los 1obulos glandulares ne estan igualmente afectados v puede
lotatse centios ganunales deatro del inliltrado linfocitario que pueden ser pequefios o
extensos. Ll infilrado lmfocitario es primariamente policlonal con un predeminio de
Imlocios | (14.13) kn etapas tardias de la enfermedad. los linfocites B y las células
plasmaticas predominan (16). Las islas mioepiteliales estdn constituidas por una hiperplasia

de células ductales v de foco de linfocitos residuales.  Las islas mioepiteliales son




coe e itadas poe Latocnios vocnanido soo nety vnandes que os Betoitos
creukities v uenen un croplosma clatos son hallazeos gue Jos distinguen como células B
monoctieides del wegido hntoide woctado @ mwosa (MAL D) ¢(17). En este tondo o donde
sutge el L NE de hndocitos B de bago grado Bl primer dato de linfoma es La presencia de
eélulas semigjantes a centrocttos con millicacton por grupos pequenos v alrededor de las
islag muoepieliales en zonas amphas Posteriormente. se pierden los toliculos reactives y la
arguitectura lobular de la glandula es modificada por la presencia de abundantes linfocitos

neoplasicos.

Notoramente, fas glandulas salivales menores {GSm) raramente  presentan  esiones
linfoepitelilacs. Sin embareo muaestran un infiltrado linlocitario similar a los encontrados en
la glandula parduida de pacientes con SS. [a biopsia de GSm a venido a ser parte integral
del estudio de los pacientes con S8 (7). aunque por si misma ¢s insuficiente para establecer
¢l dingndstico de 88, una evaluacion del gade alteracidn histopatélogica mds los haliazeos

clintces v de laboratorio pueden avudar a establecer ¢l diagndstico (18).

Los pacientes con LLE y S8 tienen un riesgo aumentado para desarrollar neoplasias
linfowdes (19) Se ha demostrado que existe continwdad entre las lesiones nflamatorias
clatamente benignas v los linfomas no Hodgkin (LNH) en la glandula salival de pacientes
con S8P (11). Ha sido determinado que algunas lesiones previamente identificadas como
LLE son actuaimente estadios tempranos de un iinfoma tipe MALT (19). Aunque se habia
propucsto que las slas mioepiteliales cran benignas actualmente se reconoce que pueden
estar presentes en los linfomas de bajo grado tipo MALT de las glandulas salivales por
pariodos prolongados antes de ser evidente la diseminacion extraglandular (9.18) Los
hallazgos que indican el desarrollo de un linfoma incluyen importante agregacion de células
linfotdes de tamafo medio monomorficas con un abundante citoplasma palido y nicleo
homogéneo (células B monocitoides). involucro de la grasa paraglandular o el tegjido
conjuntivo v la evidencia de infiltrado partineural con demostracidbn mediante

mmunehistoquimica de fenotipo de linfocito B v restriccidn de la cadena ligera




Patos Jos pattones polmes pueden ser dentificados sthzando solamente enierios
histoldgicos, Sin embargo. la distinerdn eaue una lesion hintocpiichal benigna y v leson
lintoepitchal con linfoma wmprano puede ser diffell Enoesta sttuacion. el andlisis
mmunotenatipico  del infiftado puede ser de utilidad, ya que la expresion de
inmuneglobulings moenotipicas en estas lesiones se considera una evidencia de hinfoma B
de bayo gradoe (11). Mediante téenicas meleculares es posible definir si los linfocitos B que
componen del infiltrado Iinfoertario en la lesidn hnfoepitelial “benigna™ ticnen rearoglos ¢en
fos genes de inmunoglebulinas v de esta manera definir su monoclonalidad (22). Al
wespecto. los teareglos de lag cadenas ligeras son desproporcionalmente de upo happa vy no
lambda. 3 los hinfomas de pacientes con SSP siguen este mismo comportanuento A pesar
de estos hallazgos de monoclonahdad. la mavoria de los linfomas de la glandula salival

permanceen lecalizades por periddos prolengades y son relativamente indolentes (11)

De esta manera. la correcta identificacion del infiltrado linfocitario 3y el hallazgo de una
lesion hnfoepitehal en ¢l tejudo glandular ticnen importantes implicaciones en relacidn al
mancjo v prondstico del paciente ya que ¢l andlisis inmunofenotipico v molecular ha

demostrado gue La feston linfoepitelial bemigna o sialoadenitis




PLANTEAMIENTO PUL PROBEE MA

Jual es el immunoienetipo de los hinfocitos ded infiltradoe en b glindula salival menor de

pactentes con S8 primario v lesion honfoepitelial 7

HIPOTESIS

Il inmumfenotipo de los linfocites de localizacion poriductal e intraepiteliales en la

glandula salival menor de pacientes con S8P y LLE corresponde a células B

OBJETIVO

Deternunar el inmumfenotipo de los linfocitos del infiltrado inflamatorio en la glindula

salival menor de pacientes cen SSP con y sin LLE,



MATERIALES Y METODOS

Se ostudiaron bropstas embebidas en parafinag de pacientes con diagndstico de SSI" delinndo
de acuerdo  a los eniterios de San Dicgo (20). que acuden a la consulta externa del

departamento de Reumatologia del FLE C.MLIN S XXT del IVISS.

I as fanvmllas fueren evaleadas micalmente mediante microscopia de luy para definir la
densidad det mfiitrade Iinfocitarno mediante a escala de Greenspan {anexo 11) y determinar
el patrén de lesion histopatoldgica (presencia ¢ ausenaa de LI} De esta manera se
seleceronaron T4 laminllas que tus ieran Greenspan 4. de las cuales 7 tuvieren LLE yen 7
estunvo ausente Do los tejidos embebidos en parafina se realizaron dos cortes pata ser
procesados para el método de Inmunohistoquimica peroxidasa (ancxo D utihzando los
anticuerpos primarios anti-CD20 (clona 1260 19G2a. capa. Dako) v anti CD43RO (clona
CCHIL L TgG2ae capa. Dako) 2 una coneentracton de 1:530 parz identificar linfocitos By T
respectnamente La inmunoereactividad citoplasmica para ambos anticucrpos fue valorada
mediante microscopia de Iuz  y se determind el patrdn de infiltracién predominante
{intersticial o penductal). Como control positive para la denica de Inmunohistoquimica s
empleo amigdala palatima Se establecid una graduacion semicuantitativa para determunar la
intensidad del infiltrado Iinfocitario de la siguienie manera. + =minimo. ++ = escaso. +++
= moderado v ++++ = wmtenso. Los valores obtenidos fueron agrupados en baja densidad
cuande v teron +/-++ v de alta densidad cuando tuvieron +++/H++++ La observaciones se

hicieron de forma independiente por 3 investigadores.




ANALISIS ESTADISTICO

S comparaton s frecuencias relatvas segun Lomtensidad del infilirade milamarerio,
estableciendo dos grupos que comprenden 1o presencia o ausencia de LLE. Asi como la
tocaltzacion del mfiliado hinfocitario v Ia proporcién senucuantitativa agrupada de la
stguiente manera’ /- = Buja densidad y +++44+-— = Al densidad - Se utilizo la prucba

evacta de fisher para deterninar diferencias significatis as entre los grupos con y sin LLE.




RESTULTADOS

Se estudiaron un total de T4 biopstas de pacientes con 33P detimde que tuvieron und edad
promedio de 33 anos (anze de 3400 73 atos ) Fodos Tos pacientes lueton del sexo
feimening exeepto dos. estos tlumos estan ineldos en ¢! grupo con LLE. El tiempo de
evolucion fue de 7 atos en promedio apaca el grupo de LLE v 12 afos para el grupo sin

LLE

Las caracteristicas de densidad, mmunolenotipe v localizacion para cada uno de los casos

segln la presencia o ausencia de LLE se muestran en las tablag | 1 2 respectivamente.

Tabla 1. LESION LINFOEPITELIAL POSITIVA

‘ CD45R0O D20
BLOPSLA | LIE 3 HPD LIE ! 11 E IIPD
1 + R ++ + ++ ++++
2 -+ e R e ++ ++++
3 ++ ++ ++ +/- -+ ++
EY)) ++++ o+ 4+ ++ ++ 4+
3 + -+ 4+ ot + +++
6< ++ +++ + ]+ + +
7+ ++ -+ e+ : ++ + +H+

Ahreviatures; LIE, Linfocies inrgeptichutes, I mfibrade guerssiond, [TPD bifiltrade flamaroreo perductal, [1PA
fnfilerada Influmutorte perideinar

+local

D Ao —eee

Ao denar =2 MESA establecidds”

= L mrocptehal D20 agtupado en nodulos




TABLA 2. LESION LINFOEPITFLIAL NEGATIVA

CD43RO ‘ Cep2 !

[BIOPSIA™ LIE ©1 1P | LIE 1 1IPD |

'“§'>"<AWT”“_-"—““” S m‘-:""‘
g - 4 - + = n
L10% + + Py - ]
no o+ + - 1 - + -+

| 12 ‘ - + - - ++
Co 13 - T+ + - + +
| 14 + - - b + +

X Formacion de centros seemiales

+ 1 etasta duetal

La densidad de Imfocitos T en ¢l infiluade intersticial fue mavor en ¢l grupo con LLE+
{p=0 03). Por otra parte. la poblacidn de finfocitos T no mostré diferencias significativas en
otrus localizaciones. Ll andlisis de hinfocitos B mostid diferencias significativas con
densidad mayor para el nfilirade de focalizacidn periductal en el grupe con LLE+ {p=
0.01) En otras localizaciones. la densidad de la células B no mostrd diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 3).

Tabla 3. Densidad del infiltrado inflamatorio segiin el inmunofenotipo, su localizacién
v la presencia o ausencia de LLE.

CD4SRO CD20

LLE + LLE- LLE+ | LLE - |

|
|

BD AD}BD AD | BD AD | BD AD
|

LIE 43 7 o . s 2 7 0
| I A 2 70 7T 0
HPD 3 4 7 o . 2 5% 7 0
| L !
LEL - Fosion holowprelal - LI = Duttostas mteaepitehates. 11 = Infiltrado intersucial PO = Iifelvado inflamatoria

petidhcnnd BD - Buya densidlad 4D -t Deinadad




DISCUSION

El presente estudio propone una deseriperon del inmunolenoupo del intiltrado linfocitano
deacuerdo a Lo presencia o no de LLE AL respecto, o literatura reconoce que en esta
enturmedad, Tas glandulas sahvales tenen un infiltado predominantemente T v que este
hecho tiene un papel Osiopategénice importante (3) Nuestros hallasgos indican que la
distribucion de dicho infiltzado puede variar. con respecto a la presencia de LLE. Esto es
especialmente significative para dos localizaciones, o intersticial v la periductal. en los
casos con LEL Asi pues fa propowcion 1elativa reportada para Linfocitos 13 varia del 5 al
20% (21) en nuesuo estudio se observa una proporeién mayer a lo reportads con

predominio periductal ¢ mtersticial y que aparentemente depende de la presencia de LLE.

Lstas observaciones pueden tener particular mterds al proponer un sustrato anatdmico
{MESA}. relacionado a una alta densidad de iinfocitos B v que potencialmente sevian los
clementos para el desarollo de un linfoma de tipo MALT  No obstante que ¢! presente
estudio no analizd el estado de mionoclonalidad (restriccion de cadenas ligeras)., no
gncontramos camblos en la morfologia celular que indicatan la transformacion a un

fenotipo neoplasico (células tipo centrocite).

La presencia de linfocitos B en el intersticio de las glandulas salivales de pacientes con
SSP. se ha relacionado a la produccion de auto-anticuerpos in situ v a este hecho se le ha
atiibuido una participacion en la patdogema de la enfermedad. Sin embarge. la presencia de
linfeeitos B intraepiteliales no tiene una explicacion clara hasta el memento. Seria relevante
la demostracion de un patron de hipermutacidén somatica en los hinfocitos B (22) de
localizacion intraepitelial  con el fin de establecer molecularmente cionas en fases
empranas que pueden ser identticadas como neoplasicas. Al respecto. la presencia de
linfocitos T intracpiteliales se ha telacionado al reconocimiento sy respuesta inmune contra
varios antigenos de origen viral y de componentes estructurales en la célula del epitelio

ductal (4+.3)
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COMCLUSIONES

Lo densudad del infiluado mlamatono se cotrelaciona con L prescncia de 1LLE

P Infiluade inflamaterio penductal oy signtfieatnumente maver anto para ¢l
inmunotenotipo B come T en prescucia de LLE,

Noeabste diferencia en cuante al mmunefenoupe de los hnfoctos intracpiteliales

en Jas biopsias con LLE.




ANEXOS

ANEXO]
CRITERIONS DE SAN DIEGO PARA CLASIFICACION DEL SINDROME DI
SHOGREN

1 Sindrome de §jogren primario

A Simomasy signos objetiyos de sequedad ocular
1. Prueba de Schuner menor a 8 mm durante 3 minutos. »
2. Timewdn positiva en la prueba de rosa de Bengala o tluoresceina en la

cornea o la conpuntiva. compatible con queratoconjuntivitis sicea.
B Sincomas y signos objetives de boca seca
1. Disminucion del flujo parotideo usande copas de Lashley u otro método.
5
2 Biepsia de glandula salival menor anormal (puntuacion de un foco > 2
obtenido del promedio de 4 1ébulos evaluables)
C. Demostracion de un trasierno autonmunitario sistémico
| Factor reumatoide elevado (> 1-320)
2 Anhcuerpos antinucleares a utulo alto (> 1: 320}
3 Presencia de anticuerpos antt — SS-A (Ro) ¢ anti — 85- B (La)
I1. Sindrome de Sjegren secundario
Swgnos + sintomas caracteristicos del 5§ segin se define en ¢l punto 1. mas datos
clinicos suficientes para el diagnéstice de Artitis Reumatoide. Lupus eritematoso
generalizado. pelimiositis. esclerodermia o cirresis biliar.

1 aclusiones: Sarcoidosis. linfoma preexisiente. VIH. VHC. VHB. fibromialgia
primaria. v otras causas conocidas como de neuropatia autondmica, queratitis
sicen o crecimiento de glandulas salivales,

El sindrome de Sjogren definide requiere de los criterios 1A, 1B v IC. El 8S probable no
requicte de blopsia de glandula salival menor pero puede ser diagnosticado mediante

demostracion de dismunucion de la funcion salival {criterios [A. IB1 5 IC)
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. Se iavo con PBS a chorro.

ANEXO TH

PROCEDIMIENTO DE INMUNOHISTOQUIMICA

S¢ utitizaron wjidos fijados en formel amortguadoes al 1% durante 24-48 hr ¢
inchudos en paratinag
Se¢ cortaron ¢n mierdtome a 4+ micrémetros
Se cotocdaren en lammlias tratadas con adhesive ( poli-L~lisina & sitano), dos cortes
de twyide en estudio (uno como control negatin o v otro como preblema) Un corte de
eiido de amigdala palauna se utihzd come centiol positivo.
Las lanumllas con los cortes se incubaron a 66 'C duranie 30 minutos
S¢ desparafinaron ¢ hidrataron de la siguienie forma:

4. Xidol durante 2 minutos (2 veces).

b. Alcohol absoluto durante 2 munutos.

¢ Alcohol de 96%6 durante 2 min {2 veces)

d. Agua comin 3 cambios.

¢ Agua destilada durante 2 munutos.
Se enfriaron a temperatura ambiente
Se lavaron con PBS durante 3 minutos.
Se bloqueo la peroxidasa enddgena con peréaido de hidrdgeno (H-On) AL 3%
durante 13 minutos a temperatura ambiente.
Se decanto.
Se lavo con PBS durante 3 minutos
Se agrevo suero fetal bovine v se meubo durante 10 minutos
Los cottes problema v el conuol positivo se tncubaron en cdmarz hiimeda por 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-CD20 (clona 126. 1gG2a,
Kappa. Dako) ¥ anti-CD45RO (Clona UCHL1. IgG2a. Kappa. Dako) a una dilucion
1:50

Se decanto




Se b cen PBS durente 3 mmutes
de adicrone o todos o todos Tos cortes ¢ segundo anticuerpe (hiotilinada \

Incuby a 20 mmutos.

¢ favo con PBS dunante 5 min

S¢ e agrego el complejo enzimatico (estreptas idinay v se incubo a 20 min

cse lavo con PIS por 3o,

Seagiego el erdmogeno (DAR - diammobencidina),

- 3¢ observo 2l microscopio hasta observar inmunoreaccion con el control LOsitiv o,

- Se agrego agua desulada.

Rl

Secontiasto con hemateniling de Harns hasta haber ebtenido ¢l contraste adecuado.

- S¢ lavo con agua corriente.
- S¢ viro con agua amoniacal

- Se deshidrato de la siguiente forma

A Se pasaron por aleohol 96% durante 2 min (2 veces)
b, Se pasaron por alcohol absoluto durante 2 min (2 VCCCes)
€. Se pasaron poi xilol durante 2 minutos {2 veces)

Se agrego resna v se coloco un cubreobietos adecuado.
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