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INTRODUCCION: 

El Sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune caracterizada por una 

infiltración llnfoc1tana de tas glandulas salivales y lagrimales Cl1mcamente se manifiesta 

por sequedad ocular (queratoconJunt1v1t1s seca) y bucal (xerostomia) El 90°/o de los 

pacientes son mujeres entre los 35 y 45 años' 

Se denomina Sindrome de Sjogren primario (SSP) cuando se presenta en forma aislada. 

y Síndrome de Sjogren secundario (SSS) cuando se asocia a otras enfermedades 

auto1nmunes como la artritis reumato1de 

El infiltrado llnfoc1tano presente en las glandulas salivales y lagrimales esta formado 

fundamentalmente por celulas T colaboradoras CD4+ y celutas B entre ellas celulas 

plasmat1cas que secretan localmente anticuerpos Aproximadamente el 75º/o de los 

pacientes tienen Factor Reumatorde pos1t1vo exista o no artritis reumato1de asociada El 

50-80°/c., tienen anticuerpos antinucleares (ANA> y otros anticuerpos tanto especificas 

como no espec1f1cos de organo De ellos los mas 1n1portantes son los d1r191dos contra dos 

ant1genos RNP SSA (Ro) y SS-8 (La) detectables en el 90°/o de los pacientes Al igual 

que otras enfermedades auto1nmun1tanas el SS se asocia a determinados alelos HLA 

Existe una relac1on entre la forma pnmana y los loct HLA-88 HLA-DR3 y DRW 52· 

El d1agnost1co del SS requiere de correlac1on htstopatolog1ca con hallazgos serolog1cos 

s1alograf1cos orales y oftaln1olog1cos H1stolog1carnente el pr1rner hallazgo es la 1nf1ltracron 

lmfoc1tana penductal y penvascular en las glandulas salrvales mayores y menores 

Posteriormente. esta 1nf1ltrac1on se hace masiva y pueden encontrarse fol1culos lrnfo1des 

con centros germinales Se han propuesto un numero de entenas para el d1agnost1co del 

SS y con1un a todos ellos es el exarnen h1stopatolog1co de las glandulas salivales 

Jab1a1es La presencra de mas de un foco con 50 o mas llnfoc1tos en 4 mm· de tejido 

glandular salival constituye un entena d1agnost1co para e: SS Un gran porcentaje de 

te¡1do glandular muestra reemplazo de su parenqu1ma por un rnf1ltrado l1nfoc1tano con 

d1srrupc1on y metaplas1a de los conductos que incluye la formac1on de las denominadas 

tslas m1oep1tellales Este conjunto de hallazgos h1stolog1cos se le ha non1brado tes1ón 

tinfoepnellal benigna CLLE) o s1aloademtrs m1oep1tella1 (MESA) En el pasado. la presencia 

de LLE era un entena de benignidad. srn embargo. hoy en d1a. estas lesiones son 

consideradas como parte importante de los lmfomas MAL T De esta forma se ha 
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reconocido que la LLE es un factor de riesgo para el desarrollo de linterna de la 

glándula salival. especialmente cuando se asocia a SS y otras enfermedades del tejido 

conectivo.2·• 

A pesar de que las glándulas salivales mayores son un sitio poco común para el ongen de 

un linfoma. ya que representa solo el 1. 7% de las neoplasias malignas asentadas en este 

órgano. Kassa y cols 14 encontraron que el riesgo de desarrollar lmfoma es 44 veces 

mayor para pacientes con SS comparado con un grupo control durante un lapso de 8 

años. Estudios recientes han mostrado que alrededor del 6°/o de los pacientes con SS 

desarrollan llnfoma. generalmente de local1zac1on extragangl1onar que incluye glandulas 

salivales. lagnmales y pulmones ~-~ 

En un 80-90º/o. el llnfoma que se desarrolla en los pacientes con SS corresponde a 

lmforna de celulas B de ba10 grado. derivado del te11do linfoide asociado a mucosas 

(MAL T) Generalmente. su curso cl1n1co es indolente. y permanecen localizados por 

mucho tiempo. sin embargo. algunas veces pueden transformarse en lrnfomas de celulas 

grandes de alto grado que son mas agresivos"' 

H1stolog1camente el !infama tipo MAL T presenta una poblac1on de celulas tipo centroc1to. 

que es el componente mas constante y d1st1nt1vo. les1on hnfoepitelial y formación de 

folículos !lnfo1des con centros germinales reactivos sin embargo. morfológ1camente es 

dificil determinar cuando un infiltrado linfoide en Ja MESA ha progresado a llnfoma. por Jo 

que debe hacerse enfas•s en metodos de 1nmunoh1stoquim1ca y moleculares para su 

reconoc1m1ento temprano"''° 

·-----, 
; 

' J . '..J 
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ANTECEDENTES. 

El organismo humano contiene grandes cúmulos de tejido linfoide no encapsulado 

localizado principalmente en mucosas. como el anillo de Waldeyer. el tracto 

gastrointestinal. el tracto resp1ratono y glcllndulas salivales. lagnmales. páncreas y mama 

Este tejido linfoide se denomina tejido llnfo1de asociado a las mucosas (MAL T). y en 

contraste con el ganglio linfat1co. carece de cápsula y sinusoides" 

Se ha determinado que el MAL T constituye el mayor compart1m1ento del sistema inmune. 

con mas linfoc1tos presentes que en todas las demas zonas anatom1cas combinadas 

incluyendo ganglios ltnfat1cos Se estima que ta poblac1on de celulas T encontrada en el 

ep1teho rntestinal representa cerca del 60°/o de todas las celulas T en el organismo 

El sistema MAL T tiene caractenst1cas unicas en to que al transito de linfocitos se refiere 

Los mecanismos moleculares que coordinan la m1grac1on de ceruras B sens1b1llzadas 

desde el MAL T hacia los te11dos secretores mas alla del 1ntestrno son poco conocidos 

Existen evidencias 1nd1rectas que sugieren que la drsem1nac1on de las células precursoras 

sens1b1l1zadas tiene lugar en el anillo de Waldeyer hacra los s1t1os secretores efectores. 

incluyendo las glandulas salivales lagrimales y la mucosa nasal ¡, -. 

En determinadas circunstancias el MAL T puede mostrar una prollferac1on clonal 

neoplas1ca catalogada como hnfoma Estas prol1ferac1ones han sido agrupadas por el 

Grupo Internacional de- Estudio sobre Linfomas en la clas1f1cac1on revisada Europeo

Amencana (REAL) dentro del grupo de llnfomas de la zona marginar •:-- El grupo esta 

conformado por tres desordenes distintos. los llnfomas pnmanos del ganglio lmfat1co. los 

l1nfomas pnrnanos del bazo y Jos llnfomas extragangllonares del MAL T A pesar de que 

estos desórdenes comparten el fenotipo B CDS pos1t1vo y CD10 negativo. existen 

d1ferenc1as morfoiog1cas sullles y comportamiento clínico drstmto entre ellos. lo que 

sugiere una patogenra diferente · · ·::. Los !infamas de la zona marginal del MAL T 

constituyen el subtipo mas frecuente de /Infama pnmano extragangllonar y representan 

del 5-10% de todos los J1nfomas no Hodgkm t.i 

Estos l1nfomas pueden mostrar afectación mult1céntnca extragangl1onar. incluyendo el 

tracto gastro1ntest1nal pulmon. t1ro1des. glándula mamaria. g1andulas salivales y 

lagrimales La mayoría de los llnfomas MAL T se originan en el entorno de un proceso 
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inflamatorio crónico y son desencadenados por una infección o proceso autoinmune. En 

este sentido. el SS se caractenza por mf11tración linfocitaria y \lnfoproliferac1ón Las 

glándulas salivales y lagrimales son los s1t1os iniciales de la infiltración por linfocitos By T. 

con destrucción postenor glandular Una de las cornphcacrones mas s1gn1f1cat1vas en los 

pacientes con SS es el desarrollo de un llnfoma Algunos reportes señalan que el nesgo 

de linfoma en estos pacientes es 44 veces mayor que el de la poblac1on general y se ha 

sugerido que la terapia mmunosupresora podrta asociarse con incremento en el nesgo de 

hasta 100 veces , .. Se han propuesto vanos entenas para el d1agnost1co de un llnfoma en 

el contexto de la LLE o MESA. sin embargo es d1f1cil reconocer cambios llnfomatosos 

tempranos en bases exclusivamente morfolog1cas 

La utillzac1on de tecnicas moleculares en los l1nfomas MAL T 1nd1ca la presencia de 

rearreglos en los genes de las 1nmunoglobuhnas y por lo tanto poblaciones clonales de 

celulas B en la fase de les1on tmfoep1teltal ., De forma interesante los rearreglos en las 

cadenas ligeras son predommantemente del tipo kappa y no lambda y desde hace mas 

de 20 años se observo que los llnfornas de pacientes son SS por lo general muestran 

restnccton de cadenas kappa mas que de lambda ·-= Recientemente ha surgido ev1denc1a 

con respecto a que et suero de pacientes con s1ndrorne de SJogren a menudo tiene factor 

reumato1de <FR) y que los l1nfomas relacionados con frecuencia utilizan la misma región 

Vklllo-FR asociada a la leucemia l1nfoc1t1ca cronica En este sentido Martm et al 

den1ostraron que las inmunoglobulmas producidas por las celulas B neoplas1cas fueron 

factores reumatotdes en dos pacientes Estos datos de genet1ca molecular sugieren que el 

SS puede ser un modelo ut1I para el estudio de la progres1on neoptas1ca La lesron 

llnfoep1tel1al temprana posee una expans1on clonal de un tipo d1stmt1vo de celulas B Estas 

clonas podrían ser su1etas a proliferación continua dando oportunidad a que ocurran 

alteraciones genet1cas que se relacionan a la alta 1nc1denc1a de !infama en el SS '" 1
c. 

Actualmente los mecanismos genéticos que originan ta apanc1ón de un linfoma tipo MAL T 

han sido Objeto de numerosos estudios La t (11 18) es la anomalía estructural 

caracterizada en este tipo de neoplasias. particularmente en aquellos de Jocalizac1ón 

extragangl1onar. por lo que su expresión en tejido de GSM en pacientes con SSP podria 

constituir un marcador molecular temprano de la progresión a un linfoma 2
:i =-'

1 
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Por otro lado. la capacidad para controlar el orden de los eventos ocurridos en el ciclo 

celular es importante para el mantenimiento de la estabilidad genómica y prevenir 

mutaciones que pueden alterar el control del crecimiento normal. El gen p53 está 

localizado en el cromosoma 17 y su función es la regulación del proceso de proliferación 

celular. Su activación está asociada con la patogenia de enfermedades autommunes 

como artritis reumatoide en humanos y SS en ratones. 

Hoy en día. se sabe que las mutaciones del p53 constituyen la alteración genética más 

común observada en las neoplasias malignas Se han publicado estudios en donde se 

reporta una sobre-expresión de p53 en pacientes con Sindrome de S1ogren y se han 

detectado mutaciones del gen en pacientes con SS y hnfoma no Hodgkin, por lo que estos 

hallazgos sugieren un posible papel del p53 en la patogénesis tanto del SS como del 

linfoma no Hodgkin que desarrollan estos pacientes :--:-
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 
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Recientemente se ha puesto atención a la relación entre los linfomas MAL T de la glándula 

salival, el SS y las lesiones histopatológicas precursoras como la sialoadenit1s mioep1telial 

y la lesión linfoep1tehal. Los linfomas tipo MAL T que surgen de este tipo de lesión tisular 

podrian tener una expresión mortológ1ca sutil. Las células neoplas1cas pueden infiltrar de 

forma aislada o en pequeños grupos y constituir una LLE. la cual frecuentemente es 

interpretada como parte del componente inflamatono Con estos antecedentes. la 

1dent1ficac1ón de la t ( 11_18) en las biopsias de GSM podría constituir un marcador 

molecular temprano de la progres1on a lmforna en pacientes con SS 

HIPOTESIS: 

La presencia de LLE en las biopsias de GSM de pacientes con SSP puede asociarse a la 

t (11 :18) 

OBJETIVOS: 

1.- Determinar la presencia de LLE en biopsias de GSM de pacientes con SSP. 

2 - Determinar la presencia de la t (11 :18) en el tejido de GSM con LLE de pacientes con 

SSP. 

3 - Determinar la expresión de p53 en biopsias de GSM "de pacientes con SSP y 

correlacionarla con la presencia o ausencia de LLE. 

4 - Determinar el inmunofenotipo del infiltrado linfocitario en las biopsias de GSM 

mediante los anticuerpos anti-CD20 y anti-CD45RO. 

MATERIAL Y METODOS: 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

Estudio descnpt1vo. transversal. observacional y no experimental. 

UNIVERSO DE TRABAJO 

El presente estudio se realizó en el HE del CMN Siglo XXI IMSS en el periodo 

comprendido de marzo del 2002 a febrero del 2003. Los pacientAs tuvieron diagnóstico 

establecido de SSP de acuerdo a los criterios de San Diego (anexo 1 ). 
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DESCRIPCION OPERATIVA DE LAS VARIABLES: 

SINDROME DE SJOGREN PRIMARIO 

Es una enfermedad autoinmune sistémica que se caracteriza por una infiltración de 

linfocitos y células plasmáticas al tejido glandular. originando diferentes patrones de daño 

tisular que se manifiesta por xerostomía. xeroftalm1a e inflamación de glándulas salivales 

y lagrimales no asociada a otra enfermedad autommune 

LESION LINFOEPITELIAL 

Lesión h1stolog1ca caractenzada por una infiltración llnfocitana en grupos de 3 o más 

flnfoc1tos B al ep1tello ductal de la glandula salival. con o sin proliferacion mioep1telial. 

EXPRESION DE p53 

lnmunorreact1v1dad nuclear pos1t1va o negativa en GSM. evaluada mediante la técnica de 

1nmunoperox1dasa ut1l1zando el anticuerpo pnmano ant1-p53 (anexo 4) 

DETERMINACION DE LA t (11 18) MEDIANTE LA TECNICA DE Hibridación In Situ 

Fluorescente (FISH) 

Presencia o ausencia de colocahzac1on para las sondas marcadas con fluorocromos 

correspondientes a las secuencias complementarias de los cromosomas 11 y 18 de 

acuerdo a la metodologia referida en el anexo 5 

TAMAÑO DE LA MUESTRA: 

24 pacientes. 

SELECCIÓN DE LA MUESTRA: 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN: 

Pacientes con diagnóstico establecido de SSP de acuerdo a los criterios de San 

Diego (anexo 1) que cuentan con biopsia de GSM. 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN· 

Pacientes que reciben tratamiento rnmunosupresor. 

Pacientes con seropos1t1vidad a antigenos de hepatitis B y/o C. 

CRITERIOS DE NO INCLUSIÓN 

Pacientes con SS secundario 

Pacientes con neoplasias primarias de otro sitio. 
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PROCEDIMIENTOS: 

Los pacientes fueron seleccionados para su evaluación a través de la consulta externa del 

Servicio de Reumatologia del HE del CMN Siglo XXI. IMSS Se realizo h1stona clínica 

completa y se aplicaron los criterios de San Diego (anexo 1) para la determinación de un 

diagnóstico de SSP Se les 1nv1to a participar en el proyecto con aceptac1on mediante una 

hoja de consentimiento (anexo 2) Se realizaron los siguientes estudios de taboratono 

biometria hematica completa. quim1ca sanguínea examen general de orina. pruebas de 

funcionamiento hepat1co factor reumatotde. anticuerpos ant1nucleares anticuerpos ant1-

Ro/SSA y ant1-La/SSB. cnoglobul1nas velocidad de sed1mentac1on globular prote1na C 

reactiva. anticuerpos ant1-VIH. hepatrtrs By C 

Se proced10 a la evaluac1on de las biopsias de GSM determinando la densidad del 

infiltrado inflamatorio por m1croscop1a de luz en cortes teñidos con hematox1l1na y eos1na 

mediante la escala de Greenspan {anexo 1) y la presencia o ausencia de les1on 

1tnfoep1tel1al Se determino la expres1on de l1nfoc1tos CD20+ y CD45RO+ mediante 

1nmunoh1stoqu1m1ca (anexo 4). la expresron de p53 mediante 1nmunoh1stoqu1rn1ca (anexo 

4) y la expres1on de la t ( 11 18) mediante la tecnica de FISH en dos casos con LLE y dos 

sin LLE En cada preparac1on se analizaron 100 celulas en interfase conservadas. de 

forma ind1v1dual y que tuvieran señales fluorescentes claramente v1s1bles Se considero 

como cnteno de presencia de la tí 11 .18) cuando se observaron señales colocahzadas o 

fusionadas una verae llmon y otra rOJa (tono arnanllo) (anexo 5) 

CONSIDERA.CIONES ETICAS 

El proyecto de 1nvest1gac1on se ajusto a las normas eticas 1nternac1onales. la Ley General 

de Salud en rnatena de invest1gac1on en seres humanos y la Declaración de Helsinki. 

RECURSOS HUMANOS 

Medico adscnto y residente del servicio de Anatomía Patologica y médico adscrito del 

serv1c10 de Reumatologia 

RESULTADOS: 

Se estudiaron 24 pacientes con una edad media de 51 años. Hubo un claro predominio 

del sexo femenino (23 mujeres y 1 hombre) y la duración promedio de la enfermedad fue 

de 6.4 años 
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Las manifestaciones glandulares. extraglandulares. parémetros serológ1cos e 

inmunorreactividad para p53 se muestran en la tabla 1 

Los estudios serológ1cos que se asociaron con la presencia de LLE fueron: factor 

reumato1de. anticuerpos antinucleares. velocidad de sedimentación globular. anticuerpos 

anti-Ro. y anti-La, inmunoglobullnas G y A. En todos los casos se observó infiltrado 

inflamatorio predominantemente llnfoc1tano intersticial. con grados variables de atrofia 

acinar y afectación ductal (figura 1 ). con organización sugestiva de folículos linfoides 

periductales (figura 3) y la presencia de lesión llnfoepitehal por linfoc1tos B (C020+) en 

ocho casos (figura 4). La determinación de la expres1on de p53 demostró 

inmunorreact1vidad predominante en el epitelio ductal y en linfocitos aislados del infiltrado 

1nflamatono. en el 85º/o de los casos con les1on lmfoep1tellal (figura 2) 

G
------·--·-

r'. :- . 

".,.. 
u' : 
~~·-.~ 
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TABLA 1. Manifestaciones clfnicas y serológicas de pacientes con SSP en presencia o 

ausencia de lesión linfoepitelial. lnmunorreactividad para p53 en biopsias de GSM. 

VARIABLES 

Sexo (f/m) 

j Xerostomia 

Con LLE n=B Sin LLE n=16 
··~a------- 16 

8 ________ 1_6 ___ _ 

; 

¡ Xeroftalmia i 
: oUracion de ta enfermedad ! 

' {mas de 5 años) 

! Crecimiento parotideo 

! LÍrlfadenopatia 

4 

2 

--------1 
5 -l 

'Involucro articular 3 6 
~·vaSCuflilS-cutarlea·--------------2------------ ---5 ] 

! 

; Xer6derm1a 

~-M;·gra-,.;.a 

-caret.oPatia 
slnu-S1t1s-

-- ----- - --- --- - J 
5 

--- --------4-----· 
15 

5 ! 

----~-----ó----------------,----------- ·----1 

3 

o 
8 

___ 2 __________ j 
1 

----1s-·------------¡ 
Greenspan 3-4 ! 

"AAN--paS.t1·vo- -- - -----·--~-----7--------------6----·-------¡ 

-FRPOSli-IVO-_____ s a ---¡ 
Ac Anto-Ro pos1tovo ------5··---------- ·----a··-··---------' 

·-AC ··-Antt=La-PoS1l1-VO - - --- ----.--- ___ 3 __________________ 5 ___ ---- - -------1 
-PCR-aumen1ada-- e 13 

VSG aumentada 
____________ 6 _____ ·- __________ 6 ______ _ 

· c·r·.-ogro"büllr1aS ____ _ o 
lg G aumenti3da 

---------- ·-- __ 4 _______________ _ ---y--·--------
lg A aumentada --- ------- _________ 4 ______________ ------- ·----5-

. f~i M aume·ntada·-----------------,------------------. --- ·-· 3------- -- ·--- -- ----j 
~Gamo~;~¡1;a-monOc10ña1-ser1ea--------,-------------o----------: 

---------------- -----------' 
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lmagenes de FISH en nucleos en interfase de linfocitos de GSM de pacientes con SSP 

con Jes1on linfoep1tel1al. no se observan señales de colocahzac1ón o fusión indicadoras de 

la t( 11. 18) (ver figura 3 en el anexo 6 para detalles) 

16 
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INMUNORREACTIVIDAD POSITIVA DE p53 EN BIOPSIAS DE GSM DE PACIENTES 

CON SSP CON O SIN LLE 

e ---

EPIT. DlJCTAL ACINO LINFOCITO 

CJCONLLE 

•SINLLE 

INMUNORREACTIVIDAD DE p53 EN BIOPSIAS DE GSM DE PACIENTES CON SSP 

CON LLE (N=8) 
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INMUNORREACTIVIDAD DE p53 EN BIOPSIAS DE GSM EN PACIENTES DE SSP SIN 

LLE (n=16) 

EPIT. Dl.JCTAL ACINO LINFOCITO 

CONCLUSIONES: 

1 - La LLE se presento en el 33% de las btops1as de GSM de pacientes con SSP. 

O POSITIVO 

•NEGATIVO 

2.- La presencia de LLE se correlac1on6 con el desarrollo de manifestaciones clinicas 

extraglandulares. 

3.- La presencia de positividad a los AAN se correlacionó con la presencia de LLE. 

4 - Los núcleos de las celulas del epitelio ductal de la GSM de pacientes con SSP 

expresan mmunorreact1v1dad para p53 en relac1on a la presencia de LLE (85º/o) 

5.- Los l1nfoc1tos que infiltran el epitelio ductal de la GSM en pacientes con SSP mostraron 

un inmunofenot1po de l1nfoc1tos B (CD 20 +. CD 45 RO negativos). 

6.- Ninguno de los 4 casos estudiados mediante FISH mostró t (11 ;18) 

7 - Ninguna de las biopsias de GSM de pacientes con SSP presentó linfoma MAL Tu otro 

tipo de llnfoma 
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Una caracteristica común a Jos órganos afectados en el SSP es la infiltración linfoc1taria 

progresiva. Estos infiltrados pueden causar los cambios funcionales y las diversas 

manifestaciones clinicas de esta enfermedad. La lesión l1nfoepitel1al parece representar 

tanto la proliferación como la mf1ltrac1on intraglandular por células llnfo1des y es claro que 

este es un proceso d1nam1co Estos cambios ocurren de forma importante en las 

glélndulas parótidas. sin embargo las glandulas salivales menores se encuentran 

igualmente involucradas Los hallazgos de presencia de LLE en el presente estudio 

sugieren que los cambios en la GSM pueden ser un reflejo del proceso en Jas glandulas 

parot1das. al menos desde el punto de vista h1stolog1co Al respecto. se ha demostrado 

que una respuesta de expans1on clona! mediada por antigenos tiene lugar dentro de las 

glandulas salivales en estos pacientes y se ha caracterizado la presencia de rearreglos 

en los genes de la rnmunogtobullnas en las lesiones lrnfoep1tellales :- ! ; "' Estos hallazgos 

podrian asociarse con el aumento en la 1nc1denc1a de trnfomas observada en el smdrome 

de SJogren 

Hasta hace poco tiempo. el conoc1m1ento de la genet1ca molecular en los l1nfomas MAL T 

era limitado En este sentido. la 1dent1f1cacion de Ja t(11 18l(q21.q21) como una les1on 

genet1ca recurrente en aproximadamente el 50°/o de los lmfomas MAL T de baJO grado ha 

sido un avance importante Esta translocac1on esta asociada con rearreglos en el gen 

AP12 en el cromosoma 11 y el gen MAL T1 en el cromosoma 18. lo que genera RNA 

mensa1eros que codrftcan para una proterna de fusron APl2-ML T AP12 es un miembro de 

la familia de prote1nas 1nh1brdoras de la apoptosrs (IAPJ que actuan a traves de ta 

mh1b1c1on de caspasas el papel de f1s10Jog1co de ML T se desconoce La func1on de APl2-

ML T no es clara. sin embargo probablemente este relacionada a la apoptos1s en vista de 

la estructura y func1on de su contraparte normal ; ~ El presente trabajo muestra la 

ausencia de Ja t(11 18)(q21 q21) en los casos estudrados No obstante su numero 

l1m1tado los hallazgos mostrados para este marcador molecular de J1nfoma en el tejido de 

glandula saltvar han sido negativos en la mayoría de los pacientes en vanos estud1os""ci .;-6 

Lo antenor plantea la pos1b1l1dad de mecanismos genéticos alternativos en la 

l1nfomagenes1s Al respecto. se ha caractenzado a la t(1.14J(p22.q32) como anormalidad 

cromosom1ca recurrente. pero infrecuente. en vanos !infamas MAL T De forma similar. se 

han descnto alteracrones alternativas como la tnsomia 3 y mutaciones en el gen p53. pero 

su papel no ha sido determinado en la progres1on a lmfoma La determ1nac1on de 

sobreexpres1on de p53 en el presente estudio y su correlación con la presencia de lesión 
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linfoepitelial en el 85% de los casos podria ser un indicador indirecto de la part1c1pac1on de 

otros componentes genéticos. Es importante comentar que la sobreexpres1ón de p53 en 

relación al epitelio ductal en estos casos podría refle1ar mecanismos de reparación celuiar 

mas que la progresión a una neoplasia ep1tellal La sobreexpres1on de p53 en el tejido 

linfoide. en relacion o no a la presencia de lesión linfoep1tel1al. podría indicar (en el caso 

de mutaciones) un estado de progres1on neoplas1ca. Ambos aspectos se proponen como 

pregunta para un estudio posterior 

Por otra parte. se ha planteado la posrb1l1dad de que la expres1on restringida del repertorio 

de genes VH de inmunoglobulinas con preferencia de util1zac1ón de segmentos del gen 

V1-69. sea un mecanismo altamente selectivo de clonas en los llnfornas MAL T de 

glándula salival en pacientes con SS a d1ferenc1a de otros l1nfomas MAL T en s1t1os 

distintos. además se ha observado que algunos de los anticuerpos cod1f1cados de esta 

manera pueden tener act1vrdad de factor reumato1de:- El repertorio de genes VH 

altamente restringido y el anal1s1s mutac1onar indican que las lg tienen un papel importante 

en el desarrollo y expans1on subsecuente de de las clonas asociadas a MESA Al 

respecto. se ha propuesto un modelo en el que los linfoc1tos B con estructuras VH 

apropiadas son seleccionadas para su expans1on mediante Ja est1mulac1on por lg de 

superfrc1e por la unron a un ant1geno comun En algun momento probablemente ocurra un 

evento genet1co en una de las clonas en expans1on y que Je confiere una ventaja de 

crecimiento sobre las otras clonas y es interesante que el desarrollo de clonal1dad puede 

ser facilitado en el entorno de una enfermedad autommune Se ha establecido que no 

todas las llnfoprol1ferac1ones monoclonales se comportan de forma maligna Por lo tanto 

es probable que se requiera de eventos oncogen1cos ad1c1onales despues de la 

emergencia de monoclonalldad en la MESA antes de que se adquiera et comportam1ento 

maligno Al respecto se ha asociado la presencia de mutaciones en et gen p53 con la 

progres1on h1stolog1ca de algunos l1nfomas MAL T · .. 

A pesar de que el punto exacto del establecimiento de un lmfoma MAL T no se ha definido 

con prec1s1on nuestros datos sugieren que es mas probable encontrar clonas no malignas 

en las lesiones lmfoep1tellales de aspecto h1stolog1co benigno No obstante. la 

determ1nac1on de estos parametros en la GSM podría no reflejar la totalidad del proceso 

que incluye de forma importante a las glandutas parótidas La bUsqueda de marcadores 

moleculares tempranos en celulas de parótida obtenidas mediante biopsia por aspiración 

con aguja delgada podría ayudar en el estudio de esta interrogante 
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ANEXO 1 

CRITERIOS DE SAN DIEGO PARA EL SINDROME DE SJOGREN 

l. Sindrome de Sjogren prrmario: 

A. Sfntomas y signos Objetivos de sequedad ocular 

1. Prueba de Schrrmer menor de 8 mm durante 5 minutos. 

2. Tincion positiva en la prueba de rosa de Bengala o fluoresceina en la 

córnea o la con1untrva. compatible con queratocon1unt1v1tis seca. 

B Sintomas y signos ob1et1vos de boca seca 

1 Dism1nuc1on del flujo parot1deo usando copas de Lashley u otro método. 

2. B1ops1a de glandulas salivales anormal (mas de 2 focos inflamatorios en 

cuatro lobulos evaluables l 

C Demostrac1on de un trastorno auto1nmurntano s1stem1co 

Factor reumato1de elevado (2! 1 320) 

2 Anticuerpos ant1nucleares a titulo atto e;=: 1 320} 

3 Presencia de anticuerpos anti-SS-A (Ro) o ant1-SS-B (La) 

11 Síndrome de S1ogren secundario Srgnos y sintomas característicos del 

síndrome de S1ogren segun se define en el punto 1 mas datos clínicos 

suf1c1entes para el d1agnost1co de artnt1s reumato1de. lupus eritematoso 

generalrzado pol1m1os1t1s escleroderma o crrros1s b1l1ar 

111 Exclusiones Sarco1dos1s l1nfoma preexistente. SIDA. y otras causas conocidas 

de srndrome seco o crec1m1ento de las gtandulas salivales 

Fox. RI System1c d1seases assoc1ated w1th dry eye. Internacional Ophtalmology Cl1nics. 

1994. 34 71-87 

El sindrome de S1ogren def1rndo requiere de la presencia demostrada de sequedad de la 

mucosa oral y ocular. y un proceso autoinmun1tano sistémico, incluyendo biopsia 

característica de glandulas salivales menores 
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ANEX02 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACIÓN EN 
PROYECTOS DE INVESTIGACIÓN. 

Por medio de la presente doy m1 autonzac1ón para part1c1par en el proyecto de 
investigación titulado· IDENTIFICACIÓN DE LA t (11-18) MEDIANTE TECNICA DE FISH 
EN BIOPSIAS DE GLANDULA SALIVAL MENOR CON Y SIN LESION LINFOEPITELIAL 
DE PACIENTES CON SiNDROME DE SJOGREN PRIMARIO 

Registrado ante el com1te local de lnvest1gac1on con el número -----------

El Objetivo de este estudio es 
1 - Determinar la presencia de LLE en b1ops1as de GSM de pacientes con SSP 
2 - Determinar ra presencia de la t (11 18J en el teJido de GSM de pacientes con SSP 
Se me ha explicado que m1 part1c1pac1on cons1st1ra en 
1 - Toma de 5 ce de sangre para rea11zac1on de estudios sero-1nn,unolog1cos 
2 - Toma de b1ops1a de glandula salival como parte de la evaluac1on clirnca de la 
enfermedad sr no cuenta con ella o si la tomada previamente no es util 
3 - Asistir a citas de control a la consulta externa de Reumatofog1a del HE CMN SIGLO 
XXI 

Declaro que se me ha informado que los posibles nesgas 1nconven1entes molestias y 
beneficios denvados de n11 part1c1pac1on en el estudio son los siguientes 
1 - lnfecc1on en el s1t10 de venopunc1on 
2 - lnfecc1on en el s1t10 de ton1a de la b1ops1a de glandula saffval menor 

El mvestrgador pnnc1pal se ha con1pron1etrdo a darme intormac1on oportuna sobre 
cualquier proced1m1ento alternativo adecuado que podr1a ser benef1co para el tratamiento. 
as• corno a responder a cualquier duda que plantee o cuolqu1er otro asunto relacionado 
con la 1nvest1gac1on o con su tratamiento 
Entiendo que conservo el derecho a retirarme: del estudio en cualquier mon1ento en lo que 
cons1oere conveniente sin que ello afecte la atenc1on medica que recibo del Instituto El 
investigador principal ha dado segundades de que no se me 1dent1f1cara en las 
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados 
con su pnvac1dad seran n1aneJados en forma conf1denc1al Tarnb1en se ha compromet1do a 
proporc1onarme 1nformac1on actualrzada que obtenga durante el estudio. aunque esta 
pudiera hacern1e cambiar de parecer respecto m1 permanencia en el mismo 

Nombre y firma del paciente-------------------------

Nombre y firma del 1nvest1gador(esJ ----------------------

Nombre y firma del testigo 1 -------------------------

Nombre y firma del testigo 2 --------------------------
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ANEXO 3 

ESCALA DE GREENSPAN 

DESCRIPCION 

(Linfocitos y células plasmáticas por mm2
) 

Ausente 

Infiltrado leve 

----¡ 
i 

.. _:_:_} 

Infiltrado moderado ó menos de un foco por 4 mm2 

Un foco por 4 mm 2 

Mas de un foco por 4 mm 2 

Un foco de células inflamatonas esta constituido por 50 o mas linfocitos, células 

plasmáticas o h1stiocitos 

Greenspan JS. et al. Oral Surgery 1974: 37:217-229. 
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ANEX04 

PROCEDIMIENTO DE INMUNOHISTOQUIMICA 

···----1 
í 

.,~U 

1.- Se utilizaron tejidos fijados en formol amortiguados al 1 Oº/o durante 24-48 h e incluidos 

en parafina 

2- Se cortaron en microtomo a 2-6 micrometros 

3.- Se colocaron en laminillas tratadas con adhesivo (poli-L-lisina o silano); dos cortes de 

tejido en estudio (uno s1rv10 como control negativo y uno como problema) y una corte de 

tejido positivo conoc1do como control (control positivo-cáncer de mama) 

4.- Las laminillas con los cortes se metieron al horno a 60 grados C durante 30 minutos. 

5.- Se desparafinaron e hidrataron de la s19U1ente forma: 

X1lol durante 2 minutos (dos veces) 

Alcohol absoluto durante dos minutos 

Alcohol al 96°/o durante 2 minutos (2 veces) 

Agua comun 3 cambios 

Agua destilado durante 2 minutos 

6 - Se enfriaron hasta temperatura ambiente 

7 - Se lavaron con PBS durante 5 minutos 

8 - Se bloqueo con perox1dasa endogena con peróxido de hidrógeno al 3°/c durante 1 5 

minutos a temperatura ambiente 

9 - Se decantaron 

10 - Se lavaron con PBS durante 5 minutos 

11 - Se les adiciono suero Bovino fetal e incubaron a 10 minutos 

12 - El corte problema y el control pos1t1vo se incubaron en cámara húmeda toda la noche 

a temperatura ambiente con el anticuerpo p53 (lgG2b, kappa, clone 00-7, cede No M 

7001 Lot 1 08) diluido a 1 50 

13 - Se decanto 

14 - Se Javo con PBS a chorro 

1 5 - Se lavo con PBS durante 5 minutos 

16 - Se ad1c1ono a todos los cortes el segundo anticuerpo (biotilínado) y se incubó a 20 

minutos 

17 - Se lavo con PBS durante 5 minutos. 

18 - Se les adicionó el complejo enzimático (estreptavidina) y se incubó 20 minutos. 
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19.- Se lavaron con PBS durante 5 minutos. 

20.- Se les agregó el cromógeno {DAB-diaminobencidina) 

21.- Se observó al microscopio hasta obtener el control positivo la reacción requerida. 

22.- Se pusieron en agua destilada 

23.- Se contrastaron con hematoxilina de Harns hasta obtener el contraste adecuado. 

24.- Se lavaron con agua común 

25.- Se viraron con agua amoniacal 

26.- Se deshidrataron de la siguiente forma 

Se pasaron por alcohol al 96% durante 2 minutos (2 veces) 

Se pasaron por alcohol absoluto durante 2 minutos (2 veces) 

Se pasaron por x1lol durante 2 minutos (2 veces) 

27 - Se cubrieron con resma y cubreobjetos adecuados. 

DETERMINACIÓN DE INMUNOFENOTIPO B ó T MEDIANTE ANTICUERPOS 

MONOCLONALES ANTI-CD 20 Y ANTl-CD45 

Se colocaron cortes histológicos de GSM de 5 mm embebidos en parafina sobre 

portaobjetos s1lanizados y se procedió a quitar el exceso de parafina en una estufa a 60 

oC por 2 horas 

2.- Se pasaron por 6 baf'los de xileno por 5 min Cada uno 

3 - Se pasaron por tres baños de etanol al 96% y tres al 1 00°/o por 2 min cada uno. 

4 - lnmers1on en soluc1on de perox1do de hidrógeno al 3°/o por 5 mm. 

5 - Se aplico una solucion de albumina senca bovina y PBS por 1 mm para bloquear la 

t1nc1ón de fondo en Ja laminilla 

6 - Las lam1rnllas con cortes h1stolog1cos se colocaron en camaras húmedas_ Los tejidos 

fueron incubados con suero supresor no-inmune de caballo antr-raton a d1lucion 1 ·20 en 

solución de albumrna senca bovina (BSA)/PBS al 2º/o por 20 mm. 

7 - Se retiro el exceso de suero ~upresor del te11do cuidando que no se secaran y se 

aplicó el anticuerpo pnmano (ant1-CD20 1 200 o ant1-CD45RO 1·1 SO) según el caso 

d1lu1dos en BSA/PBS y se incubaron a temperatura ambiente por 1 hora. 

8 - Se proced10 a lavar con PBS en tres ocasiones 

9 - Se proced10 a apltcar el anticuerpo secundario biottntlado anti-ratón lgG diluido 1 :400 

en BSA/PBS ar 2% por 30 mm Se lavaron los tejidos con PBS en tres ocasiones. 
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1 O.- Se incubaron los tejidos con el conjugado de streptavidina-peroxidasa a dilución de 

1 :800 en BSA/PBS al 0.5°/o por 30 min a temperatura ambiente 

11.- Se lavaron las laminillas secuencialmente en PBS al O 01 º/o en tres ocasiones 

12.- Se aplicó la solución de substrato cromógeno (d1aminobenz1dma al 0.06o/o en PBS y 

peróxido de hidrógeno al 30º/o) por 2 mm 

13.- Se lavaron los tejidos con agua destilada y se realizó contratmción con hematoxilina 

modificada de Harris. enjuagando con agua corriente. agua con carbonato de litio y agua 

cor-riente 

14.- Se procedió a deshidratar en alcohol etílico 96°/o (dos baños) y alcohol absoluto (dos 

bar"\os). aclaración con xileno (dos baños), y se montaron con cubreobjetos y resina 

histológica (Entellan). 
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ANEXO 5 

Procedimientos de la técnica de Hibridación in situ fluorescente (FISH). 

l. Preparación de los tejidos. Aislamiento de los núcleos en interfase de cortes de tejido 

de GSM embebidos en parafina. 

Reactivos: 

EDTA, 0.5M 

Alcohol etílico absoluto 

Formaldehido al 37°/o. 

Filtro Nytal HD 55 (70 micras). 

1 X PBS (Fosfato bufer salino). 

Proteinasa K (EM Sc1ence. G1bbstown. Cat. 24568). 

Solución de NaCI 0.9º/o. SM 

Tris HCI. pH 7 5 

Xileno 

Agua esteril 

Preparación: 

Proteinasa K 

Protemasa K 

Agua esteril 

Tns HCI pH 7 5 

05MEDTA 

5 M NaC/ 

0.005 g. 

908 µl. 

50 µl. 

20 µl. 

2 µl. 

1 % formaldehido/PBS: 

Formaldehido 

1X PBS 

Procedimiento: 

2.7ml. 

97.3 mi. 

Se removió el exceso de parafina incubando las laminillas con cortes histológicos 

de 20 micras a 65ºC por 2 h 

2 Se transfineron inmediatamente a un recipiente con xileno a temperatura ambiente 

en dos cambros de 1 O minutos cada uno 

3 Se lavaron en etanol al 1 OOo/o. 86% y 70°/o por 5 minutos en cada uno. 

4 Se lavaron en NaCl 0.9°/o dos veces por dos minutos cada una 

5 Se transfrneron los cortes a una caja de Petn y se fragmentó el tejido con tijeras. 
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6. Los fragmentos se transfirieron a un tubo de Eppendorf con solución de proteinasa 

K y se incubaron por 30 minutos a 37ºC. 

7. Se filtró la suspensión usando el filtro Nytal y se lavó el filtro con 4 mi de 1X PBS. 

8. Centrifugación por 8 minutos a 1000 rpm 

9. Lavado con 2 mi de 1X PBS y centrifugación por 8 mina 1000 rpm. 

10. Resuspens1ón del sedimento con 20 µI de 1X PBS y se colocó la solución en una 

laminilla histológica s1lan1zada limpia. 

11 Se desecó a 37"C y despues a temperatura ambiente toda una noche. 

12. Lavado de las laminillas en PBS F11ación en formaldehido/PBS 1°/o por 5 minutos 

y lavado con PBS 

13. Se dreno el excedente de liquido y se deshidrató en alcoholes graduales (70, 

90.100º/o) y se de10 secar al aire 

14 Se aplico la soluc1on de htbrtdac1on y se cubrió la laminilla. 

1 5 Desnaturallzac1on a 85ºC por 5 minutos e hibndac1ón a 37ºC por 16 horas. 

11. Marcaje mediante hibridación fluorescente in situ (FISH). 

Se reahzo marcaje del ADN con b1ot1na-dUTP (cromosoma artificial P1 [CAP] 59N7) y 

d1gox1gen1na-dUTP (CAP 166G16) (ambos de Roswell Park Memorial lnst1tute L1brary. 

NY) por n1ck translat1on de acuerdo al metodo descnto por D1erlamm J. et al (Genes 

Chromosorn Cancer 1996 16 261-264) (OIG-N1ck Translat1on M1x [1745816]. B1otm

N1ck Translation M1x [1745824]. N1ck Translat1on M1x {1745808]. dNTP set [1277049). 

Fluores1;e1na-12-dUTP [1373242] y tetramet1lrodam1na-S-dUTP [1534378] de Roche 

Apphed Sc1enceJ Para cada preparac1on se proced10 a disolver 80 ng de CAP59N7. 

50 ng de CAP 166G16. y 11 µg de Cot-1 ADN en SµL de mezcla para hrbndac16n y se 

aplicaron cubreobjetos de 13 mm se realizaron las observaciones mediante 

microscopia de fluorescencia 

CAP 59N7 contiene secuencias genom1cas derivadas contiguas al gen ML T1 Este 

marcador es transtocado al cromosoma 11 (figura 1) La clona CAP 166G16 se 

extiende aproximadamente 1 00 kb y contiene tanto el gen APl2 como el gen homólogo 

APl1 telomenco con respecto a APl2 (7kb) (figura 2) 

La drsrupc1on del gen AP12 por la t( 11. 18) da lugar ya sea a la hibridación para CAP 

166G16 con tres señales localizadas en los cromosomas derivados 11 y 18 o. de 

forma alternatrva en el caso de una delec1ón concomitante de las secuencias 11 q. a la 

presencia de dos señales de h1bndac1ón. una retenida en el cromosoma derivado 11 y 
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la otra localizada en el cromosoma 11 normal. En ambos casos, se observan señales 

de fusión o colocaltzac1on de ambos CAP en los cromosomas derivados de la t(11 ;18) 

En nuestro estudio, se consideró este hecho como indicador de la t(11; 18)/fusión 

APl2-ML T (figura 3). 

El valor de corte para diagnosticar la t(11: 18) fue del 4% de las células en interfase de 

acuerdo a un control negativo Las células control positivo utilizadas en este estudio 

fueron obtenidas de un lmfoma MAL T de baJO grado gastrico y procesadas de forma 

simultánea con las células problema 

k f l'f.'. 1 .._, "'- l ·'\~ 11 ' ' t .._,_,r f '\! '\ 1 I~ '\ 1 JI 1 '\ 1 1 1 ..._ I• \ 111 1 1-.11 
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Figura 1. CAP 57N9 se hibridiza teloméricamente al punto de ruptura y es translocado al 

cromosoma 11 derivado. como resultado de la 1(11 ;18). (Blood 96:2215-2218. 2000) 

5· A..PIZ s· APIL 

111 1 ar :1 111 111'. :11 : .;¡ ti t ..••• 

Figura 2. Estructura del gen APl2 y del gen APl1 adyacente en el cromosoma 11q22 
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e 
Figura 3 Determinación mediante hibridacion m s1tu fluorescente de la t(11 :18){q21 ;q21) 

en núcleos en interfase. En A se obser.ta la localización normal de los CAP 59N7 y 

166G16 En By C se observa que la t(11.18) da lugar a la fusión o colocalización de 

señales en ambas pruebas en el cromosoma 11 derivado 

3 1 
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