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INTRODUCCION: N

Ei Sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune caracterizada por una
infiltracién linfocitaria de las glandulas salivales y lagrimales. Clinicamente se manifiesta
por sequedad ocular (queratoconjuntivitis seca) y bucal (xerostomia) E! 80% de los
pacientes son mujeres entre los 35 y 45 afos’

Se denomina Sindrome de Sjogren pnmario (SSP) cuando se presenta en forma aislada.
y Sindrome de Sjogren secundario (SSS) cuando se asocia a otras enfermedades
autoinmunes. como la anrits reumnatoide’

El infiltrado hnfocitano presente en las glandulas sahvales y lagrimales esta formado
fundamentalmente por ceélulas T coiaboradoras CD4+ y celulas B entre ellas ceéelulas
plasmaticas que secretan localmente anticuerpos Aproximadamente el 75% de los
pacientes tienen Factor Reumatoide positivo. exista o no arrius reumatoide asociada El
50-80% tienen anticuerpos antinucleares (ANA) y otros anticuerpos tanto especificos
como no especificos de érgano De ellos los mas importantes son los dingidos contra gos
antigenos RNP SSA (Ro) y SS-B (La) detectables en el 80% de los pacientes Al igual
gue otras enfermedades autoinmunitarias. el SS se asocia a determinados alelos HLA

Existe una retacion entre la forma prrmana y los loct HLA-B8 HLA-DR3 y DR 52°

El diagnostico del SS requiere de correlacion histopatologica con hatllazgos serologicos
sialograficos orales y oftalmologicos Histologicamente el primer hallazgo es la infiltracion
hnfocitana penductal y perivascular en las glandulas salivales mayores y menores
Posteriormente. esta infiltracién se hace masiva y pueden encontrarse foliculos infoides
con centros germinales Se han propuesto un numero de critenos para el diagnostico del
S5 y comun a todos ellos es el examen histopatologico de tas glandulas salivales
lablales La presencia de mas de un foco con 50 o mas hinfocitos en 4 mm- de tedo
glandular salival constituye un criterio diagnostico para el SS Un gran porcentaje de
tejdo glandular muestra reemplazo de su parenquima por un infiltrado linfocitarnic con
disfrupcion y metaplasia de los conductos que incluye la formacion de las denominadas
tslas mioepitehales Este comunto de hallazgos histologicos se le ha nombrado lesion
infoepiteha!l bermgna (LLE) o sialoadenitis micepitelial (MESA) En el pasado. |la presencia
de LLE era un criterio de benignidad. sin embargo. hoy en dia. estas lesiones son
consideradas como parte importante de los linfomas MALT De esta forma. se ha
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reconocido que la LLE es un factor de riesgo para el desarrollo de linfoma de la
glandula salival, especialmente cuando se asocia a SS y otras enfermedades de! tejido

conectivo.®*

A pesar de que las glandulas salivales mayores son un sitio poco comun para el origen de
un linfoma, ya que representa solo el 1.7% de las neoplasias malignas asentadas en este
organo. Kassa y cols' encontraron que el riesgo de desarrollar linforma es 44 veces
mayor para pacientes con SS comparado con un grupo control durante un lapso de 8
afios. Estudios recientes han mostrado que alrededor del 6% de los pacientes con SS
desarrollan linfoma. generalmente de localizacion extraganglionar que incluye glandulas
salivales. lagrimales y pulmones *

En un 80-90%. el linfoma que se desarrolla en los pacientes con SS corresponde a
Infoma de celulas B de bajo grado. derivado del tejido linfoide asoctado a mucosas
(MALT) Generalmente, su curso clinico es indolente. y permanecen localizados por
mucho ttempo. sin embargo. algunas veces pueden transformarse en linfomas de células

grandes de alto grado que son mas agresivos =

Histologicamente. el hnfoma upo MALT presenta una poblacion de celulas tipo centrocito.
que es el componente mas constante y distintivo. lesion hnfoepitelial y formacion de
foliculos linfoides con centros germinales reactivos . sin embargo. morfolégicamente es
dificil determinar cuando un infiltrado hinfoide en la MESA ha progresado a hinfoma. por lo
gque debe hacerse enfasis en meétodos de inmunohistoquimica y moleculares para su

reconocimiento temprano®®




ANTECEDENTES.

El organismo humano contiene grandes cumulos de tejido linfoide no encapsulado
localizado principaimente en mucosas, como e! anillo de Waldeyer, e! tracto
gastrointestinal, el tracto respiratorio y glandulas salivales. lagrimaies. pancreas y mama
Este tejido linfoide se denomina tejido hnfoide asociado a las mucosas (MALT), vy en
contraste con el gangiio linfatico. carece de capsula y sinusoides ®

Se ha determinado que el MALT constituye el mayor compartimiento del sistema inmune.
con mas linfocitos presentes que en todas las demas zonas anatomicas combinadas
incluyendo ganglios hnfaticos Se estima que la poblacion de celulas T encontrada en el
epitelio intestinal representa cerca del 60% de todas ias células T en el organismo

El sistema MALT tiene caracterisncas unicas en lo que al transito de hnfocitos se refiere
Los mecanismos moleculares que coordinan la migracion de celulas B sensibilizadas
desde e! MALT hacia ios tejdos secretores mas alla del intestino son poco conocidos
Existen evidencias indirectas que sugieren que la disemmacion de las células precursoras
sensibilizadas tiene lugar en el anillo de Waldeyer hacia los sitios secretores efectores.
incluyendo las glandulas salivales. lagrimales y l1a mucosa nasal *~

En determinadas circunstancias., el MALT puede mostrar una proliferacion clonal
neoplasica catalogada como linfoma Estas proliferaciones han sido agrupadas por el
Grupo Internacional de Estudio sobre Linfomas en la clasificacion revisada Europeo-
Americana (REAL) dentro del grupo de hnfomas de la zona marginal *° El grupo esta
conformado por tres desordenes distintos. los infomas primarios del ganglio linfatico, los
infomas prmanos del bazo y los infornas extraganglionares del MALT. A pesar de que
estos desordenes comparten el fenotipo B CDS positivo y CD10 negativo. existen
diferencias morfoiogicas sutiies y comportamiento clinico distinto entre ellos. lo que
sugiere una patogerna diferente ' '°  Los linfomas de la zona marginal del MALT
consttuyen el subtipo mas frecuente de linforma primario extraganglionar. y representan

del 5-10% de todos los infomas no Hodgkin ™

Estos Iinfomas pueden mostrar afectacion multicéntrica extraganglionar. incluyendo el
tracto gastraintestinal. puimon. tiroides. glandula mamaria. gtandulas salivales y
lagrnmales La mayoria de los linfomas MALT se originan en el entorno de un proceso
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inftamatorio cronico y son desencadenados por una infeccion o proceso autoinmune. En
este sentido. el SS se caracteriza por infiltracion linfocitaria y linfoproliferacion. Las
glandulas salivales y lagrimales son los sitios iniciales de ta infiltracion por linfocitos By T.
con destruccion posterior giandular Una de las complicaciones mas significativas en los
pacientes con SS es el desarrollo de un hnfoma Algunos reportes sefalan que el nesgo
de linfoma en estos pacientes es 44 veces mayor que el de |la pobilacion general y se ha
sugerido que |a terapia iInMunosupresora podria asociarse con incremento en el riesgo de
hasta 100 veces '* Se han propuesto varnos criterios para el diagnostico de un infoma en
el contexto de la LLE o MESA, sin embargo. es dificl reconocer campios linfomatosos

tempranos en bases exclusivamente morfologicas

La utilizacion de técnicas moleculares en los linfomas MALT indica la presencia de
rearreglos en los genes de las inmunogiobulinas y por lo tanto poblaciones clonales de
células B en la fase de lesion hinfoepiteital " De forma interesante. los rearreglos en las
cadenas ligeras son predominantemente del tipo kappa y no lambda. y desde hace mas
de 20 afos se observo que los hinfomas de pacientes son $SS por lo general muestran
restriccion de cadenas kappa mas gue de lambda '* Recientemente ha surgido evidencia
con respecto a que el suera de pacientes con sindrome de Sjogren a menudo tene factor
reumatoide (FR) y que los linfomas relacionados con frecuencia utitizan la misma region
VkHIno-FR asociada a la leucemua Infocitica cronica En este sentdo. Martin et al
demostraron que las inmunogliobulinas producidas por las celulas B neoplasicas fueron
factores reumatoides en dos pacientes Estos datos de genetica molecular sugieren que el
SS puede ser un modelo utll para el estudio de la progresion neoplasica La leson
hnfoepitelial temprana posee una expansion clonal de un tipo distintivo de celulas B. Estas
clonas podrian ser sujetas a proliferacion continua dando oportunidad a que ocurran

(TS

alteraciones geneéticas que se relacionan a la aita incidencia de infoma en el SS

Actualmente. los mecansmos geneéticos que cnginan ta aparicion de un infoma tipo MALT
han sido objeto de numerosos estudios. ta t (11'18) es la anomalia estructural
caracterizada en este tipo de neoplasias. particularmente en aquellos de localizacion
extraganghonar. por io que su expresion en tejido de GSM en pacientes con SSP podria

constituir un marcador molecular temprano de la progresion a un linfoma #2*
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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 gendmica y prevenir
mutaciones que pueden alterar el controt del crecimiento normal. El gen pS3 esta
focalizado en el cromosoma 17 y su funcidon es la regulacion del proceso de proliferacion
celular. Su activacion esta asociada con la patogenia de enfermedades autoinmunes
como artritis reumatoide en humanos y SS en ratones.

Hoy en dia. se sabe que las mutaciones del p53 constituyen la alteracion genética mas
comun observada en las neoplasias malignas Se han publicado estudios en donde se
reporta una sobre-expresion de pS5S3 en pacientes con Sindrome de Sjogren y se han
detectado mutaciones del gen en pacientes con SS y linfoma no Hodgkin, por lo que estos
hallazgos sugieren un posible papel del p53 en la patogenesis tanto del SS comoe del
linfoma no Hodgkin que desarrollan estos pacientes %




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Recientemente se ha puesto atencién a la relacion entre los linfomas MALT de 1a glandula
salival, el SS y las lesiones histopatoldgicas precursoras como la sialoadenitis mioepitelial
y ia lesion linfoepitelial. Los linfomas tipo MALT que surgen de este tipo de lesion tisular
podrian tener una expresion morfoldogica sutil. Las células neoplasicas pueden infiltrar de
forma aislada o en pequerios grupos y constituir una LLE. la cual frecuentemente es
interpretada como parte del componente inflamatono Con estos antecedentes. la
identificacion de ia t (11:18) en las biopsias de GSM podria constituir un marcador
molecular temprano de la progresion a linfoma en pacientes con SS

HIPOTESIS:
La presencia de LLE en ias biopsias de GSM de pacientes con SSP puede asociarse a la

t(11:18)

OBJETIVOS:

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

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

3 - Determinar la expresion de p53 en biopsias de GSM de paclentes ‘con SSP 'y
correlacionaria con la presencia o ausencia de LLE. g : :

4 - Determuinar el inmunofencotipo dei infiltrado linfocitario en las biopsias de GSM
mediante los anticuerpos anti-CD20 y anti-CD45RO.

MATERIAL Y METODOS:

DISENO DEL ESTUDIO
Estudio descriptivo. transversal. observacional y no experimental.

UNIVERSO DE TRABAJO:

El presente estudio se realizdé en el HE del CMN Siglo XXI IMSS en el periodo
comprendido de marzo del 2002 a febrero del 2003. Los pacientes tuvieron diagnéstico
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 infiltracion de
linfocitos y céiulas plasmaticas al tejido glandular. originando diferentes patrones de dano
tisular que se manifiesta por xerostomia. xeroftalmia e inflamacién de gianduias salivales
y lagrimales no asociada a otra enfermedad autoinmune

LESION LINFOEPITELIAL:
Lesion histologica caracterizada por una infiltracidn linfocitaria en grupos de 3 o mas :

iinfocitos B al epiteho ductal de la glandula salival. con o sin proliferacion mioepitelial.

EXPRESION DE p53
inmunorreactividad nuclear positiva o negativa en GSM. evaluada mediante la técnica de

mmunoperoxidasa utihzando el anticuerpo primario anti-p53. (anexo 4)
DETERMINACION DE LA t (11:18) MEDIANTE LA TECNICA DE Hibridacion In Situ
Fluorescente (FiSH)

Presencia o ausencia de colocalzacion para las sondas marcadas con fluorocromos
correspondientes a ias secuencias complementarias de los cromosomas 11 y 18 de

acuerdo a la metodologia referida en el anexo 5

TAMANO DE LA MUESTRA:
24 pacientes.

SELECCION DE LA MUESTRA:

CRITERIOS DE INCLUSION:
Pacientes con diagnostico establecido de SSP de acuerdo a los criterios de San

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

CRITERIOS DE EXCLUSION:
- Pacientes que reciben tratamiento inmunosupresor. -
- Pacientes con seropositividad a antigenos de hepatitis B y/o C.

CRITERIOS DE NO INCLUSION
- Pacientes con SS secundario
- Pacientes con neoplasias primarias de otro sitio.
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PROCEDIMIENTOS:
Los pacientes fueron seleccionados para su evaluacién a traves de la consulta externa del
Servicio de Reumatologia del HE del CMN Siglo XXI. IMSS Se realizé histona clinica
completa y se aplicaron los criterios de San Diego (anexo 1) para la determinacion de un
diagndstico de SSP. Se les invitd a participar en el proyecto con aceptacion mediante una
hoja de consentimiento (anexo 2). Se realizaron los siguientes estudios de laboratono
biometria hematica completa. quimica sanguinea. examen general de orna. pruebas de
funcionamiento hepatico. factor reurmatoide. anticuerpos antinucleares. anticuerpos anti-
RO/SSA y anti-La/SSB. cnoglobulinas. velocidad de sedimentacion globular. proteina C
reactiva, anticuerpos anti-VIH. hepatittis By C

Se procedio a ia evaluacion de las biopsias de GSM determinando la densidad del
infiltrado inflamatorio por microscopta de luz en cortes tefidos con hematoxihina y €osina
mediante la escala de Greenspan (anexo 1) y la presencia o ausencia de lesion
hnfoepitelial Se determino la expresion de hnfocitos CD20+ y CD45RO+ mediante
inmunohistoguimica (anexo 4). ila expresion de pS53 mediante inMmunohistoquimica (anexo
4) y la expresion de l1a t (11 18) mediante la tecrica de FISH en dos casos con LLE y dos
sin LLE En cada preparacion se anahzaron 100 céiutlas en interfase conservadas. de
forma ndividual y Que tuvieran sefnales fluorescentes claramente visibles Se considero
como criterio de presencia de la t(11:18) cuando se observaron sefales colocalizadas o

fusionadas una verde hmon y otra ro)a (tono amarilo) (anexo 5)

CONSIDERACIONES ETICAS
El proyecto de investigacion se ajusto a las normas éticas internacionales. la Ley General
de Salud en materia de investigacion en seres humanos y la Declaracion de Helsinki.

RECURSOS HUMANOS
Medico adscrito y residente del servicio de Anatomia Patologica y medico adscrito del

servicio de Reumatologia

RESULTADOS:

Se estudiaron 24 pacientes con una edad media de 51 afos. Hubo un claro predominio
del sexo femenino (23 mujeres y 1 hombre) y la duracion promedio de la enfermedad fue
de 6.4 anos.

11




Las manifestaciones glandulares, extraglandulares, parametros serologicos e
inmunorreactividad para p53 se muestran en la tabla 1.

Los estudios serologicos que se asociaron con la presencia de LLE fueron: factor
reumatoide. anticuerpos antinucleares. velocidad de sedimentacion globular, anticuerpos
anti-Ro. y anti-La, inmunoglobulinas G y A. En todos los casos se observd infiltrado
inflamatorio predominanternente linfocitaric intersticial. con grados variables de atrofia
acinar y afectacidén ductal (figura 1). con organizacidén sugestiva de foliculos linfoides
periductales (figura 3) y la presencia de lesion linfoepitelial por infocitos B (CD20+) en
ocho casos (figura 4). La determinacion de Ila expresion de pS53 demostro
inmunorreactividad predominante en el epitelio ductal y en linfocitos aislados del infiltrado
inflamatorio. en el 85% de los casos con lesion linfaepitehal (figura 2)
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TABLA 1. Manifestaciones clinicas y serologicas de pacientes con SSP en presencia o
ausencia de lesion linfoepitelial. Inmunorreactividad para p53 en biopsias de GSM.

VARIABLES Con LLE n=8 SinLLE n=16
Sexo (fim) 8 16
Xerostomia : 8 16 !
Xeroftalmia E 8 16
Duracion de la enfermedad | 2 6
(mas de § afios) :
! Crecimiento parotideo s 4 7 -
i Linfadenopatia ’ : 2 ) 5
! Involucro articular : 3 6
' Vasculitis cutanea i 2 5
i Xerodermia 5 - 15
‘Migrana B a4 EE -
Cardiopatia i i 0 1 T
Sinusitis : 3 2 ;
Nefropatia tubulo-intersticial : o] 1 !
‘Biopsia  de  GSM  con. 8 is T T
Greenspan 3-4 i
‘AANpositive ] 7 B
FR positivo 5 8 1
"Ac Anti-Ro positive o - o 8 - |
7 La positivo ! 3 £ j:
"PCR aumentada | [ 13 :
'VSG aumentada T 6 6 j
‘criogicbiimas o 7 !
ig & aumentada T T T T4 i Ty T T
g A'aumentada =~ a4 o 6 “j
{Ig M aumentada 1 N - S
"Gamopatia monocional serca 1 - [] :
i
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fmagenes de FISH en nucleos en interfase de linfocitos de GSM de pacientes con SSP
con lesion linfoepitelial, no se observan sefiales de colocalizacidon o fusién indicadoras de
la t(11.18). (ver figura 3 en el anexo 6 para detalles)




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

INMUNORREACTIVIDAD DE p53 EN BIOPSIAS DE GSM EN PACIENTES DE SSP SIN
LLE (n=16)

CONCLUSIONES:
1. -La LLE se presento en ef 33% de las biopsias de GSM de pacientes con SSP.

2.- La presencia de LLE se correlaciond con el desarrolio de manifestaciones clinicas
extraglandulares.

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

4 - Los nucleos de las celulas del epitelio ductal de la GSM de pacientes con SSP
expresan inmunorreactividad para p53 en relacion a la presencia de LLE (B5%)

5.- Los Iinfocitos que infiltran el epitelio ductal de la GSM en pacientes con SSP mostraron
un inmunofenotipo de linfocitos B (CD 20 +, CD 45 RO negativos).

6.- Ninguno de ios 4 casos estudiados mediante FISH mostré t (11:18)

7 - Ninguna de las biopsias de GSM de pacientes con SSP presento linfoma MALT u otro

tipo de infoma
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COMENTARIOS:

Una caracteristica comun a los érganos afectados en el SSP es la infiltracion linfocitaria
progresiva. Estos infiltrados pueden causar los cambios funcionales y las diversas
manifestaciones clinicas de esta enfermedad. La lesion hnfoepitelial parece representar
tanto la proliferacion como la infiltracion intraglandular por ceéluias linfoides y es claro que
este es un proceso dinamico Estos cambios ocurren de forma importante en las
glandulas parotidas, 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 de! proceso en las glandulas
parotidas. al menos desde el punto de vista histoloégico Al respecto. se ha demostrado
que una respuesta de expansion clonal mediada por antigenos tiene lugar dentro de las
giandulas salivales en estos pacientes. y se ha caractenzado la presencia de rearreglos
Estos hallazgos

cara

en los genes de la immunoglobulinas en las lesiones infoepitehales
podrian asociarse con el aumento en la incidencia de hnfomas observada en el sindrome
de Sjogren

Hasta hace poco tiempo. el conocimiento de la genetica molecular en los iinfomas MALT
era limitado En este sentido. la identificacion de la t(11 18)(q21.g21) como una lesion
genetica recurrente en aproximadamente el 50% de los infomas MALT de bajo grado ha
sido un avance importante. Esta translocacion esta asociada con rearreglos en el gen
API2 en el cromosoma 11 y el gen MALT1 en el cromosoma 18. lo que genera RNA
mensajeros que codifican para una proteina de fusion API2-MLT API2 es un miembro de
la famila de proteinas inhibidoras de la apoptosts (IAP) que actuan a travées de la
intubicion de caspasas. el papel de fisiologico de MLT se desconoce La funcion de API12-
MLT no es ciara. sin embargo. probablemente este relacicnada a la apoptosis en vista de
la estructura y funcion de su contraparte normal ** El presente trabajo muestra la
ausencia de la t(11:18)(q21.927}) en los casos estudiados No obstante su numero
hmitado. ios hallazgos mostrados para este marcador molecular de informa en el tejido de
glandutla salival han sido negativos en la mayoria de los pacientes en varios estudios”?®
Lo anterior plantea la posibiidad de mecanismos geneticos alternatvos en |a
hnfomagenesis Al respecto. se ha caracterizado a la t(1.14)(p22:g32) como anormalidad
cromosomica recurrente. pero infrecuente. en varios infomas MALT De forma similar. se
han descrito alleraciones alternativas como la tnisomia 3 y mutaciones en el gen p53. pero
su papel no ha sido determunado en la progresion a hinfoma La determinacion de
sobreexpresion de p53 en el presente estudio y su correlacion con la presencia de lesion
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linfoepitelial en el 85% de los casos podria ser un indicador indirecto de la participacion de
otros componentes genéticos. Es importante comentar que la sobreexpresion de p53 en
relacion al epitelio ductal en estos casos podria reflejar mecanismos de reparacion celuiar
mas que la progresidén a una necoplasia epitelial. La sobreexpresion de pS3 en el tejido
linfoide, en relacion o no a ia presencia de lesion linfoepitelial. podria indicar (en el caso
de mutaciones) un estado de progresion neoplasica. Ambos aspectos se proponen como
pregunta para un estudio posterior

Por otra parne. se ha planteado la posibilidad de que la expresion restrningida del repertorio
de genes VA de inmunoglobulinas. con preferencia de utiizacion de segmentos del gen
V1-629, sea un mecamsmo altamente selectivo de clonas en los Iinfomas MALT de
glandula salival en pacientes con SS. a diferencia de otros hnfomas MALT en sitios
distintos. ademas. se ha observado que aigunos de los anticuerpos codificados de esta
manera pueden tener actividad de factor reumatoide’ El repertornio de genes VH
altamente restringido y el analisis mutacional indican que las Ig ttenen un papel iImportante
en el desarrollo y expansion subsecuente de de las clonas asociadas a MESA Al
respecto. se ha propuesto un modelo en el que los hnfocitos B con estructuras Ve
apropiadas son seleccionadas para su expansion mediante la estimulacion por |g de
superficte por la unton a un antigeno comun En algun momento probablemente ocurra un
evento genetico en una de las clonas en expansion y que le confiere una ventaja de
crecimiento sobre las otras clonas. y es interesante que el desarrollo de clonalidad puede
ser facihtado en el entorno de una enfermedad autoinmune Se ha establecido que no
todas las linfoproiiferaciones monocionales se comportan de forma mahgna Por lo tanto
es probable que se requiera de eventos oncogenicos adicionales después de la
emergencia de monoclonaldad en la MESA antes de que se adguiera el componamiento
maligno. Al respecto se ha asociado la presencia de mutaciones en el gen p53 con la
progresion histologica de aigunos infomas MALT *©

A pesar de gque el punto exacto del establecimiento de un infoma MALT no se ha definido
con precision. nuestros datos sugieren gue es mas probable encontrar clonas no malignas
en las lesiones hnfoepiteiales de aspecto histologico benigno No obstante. la
determinacion de estos parametros en la GSM podria no reflejar la totahidad del proceso
Que mncluye de forma importante a las glandulas pardtidas. La busqueda de marcadores
moleculares tempranos en células de pardtida obtenidas mediante biopsia por aspiracion
con aguja delgada podria ayudar en el estudio de esta interrogante
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ANEXO 1
CRITERIOS DE SAN DIEGO PARA EL SINDROME DE SJOGREN
1. Sindrome de Sjogren primario:
A. Sintomas y signos objetivos de sequedad ocutar.
1. Prueba de Schrimer menor de 8 mm durante 5§ minutos.
2. Tincion positiva en la prueba de rosa de Bengala o fluoresceina en la

coérnea o la conjuntiva. compatible con queratoconjuntivitis seca.

B. Sintomas y signos objetivos de boca seca

1. Dismunucion del fiujo parotideo usando copas de Lashiey u otro método.

2. Biopsia de glandulas salivales anormal (mas de 2 focos inflamatorios en
cuatro lobulos evatuables)

C Demostracion de un trastorno autoinmunitario sistémico

1 Factor reumatoide elevado (= 1°320)

2 Anticuerpos antinucleares a titulo atto (= 1.320)

3. Presencia de anticuerpos anti-SS-A (Ro) o anti-S$5-8B (La)

1] Sindrome de Sjogren secundaro Signos y sintomas caracteristicos del
sindrome de Sjogren segun se define en el punto |. mas datos clinicos
suficientes para el diagnostico de artritis reumatoide. lupus eritematoso
generalizado. pohhmiositis. escleroderma o cirrosis bihar

1l Exclusiones Sarcoidosis. hnfoma preexistente. SIDA. y otras causas conocidas

de sindrome seco o crecimiento de las glandulas salivales

Fox. RI. Systemic diseases associated with dry eye. Internacional Ophtalmology Clinics.
1994 34 71-87

E! sindrome de Sjogren defimido requiere de la presencia demostrada de sequedad de la
mucosa oral y ocular. ¥y un proceso autoinmunitario sistemico, incluyendo biopsia
caracteristica de glanduias salivales menores. ’
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ANEXO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
PROYECTOS DE INVESTIGACION.

Lugar y fecha

Por medio de la presente doy mi autonzacién para parhcipar en el proyecto de
investigacion titulado: IDENTIFICACION DE LA 1 (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 comité local de Investigacion con el numero

E! objetivo de este estudio es

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

2 - Determinar Ia presencita de lat (11 18) en el tepdo de GSM de pacientes con SSP

Se me ha exphcado que M participacion consistira en

1.- Toma de 5 cc de sangre para realizacion de estudios sero-inmunologicos

2 - Toma de biopsia de glandula sahval como parte de la evaluacion clinitca de la
enfermedad st no cuenta con ella o s1 la tomada previamente No es util

3.- Asistir a citas de control a la consufta externa de Reumatoiogia del HE CMN SIGLO
XXI

Declaro gue se me ha informado que los posibles nesgos inconverentes moiestias y
beneficios denvados de nmi participacion en el estudio son los siguientes

1 - Infeccion en el sito de venopuncion

2 - Infeccion en el sito de toma de la biopsia de glandula sahlival menor

El invesugador pnncipat se ha comprometndo a darme informacion oportuna sobre
cualguer procedimiento alternativo adecuado que podria ser benefico para el tratamiento.
as) como a responder a cuaiguwer duda que ptantee o cualguier otro asunto relacionado
con la investigacion o con su tratamiento

Entiendo que conservo el derecho a retirarme del estudio en cualguier momento en o que
considere conveniente sin que ello afecte la atencion medica gue recibo del Instituto. E!
investigador principal ha dado seguridades de que no se me dentificara en ias
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados
con su privacidad seran maneg;ados en forma confidencial Tarmbien se ha compromeudo a
proporcionarme informacion actualizada que obtenga durante el estudio. aunque esta
pudiera hacerme cambiar de parecer respecto rmi permanencia en el mismo

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma del investigador(es)

Nombre y firma del testigo 1

Nombre y firma del testigo 2
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ANEXO 3
ESCALA DE GREENSPAN

GRADO DESCRIPCION
(Linfocitos y células plasmaticas por mm?)
Q Ausente
1 Infiltrado leve
2 Infiltrado moderado © menos de un foco por 4 mm?*
3 Un foco por 4 mm?
4

Mas de un foco por 4 mm?

Un foco de celulas inflamatorias esta constituido por 50 o mas linfocitos, células
plasmaticas o histiocitos.

Greenspan JS, et al. Oral Surgery 1874, 37:217-229.
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ANEXO 4
PROCEDIMIENTO DE INMUNOHISTOQUIMICA

1.- Se utilizaron tejidos fijados en formol amortiguados al 10% durante 24-48 h e incluidos
en parafina
2- Se cortaron en microtomo a 2-6 micrometros
3.- Se colocaron en [aminillas tratadas con adhesivo (poli-L-lisina o silano); dos cortes de
tejido en estudio (uno sirvié como control negativo y uno como problema) y una corte de
tejido positivo conocido como control (control positivo-cancer 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 siguiente forma:

- Xilol durante 2 minutos (dos veces)

- Alcohol absoluto durante dos minutos

- Alcohol al 96% durante 2 minutos (2 veces)

- Agua comun 3 cambios

- Agua destlado durante 2 minutos
6 - Se enfriaron hasta temperatura ambiente
7 - Se lavaron con PBS durante 5 minutos
8 - Se blogueo con peroxidasa endogena con peréxido de hidrogeno al 3% durante 15
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 conte problema y el control positivo se incubaron en camara humeda toda la noche
a temperatura ambiente con el anticuerpo pS53 (IgG2b, kappa, clone DO-7, code No M
7001 Lot 108) diluido a 1 50
13 - Se decanto
14 - Se lave con PBS a chorro
15 - Se lavo con PBS durante 5 minutos
16 - Se adiciono a todos los cortes el segundo anticuerpo (biotilinado) y se incubsd a 20
minutos
17 - Se lavo con PBS durante 5§ minutos.
18 - Se les adicions el complejo enzimatico (estreptavidina) y se incubé 20 minutos.
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19.- Se lavaron con PBS durante 5 minutos.
20.- Se les agregé el cromoégeno (DAB-diaminobencidina)
21.- Se observo al microscopio hasta obtener el control positivo la reaccién requerida.
22.- Se pusieron en agua destilada
23.- Se contrastaron con hematoxilina de Harris hasta obtener el contraste adecuado.
24 .- Se lavaron con agua comun
25.- Se viraron con agua amoniacal
26.- Se deshidrataron de |a 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 xilol durante 2 minutos (2 veces)
27 .- Se cubrieron con resina y cubreobjetos adecuados.

DETERMINACION DE INMUNOFENOTIPO B 6 T MEDIANTE ANTICUERPOS
MONOCLONALES ANTI-CD 20 Y ANTI-CD45

1.. Se colocaron cortes histologicos de GSM de 5 mm embebidos en parafina sobre
portacbjetos silanizados y se procedi¢ a quitar el exceso de parafina en una estufa a 60
oC por 2 horas

2.- Se pasaron por 6 bafios de xileno por 5 min. Cada uno

3 .- Se pasaron por tres banos de etanol al 96% y tres al 100% por 2 min cada uno.

4 - inmersion en solucion de peroxido de htudrogeno al 3% por 5 min.

5. - Se aplico una solucion de albumina serica bovina y PBS por 1 min para bloquear la
tincion de fondo en la lamunilla

6 - Las laminilias con cortes histologicos se colocaron en camaras humedas. Los tejidos
fueron incubados con suero supresor No-INMmune de caballo anti-raton a dilucion 1:20 en
solucién de albumina serica bovina (BSA)/PBS al 2% por 20 min.

7 - Se retiro el exceso de suero supresor del tejido cuidando que no se secaran y se
aphco el antucuerpo primano (ant-CD20 1:200 o anti-CD45RO 1-150) segun el caso
diluidos en BSA/PBS y se incubaron a temperatura ambiente por 1 hora.

8 - Se procedio a lavar con PBS en tres ocasiones

9 - Se procedio a aplicar el anticuerpo secundario biotinttado anti-ratén IgG diluido 1:400
en BSA/PBS al 2% por 30 mun Se lavaron los tejidos con PBS en tres ocasiones.
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10.- Se incubaron los tejidos con el conjugado de streptavidina-peroxidasa a dilucion de
1:800 en BSA/PBS a!l 0.5% por 30 min a temperatura ambiente

11.- Se lavaron las laminillas secuencialmente en PBS al 0 01% en tres ocasiones.

12.- Se aplicd la soluciéon de substrato cromégeno (diaminobenzidina al 0.06% en PBS y
peroxido de hidrogeno al 30%) por 2 min

13.- Se lavaron los tejidos con agua destilada y se realizo contratincion con hematoxilina
modificada de Harris. enjuagando con agua cornente. agua con carbonato de litio y agua
corriente.

14.- Se procedid a deshidratar en alcohol etilico 86% (dos bafos) y aicohol absoluto (dos
bafos), aclaracidon con xileno (dos bafios), y se montaron con cubrecbjetos y resina
histologica (Entellan).

H
i
i
¢
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ANEXO 5
Procedimientos de la técnica de Hibridacién in situ fluorescente (FISH).

I. Preparacion de los tejidos. Aislamiento de los nucleos en interfase de corte; de tejido
de GSM embebidos en parafina.
Reactivos:

- EDTA,0.5M.

« Alcohol etilico absoluto

+ Formaldehido al 37%.

- Filtro Nytal HD 55 (70 micras).

- 1X PBS (Fosfato bufer salino).

« Proteinasa K (EM Science, Gibbstown, Cat. 24568).

« Solucién de NaCl 0.9%. 5M

e TrisHCIL pH7 5

= Xileno

« Agua esteril

Preparacion:
= Proteinasa K

Proteinasa K 0.005 g. -
Agua esteril 908 pl.

Tris HCI pH 7 5 50 yit. ;
05 MEDTA 20 pl. :
5 M NacCi 2yl

« 1% formaldehido/PBS:

Formalidehido 2.7 mi.

1X PBS 97.3 mt.

Procedimiento:
1  Se removio el exceso de parafina incubando las laminillas con cortes histolégicos
de 20 mucras.a 65°C por2 h
2 Se transfineron inmediatamente a un recipiente con xileno a temperatura ambiente
en dos cambios de 10 minutos cada uno
Se lavaron en etanocl al 100%. 86% y 70% por 5 minutos en cada uno.
Se lavaron en NaCl 0.9% dos veces por dos minutos cada una

H

5 Se transfirteron los cortes a una caja de Petri y se fragmentd el tejido con tijeras.
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6. Los fragmentos se transfirieron a un tubo de Eppendorf con solucion de proteinasa
K y se incubaron por 30 minutos a 37°C.

7. Se filtré |1a suspensidn usando el filtro Nytal y se lavo el filtro con 4 ml de 1X PBS.

8. Centrifugacion por 8 minutos a 1000 rpm.

. Lavado con 2 mlde 1X PBS y centrifugacion por 8 min a 1000 rpm.

10. Resuspension del sedimento con 20 pl de 1X P8BS y se colocd la solucion en una
laminitla histologica silanizada limpia.

11. Se desecd a 37°C y después a temperatura ambiente toda una noche.

12. Lavado de las laminillas en PBS. Fijacion en formaldehido/PBS 1% por 5 minutos
y lavado con PBS

13. Se dreno el excedente de liguido y se deshidratdé en aicoholes graduales (70,
90.100%) y se de)jo secar al arre

14. Se aphco ia solucion de hibridacion y se cubrio ta taminilla.

15. Desnaturalizacion a 85°C por 5 minutos e hibridacion a 37°C por 16 horas.

Il. Marcaje mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH).

Se realizo marcaje del ADN con biotina-dUTP (cromosoma artificial P1 [CAP] 58N7) y
digoxigenina-dUTP (CAP 166G 16) (ambos de Roswell Park Memorial Institute Library,
NY) por nick translation de acuerdo al metode descrito por Dterlamm J. et al (Genes
Chromosom Cancer 1986.16 261-264) (DIG-Nick Translation Mix [1745816]. Biotin-
Nick Transiation Mix [1745824]. Nick Translation Mix {1745808]. dNTP set [1277049).
Fluoresceina-12-dUTP [{1373242) y tetrametilrodamina-5-dUTP [1534378] de Roche
Apphed Science) Para cada preparacion se procedio a disolver 80 ng de CAPSSN7.
50 ng de CAP 166G186. y 11 ug de Cot-1 ADN en 5SulL de mezcla para hibnidacion y se
aphcaron cubreobjetos de 13 mm. se realizaron las observaciones mediante
microscopia de fluorescencia

CAP 58N7 contiene secuencias genomicas derivadas contiguas al gen MLT1 Este
marcador es transiocado al cromosoma 11 (figura 1) La clona CAP 166G16 se
exuende aproximadamente 100 kb y contiene tanto el gen API2 como el gen homologo
APl1. telomerico con respecto a API2 (7kb) (figura 2)

La disrupcion del gen API2 por la t(11.18) da lugar ya sea a la hibridacion para CAP
166G16 con tres senales localizadas en los cromosomas derivados 11 y 18 o. de
forma alternativa en el caso de una delecion concomitante de las secuencias 11q. a la
presencia de dos sefales de hibridacion. una retenida en el cromosaoma derivado 11 y
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la otra localizada en el cromosoma 11 normal. En ambos casos, se observan sefiales
de fusion o colocalizacion de ambos CAP en los cromosomas derivados de la t(11.18)
En nuestro estudio, se considerd este hecho comao indicador de la t(11:;18)/fusion
API2-MLT (figura 3).

El valor de corte para diagnosticar la t(11:18) fue del 4% de las céiulas en interfase de
acuerdo a un control negativo Las células control positivo utilizadas en este estudio
fueron obtenidas de un linforma MALT de bajo grado gastrico y procesadas de forma

simultanea con las céiulas problema.

Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling witr
tuorescent dw
\ y)—

S
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Figura 1. CAP 57N9 se hibridiza teloméricamente al punto de ruptura y es transiocado al
cromosoma 11 derivado. como resultado de la t(11.18). (Blood 96:2215-2218. 2000)

5° API2 5 APIZ

PAC 1660560 }

Figura 2. Estructura del gen API2 y del gen API1 adyacente en el cromosoma 1122
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Figura 3. Determinacion mediante hibridacion in situ fluorescente de la t(11:18)(g21:g21)
en nucleos en interfase. En A se observa la iocalizacién normal de los CAP S9N7 y
166G16. En B y C se observa que ia t(11.18) da lugar a la fusion o colocalizacién de

sefaies en ambas pruebas en el cromosoma 11 derivado
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