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Caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos Ty B en pacientes con Sindrome de Sjogren
primario: correlacidn clinico-inmunolégica.

Resumen

Introduccidn: El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad sistémica autoinmune con principal afeccidon
a las glandulas exocrinas. Los mecanismos de su etiopatogenia aun no han sido claramente esclarecidos,
pero sabe que las glandulas salivales, lacrimales y otras glandulas exocrinas son infiltradas por linfocitos
T (LT) CD4+ y linfocitos B (LB) predominantemente. Interesantemente, se hareportado quela infiltracién
celular glandular va cambiando en las diferentes etapas de la enfermedad, en lesiones leves existe un
predominio de LT CD4+, en lesiones severas existe un predominio de LB, aunque se desconocen los
patrones sistémicos de estas poblaciones celulares, conocer el inmunofenotipo tanto de las subpoblaciones
de LT CD4+ y de LB podria ayudar a conocer mas acercar etiopatogenia de la enfermedad.

Objetivo: Caracterizar el inmunofenotipo de los LT CD4+ y LB de circulacién periférica y correlacionar los
cambios inmunoldgicos con las manifestaciones clinicas oftalmoldgicas y sistémicas en SS primario.
Material y Método: se realizé un estudio descriptivo, transversal, observacional en sujetos con diagndstico
de SS primario. Se les realizaron inmunofenotipo de LT CD4+ y de LB circulantes para identificar la
expresion de moléculas asociadas a migracion en LT CD4+ de sangre periférica (CCR3, CCR9, CCR10); la
frecuencia en circulacidon periférica de los linfocitos T activados y Tregs (CD57, CD25, FOXP3); y las
subpoblaciones de LB en sangre periférica (CD19, CD38low, CD38med, CD38hi). Se determind la
presencia de auto- anticuerpos Anti- Ro, Anti- La, Factor Reumatoide, niveles de inmunoglobulinas séricas
IgG, 1gM e IgA. Asi mismo, se hicieron valoraciones de las caracteristicas clinicas del SS primario con
tincidn de fluoresceina para escala de Van Bijserveld, Schirmer |, biopsia de glandula salival menor (Escala
de Chisholm mason), ultrasonido de glandulas salivales mayores (Escala de Hocevar) y se evaluéd la
actividad de la enfermedad sistémica usando el indice de actividad de la enfermedad de Sindrome de
Sjogren EULAR (ESSDAI). Los datos se analizaron con estadistica descriptiva. Para evaluar diferencias
significativas se utilizé, dependiendo de las variables a comparar una prueba de U-Mann Whitney o T de
Student. Dependiendo del tipo de variable se utilizd la prueba de correlacion de Spearman o la prueba
de correlacién de Pearson. Se considerd diferencia estadisticamente significativa cuando la p <0.05.
Resultados: se incluyeron 7 participantes que cumplieron criterios de seleccién, 1 participante fue eliminada
por tener anticuerpos de hipotiroidismo autoinmune. La edad media fue de 54.83 afios, la mediana de retraso
en el diagndstico fue de 4 aios, la edad media al diagndstico fue de 53 afios, la mediana entre inicio de
sintomas e inicio de los farmacos modificadores de la enfermedad (FARME) fue de 0.125 afios, la mediana de
tiempo evolucion SS fue de 4 afios. En la valoracion el 50% de las pacientes tenia tratamiento FARME y 83.33%
tenia manejo lubricante tépico oftalmoldgico. La media del ESSDAI fue de 7.5 puntos. La media del OSDI fue
de 16.25 puntos (afeccion leve/ moderada), la media de Van Bijsterveld en ojo derecho fue de 3.6 puntos y
en ojo izquierdo de 5 puntos. La media de tiempo de ruptura de la pelicula lacrimal fue de 2.4 segundos en
ojo derecho e izquierdo, la media del Schirmer | fue de 5.8mm en ojo derecho y de 4.4mm en ojo izquierdo.
5 participantes tuvieron Anti-Ro, Anti-La y Factor Reumatoide positivos e hipergammaglobulinemia, 4
tuvieron hipocomplementemia, 5 tuvieron crioglobulinemia, 2 tuvieron patrdon obstructivo por Espirometria.
En comparacién con controles sanos se encontré diferencia significativa en incremento 1.6 veces mayor en
LT activados (CD4+CD25+), 2 veces mayor en LT reguladores (CD4+CD25+FoxP3) y un incremento 2.2 veces
de LB transicionales (CD19+CD38med). Sélo se encontraron correlaciones negativas y significativas entre las
subpoblaciones LT reguladores (r=-0.9856, p=0.0028), LB transcisionales (r=-0.8721, p=0.0500) y la
clasificaciéon Hocevar; y positiva y significativa entre la subpoblacidon LB precursores vy la clasificacién Hocevar
(r=0.9747, p=0.0167).

Conclusidn: Los LT activados y reguladores y LB transicionales a nivel periférico se encontraron elevados en
las participantes evaluadas con SSp en comparacion con controles sanos ya que el tiempo de evolucion
(determinado por inicio de sintomas sicca) tuvo una mediana de 4 afios por lo que se podria considerar una
muestra alin en etapas tempranas. Las Unicas correlaciones significativas se encontraron con la escala de
Hocevar lo que confirma su utilidad como método diagnostico de imagen alternativo para evaluar la eficacia
de la afeccion glandular salival. Tuvo una correlacion negativa con los LT reguladores y los LB transicionales
ya que a mayor afeccion glandular se consideran éstos estan reducidos a nivel periférico por su infiltracion a
nivel glandular y tuvo una correlacion positiva con LB precursores ya que en etapas tardias principalmente los
LB de memoria infiltran la glandula por lo que los precursores se elevan a nivel periférico.



Summary

Theoricall Framework: Sjogren's syndrome (SS) is an autoimmune systemic disease with main affection
of the exocrine glands. Its pathogenesis mechanisms have not yet been clearly elucidated, but
environmental, hormonal, genetic and immunological have been envolved. Salivary, lacrimal and other
exocrine glands are infiltrated by CD4 + T lymphocytes (LT) but also B lymphocytes (LB) and plasma cells,
leading to the formation of germinal centers that also contain follicular dendritic cells (DC). Interestingly,
the glandular cell infiltration changes at different stages of the disease, primary SS with minor injuries
have a predominance of CD4 + LT but in severe injuries there is a predominance of LB. Once established
the lymphoid infiltrate in the salivary glands, local CD and LTh produce cytokines and other survival
factors. The SS is initiated by a Thl and Th17 response and then progresses to a Th2 and Th follicular
response for germinal centers to be formed. The immunophenotypic characterization of both
subpopulations of T CD4 + and LB cells might help to know more about etiopathogenesis of the disease.

Objective: Characterize the immunophenotype of LB + and LT CD4+ peripheral circulation and correlate
immunological changes with the ophthalmological, oral and/or systemic clinical manifestations in primary
SS.

Material and Methods: A descriptive, cross-sectional, observational study was conducted in subjects
diagnosed with primary SS. Immunophenotyping of circulanting LT CD4 + and LB to identify the expression
of molecules associated with migration in peripheral blood CD4 + LT (CCR3, CCR9, CCR10); the peripheral
circulation frequency of activated LT and Tregs (CD57, CD25, FOXP3); and peripheral blood LB
subpopulations (CD19, CD38low, CD38med, CD38hi). Presence and anti- antibody titers of Anti- Ro, Anti-
La, rheumatoid factor, serum levels of immunoglobulins IgG, IgM and IgA were performed. Also,
assessments of the clinical features of primary SS were done with tests for ocular surface staining,
Schirmer | test, minor salivary gland biopsy, ultrasound of major salivary glands, among others; the
activity of systemic disease was evaluated using the index of disease activity EULAR Sjogren's syndrome.
The data were studied with descriptive statistics. To evaluate significant differences, a U-Mann Whitney
or Student's T test was used depending on the variables. Depending on the type of variable correlation
test Spearman or Pearson correlation test was used. Statistically significant difference when p <0.05 was
considered.

Results: We included 7 participants who met selection criteria, 1 participant was eliminated because of
presence of antibodies of autoimmune hypothyroidism. The mean age was 54.83 years, the median delay
in diagnosis was 4 years, mean age at diagnosis was 53 years, median between onset of symptoms and
onset of disease modifying drugs (DMARD) was 0.125 years, median of evolution of SS was 4 years. In the
assessment 50% of the patients had DMARD treatment and 83.33% had topical lubricant management.
The average of the ESSDAI was 7.5 points. The mean OSDI was 16.25 points (mild / moderate affection),
the mean of Van Bijsterveld in the right eye was 3.6 points and in the left eye 5 points. The mean rupture
time of the tear film was 2.4 seconds in the right and left eye, the mean of the Schirmer | was 5.8mm in
the right eye and 4.4mm in the left eye. 5 participants had Anti-Ro, Anti-La and Rheumatoid Factor
positive and hypergammaglobulinemia, 4 had hypocomplementemia, 5 had cryoglobulinemia, 2 had
obstructive pattern by Spirometry. Compared with healthy controls, a significant difference was found in
a 1.6-fold increase in activated LT (CD4 + CD25 +), 2-fold higher in LT regulators (CD4 + CD25 + FoxP3) and
a 2.2 fold increase in transitional LB (CD19 + CD38med). Only negative and significant correlations were
found between the LT regulators (r = -0.9856, p = 0.0028), LB transcisional (r = -0.8721, p = 0.0500)
subpopulations and Hocevar classification; and positive and significant between the LB precursors
subpopulation and the Hocevar classification (r = 0.9747, p = 0.0167).

Conclusions: Peripheral activated and regulatory LTs and transitional LBs were found to be elevated in
participants assessed with SSp compared to healthy controls as the time course (determined by onset of
sicca symptoms) had a median of 4 years so it could be consider a sample in the early stages. The only
significant correlations were found with the Hocevar scale confirming its usefulness as an alternative
diagnostic imaging method to evaluate the efficacy of the salivary glandular condition. It had a negative
correlation with the regulatory LT and the transitional LB since to the greater glandular affection they are
considered to be reduced at peripheral level because of their glandular infiltration and had a positive
correlation with precursors LB since in late stages mainly memory LB Infiltrate the gland so that the
precursors rise in peripheral level.



Marco Teoérico

Epidemiologia

El Sindrome de Sjogren (SS) primario es una enfermedad sistémica autoinmune
con principal afeccion a las glandulas exocrinas, aunque también pueden haber
manifestaciones extra glandulares hasta en 40% de los pacientes.!, 2 La
prevalencia del SS en poblacién anglosajona es del 0.1-0.6%, 3, 4 con mayor
predominio en el género femenino, que en el masculino, con una relacion de 9:1,
4, 5 afectando a mujeres postmenopdausicas en la 4 a 6 década de la vida. °
Recientemente, Qin y colaboradores © realizaron una revision sistematica de la
epidemiologia de SS, en la que incluyor estudios realizados en europa, asia y
estados unidos, en esta revisidon se encontré una incidencia de SS de 6.92 (IC
95% 4.98- 8.86) por cada 100 000 afos/persona, teniendo por género la
siguiente distribuicon: en mujeres, de 12.3 (IC 95% 9.07- 15-53) y en hombres,
de 1.47 (1C95% 0.81- 2.12). Este mismo estudio reportd una prevalencia de 60.82
(IC 95% 43.69- 77.94) casos por 100 000 habitantes.

Caracteristicas Clinicas

Los principales sintomas del SS son xerostomia y xeroftalmia o queratoconjuntivitis
sicca. Aunque también puede afectar a otras glandulas como las nasales, faringeas,
bronquiales, vaginales, vulvares, dérmicas y gastricas. La xerostomia puede
causar ausencia y dafio dental, disminucion del flujo salival, queilitis anular, atrofia
de papilas filiformes, disfagia, disgeusia y sensacion urente oral. Hasta 60% pueden
tener crecimiento de glandulas salivales mayores episédico o crénico. La afeccion
oral se mantiene estable generalmente después de los primeros 5 afios de
evolucion. El diagnéstico de la afeccion oral puede hacerse con sialometria,
sialografia, cintillografia, imagen por resonancia magnética (IRM), o ultrasonido
(US) de las glandulas salivales mayores. La xeroftalmia puede causar sensacion de
cuerpo extrano ocular, irritacién, eritema conjuntival y fotosensibilidad por dafo del
epitelio corneal y conjuntiva bulbar, pueden llegar a haber ulceras o perforaciones
corneales. La afeccién ocular se mantiene estable después de los primeros 10 a

12 anos de evolucion. El diagndstico de la afeccién ocular puede hacerse por la
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prueba de Schirmer, rosa de bengala y el tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal

entre otras.3, 7,8

Etiopatogenia

Los mecanismos de dafio en el SS asociados a su etiopatogenia aun no han sido
claramente esclarecidos, pero se han sugerido factores infecciosos como el virus
Epstein Barr, el virus linfotropico humano tipo 1 (HTLV-1), el virus de hepatitis C
y el enterovirus como factores iniciadores de la lesion histopatoldgica, al estimular
a células dendriticas plasmocitoides a través de receptores toll like (TLR).° En
cuanto a los factores hormonales, se ha encontrado que las células epiteliales
glandulares durante la menopausia se encuentran apoptéticas y exponen
autoantigenos que predisponen a individuos genéticamente predispuestos a una

activacion autoinmune. 10

La afeccidn glandular esta caracterizada por infiltrados de células mononucleares
focales alrededor de los ductos que sustituyen unidades de secrecidon, ' las
glandulas exocrinas con mayor afeccion son las lagrimales y las salivales; ° estos
infiltrados estan predominantemente compuestos por linfocitos T cooperadores (Th)
CD4+ '2 resultando en la pérdida de la capacidad secretora y subsecuentemente
en los sintomas del sindrome sicca. En cuanto a las manifestaciones sistémicas,
algunas estan relacionadas con infiltracion linfocitica periepitelial a nivel pulmonar,
hepatico, renal; y otras con formacion de inmunocomplejos como en la vasculitis

cuténea, la neuropatia periférica y la glomerulonefritis. °
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Las glandulas salivales, lacrimales y otras glandulas exocrinas son infiltradas
primordialmente por linfocitos Th CD4+, pero también por linfocitos B (LB), lo que
conduce a la formacion de centros germinales. '? Interesantemente, la
infiltracién celular glandular va cambiando en las diferentes etapas de la
enfermedad, de tal forma que en pacientes con SS primario con lesiones leves
existe un predominio de linfocitos Th CD4+, mientras que en lesiones severas

existe un predominio de linfocitos B. °, 2

Subpoblaciones de Linfocitos T cooperadores CD4+ y Sindrome de
Sjogren.

Los linfocitos T cooperadores (Th) CD4+, tienen un papel primordial en la
activacion y diferenciacion de estructuras linfoides terciarias en las glandulas
salivales de pacientes con SS primario. De tal forma que se ha sugerido que la
infiltracion celular puede predecir un curso clinico mas pronunciado.

13 14 En este sentido, el microambiente en glandulas salivales labiales de
pacientes con SS primario, ha revelado una mayor expresion de RNA mensajero
para citocinas, quimiocinas y receptores de quimiocinas Th1/Th17 al inicio de la
enfermedad; de tal forma que en algunos pacientes con SS se han
encontrado concentraciones elevadas de IFN-y sérico, en glandulas salivales de
SS los linfocitos T contienen expresion incrementada de RNAm para IFN-y y
STAT1, mientras que los niveles séricos de la respuesta Th2 estan disminuidos;

sin embargo, a medida que progresa la enfermedad existe un cambio hacia una

15 - . . . . .
respuesta Th2  coninfiltracion de linfocitos T foliculares que favoreceran

el desarrollo de centros germinales. *

En el proceso de infiltracién celular selectiva a las glandulas
salivales, las interacciones de quimiocinas y receptores de quimiocinas
juegan un papel importante, de tal forma que se ha reportado una expresion
incrementada de RNAm en glandulas salivales de pacientes con SS para las

quimiocinas IP-10, RANTES y MIP-1a, asi mismo los linfocitos infiltrantes



12

expresan CXCR3 y CCRb5 al inicio de la enfermedad; en cambio, la expresion de
RNAm en glandula salival para TARC y MDC, asi como la expresion de CCR4 y
CCRS8 en linfocitos infiltrantes esta asociada con el progreso de la
enfermedad. ' Se desconocen los patrones de expresion de
algunos de estos receptores de quimiocinas en sangre

periférica de pacientes con SS.

En el caso de los linfocitos T reguladores (Tregs) se ha reportado que se
encuentran en menor cantidad en infiltrados linfoides de glandulas salivales en
enfermedad avanzada, que en los estadios mas tempranos; lo que apoya la
teoria que la expresién del factor de crecimiento transformante beta (TGF-3)
por DC produce una diferenciacién de los LT virgenes con proteina box forkhead
(Foxp3), sin embargo en presencia de IL-6 en el microambiente por el estado
proinflamatorio, induce la diferenciacion hacia Th17. Otros autores han
reportado que no existen diferencias significativas entre pacientes con SSp y
controles sanos en sangre periférica. ' De aqui la importancia de conocer la
actividad clinica para poder encontrar una asociacion con las poblaciones

celulares reguladoras de linfocitos T.

Dentro de las diferentes poblaciones de linfocitos Th, los linfocitos T foliculares
(TFh) pueden estar asociados a severidad o a manifestaciones sistémicas en
enfermedades autoinmunitarias. Existen diversos marcadores para identificar a
los linfocitos TFh CXCR5, BCL-6, ICOS, CD57, PD-1, BTLA, 7 aunque no existe
un consenso, los mas utilizados para identificar a esta poblacion celular es la
expresion de CXCR5 en este sentido, se ha reportado que los TFh BCL-6+
tuvieron una correlacion significativa con linfocitos T CD4+ activados,
anticuerpos Anti- SSA/ Anti-SSB y concentraciones séricas elevadas de IL-
12 e IL-21 en pacientes con SS. '* De la misma forma, Simpson et al.l8
demostraron que los linfocitos T periféricos con fenotipo de TFh ICOS+ podrian
ser utilizados como biomarcador de severidad en pacientes con LES, ya que

esta subpoblacién de linfocitos T se asocid a manifestaciones
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clinicas sistémicas como glomerulonefritis, enfermedad tromboembdlica,
trombocitopenia titulos altos de anticuerpos. En ese mismo estudio, se incluyo un
grupo de SS secundario asociado a LES en donde se encontraron titulos altos
de anticuerpos anti-SSA y anti-SSB que se asociaron con niveles elevados de
LTFh. Li et al. '° identificaron una frecuencia incrementada de linfocitos
TFh en SSp y lo asociaron con la presencia de autoanticuerpos Anti-Ro y Anti-

La positivos, sugiriendo que los TFh podrian ser un biomarcador de actividad

inmunoldgica en SSp. 18 Asi mismo, Gong et. al. 2° demostraron in vitro que las
células epiteliales de glandulas salivales de pacientes con SSp co-
cultivadas con linfocitos T virgenes, inducen la diferenciacion de
linfocitos TFh a través de la produccion de IL-6, asi mismo estimulan la produccion
de IL-21 por los linfocitos TFh a través de la interaccién con ICOSL en las células

epiteliales de las glandulas salivales.

Linfocitos B y Sindrome de Sjogren

Una vez establecido el infiltrado en las glandulas salivales por linfocitos Th
CD4+, se producen citocinas que favorecen la cooperacion celular con los
linfocitos B. Los linfocitos B activados por este microambiente producen
autoanticuerpos como Anti- Ro, Anti-La y Factor Reumatoide, que favorecen la
generacion de inmunocomplejos circulantes e hipergammaglobulinemia; esta
activacion también favorece la expansion poli y oligoclonal de los linfocitos B, lo
que se ha asociado a un incremento del riesgo de linfoma no Hodgkin en

pacientes con SSp. '

Se ha reportado que los linfocitos B circulantes de memoria de pacientes con
SS primario se encuentran disminuidos, mientras que en glandulas salivales se

encuentran aumentados. '?

Furuzawa-Carballeda et al. ' reportaron que la frecuencia de linfocitos B

inmaduros/ transcisionales IgA+ productores de IL-10 eran mayores que en el
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grupo control; asi mismo, la subpoblacién de LB cD19*cD38Micp24HiiL-10+
era mayor en los pacientes con SSp sin actividad clinica, comparados con los
gue tienen actividad clinica; de la misma manera, esta subpoblacion de linfocitos
Breg se encontraba incrementada en pacientes con SSp con serologia negativa
(niveles de inmunoglobulinas IgG, IgA, IgM y complemento C3 y C4), comparados

con los que la tenian positiva.

Todo lo anterior sugiere que los cambios en los patrones de expresion de
quimiocinas y la determinacion de células reguladoras T y B, evaluados desde
sangre periférica, podrian ser utiles en la clasificacion del estado clinico del
paciente. En la Tabla 1, se resumen los conocimientos inmunoldgicos en relacion

a los linfocitos Th y B y su participacién en el dafio por sindrome de Sjogren.
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Tabla 1. Linfocitos Th y B en pacientes con Sindrome de Sjogren
primario. -2

Célula

Sérico

Glandular

Thl

IFN-y incrementado

Células infiltrantes CD4 + Th1 en
etapas tempranas del infiltrado.

Th2

Se desconoce.

Células infiltrantes CD4 + Th2 en

etapas mas tardias infiltrado.
Asociacion a mayor infiltrado celular
por linfocitos B de memoria

TFh

Incrementados a nivel periférico
relacionaos con incremento
autoanticuerpos. No se ha

correlacionado con
manifestaciones clinicas.

Células infiltrantes CD4 + CXCR5
periferia infiltrado. Asociaciéon a
mayor infiltrado celular por LB.
Células epiteliales glandulares

estimulan diferenciacion LT
virgenes en LTFh a través IL-6.

LTreg

LB

LBreg

Reportes contradictorios. No se
ha correlacionado con
manifestaciones.

CD4+CD25+ Foxp3+ disminuidos
en infiltrados avanzados
(correlacion inversa con severidad
clinica).

Disminucion de linfocitos B de

memoria en sangre periférica.

No se ha correlacionado con

manifestaciones y evolucion
de la enfermedad.

Infiltracién de linfocitos B de
memoria en centros germinales
Células B CD19+ infiltrantes en

etapas avanzadas. Sobreexpresion
CXCL13 y CXCL12 en glandulas

Incremento de las poblaciones

Breg en pacientes con SSp leve.

Se desconoce su distribucion en
glandulas y si tienen relaciéon con
el estado clinico.
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Planteamiento del Problema

Existen diversas poblaciones celulares de Linfocitos T CD4+ y linfocitos B que se
activan durante el proceso autoinmune en pacientes con SS primario y que se
encuentran infiltrando las glandulas; sin embargo se desconocen los cambios
en el inmunofenotipo circulante.—Asi mismo, se desconoce si el inmunofenotipo
circulante se correlaciona con las manifestaciones clinicas oftalmoldgicas, de
glandulas salivales y sistémicas durante los diferentes estadios clinicos de la

enfermedad.

Pregunta de investigacion
¢, Cual es el inmunofenotipo de los linfocitos circulantes (T CD4+ y B) en el

Sindrome de Sjogren primario?

Justificacion

La caracterizacion inmunofenotipica de las subpoblaciones de linfocitos
Th CD4+ vy de linfocitos B circulantes y su correlacion con las diferentes
manifestaciones clinicas de la enfermedad en pacientes con SS contribuira a
conocer mas sobre la inmunofisiopatologia de la enfermedad, asi mismo la
determinacion del inmunofenotipo circulante podria utilizarse como herramienta

prondstica en pacientes con SSp.
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Objetivos

General

Caracterizar el inmunofenotipo de los linfocitos Th CD4+ y los linfocitos B
obtenidos de circulacién periférica de pacientes con Sindrome de Sjogren
primario y correlacionar los cambios inmunoldgicos con las manifestaciones

clinicas oftalmoldgicas y sistémicas.

Especificos

1) Identificar la expresion de moléculas asociadas a migracién en linfocitos
T CD4+ de sangre periférica (CCR3, CCR9, CCR10) en SS primario.

2) ldentificar la frecuencia en circulacion periférica de los linfocitos T
activados y Tregs en SS primario (CD57, CD25, FOXP3).

3) Identificar las subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica en
SS primario (CD19, CD38low, CD38med, CD38hi).

4) Describir las manifestaciones clinicas oftalmoldgicas, los hallazgos por
US de glandulas salivales mayores y las caracteristicas sistémicas en
pacientes con SS primario.

5) Correlacionar los hallazgos inmunolégicos con las manifestaciones

clinicas oftalmoldgicas y sistémicas en pacientes con SS primario.
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Materiales y Métodos

Diseno del estudio.

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, transversal, comparativo.

Universo de trabajo.

Sujetos con diagnostico de Sindrome de Sjogren primario de la poblacion en
control en el Servicio de Cérnea y Cirugia Refractiva del Instituto de Oftalmologia
Fundacion Conde de Valenciana. Por la baja prevalencia de la enfermedad
también se incluyeron sujetos con diagndstico de Sindrome de Sjogren primario

referidos de otras instituciones.

Se compararon los resultados con un grupo de referencia de participantes sin
patologias autoinmunes o alérgicas o cualquier otra que a criterio del investigador
alterara el sistema inmunolégico para determinar los valores de referencia en la

citometria de flujo.

Criterios de selecciéon

Criterios de inclusion casos (Sjogen primario):

a) Aceptar participar en el protocolo de estudio y firma del
consentimiento informado.

b) Sujetos de cualquier género, mayores de 18 afnos de edad.

c) Diagnéstico de Sindrome de Sjogren de acuerdo a los criterios de
clasificacion del Grupo de Consenso Americano- Europeo (2002) 22,
los cuales son:

- Sintomas oculares positivos consistentes en resequedad ocular

diaria persistente por mas de 3 meses, sensacion recurrente
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de arenilla o grava en los ojos y/o uso de sustitutivos de
lagrimas mas de 3 veces al dia.

- Sintomas orales consistentes en sensacién diaria de
resequedad oral por mas de 3 meses, inflamacion de
glandulas salivales recurrente o persistente del adulto y/o si
requiere beber liquidos frecuentemente para ayudar a tragar
alimentos secos.

= Signos oculares con evidencia objetiva y positiva en al menos
uno de éstos: prueba Schirmer sin anestesia positiva (S5mm
en 5 minutos), calificacion de rosa de bengala u otra validada
de ojo seco (24 sistema Bijsterveld).

» Histopatologia con sialodenitis linfocitica focal con calificacién
mayor a un foco linfocitario positivo (1 foco se considera mas
de 50 linfocitos en un area de 4mm2).

- Signo de afeccion de glandula salival con evidencia objetiva
de al menos uno de los siguientes: flujo salival no estimulado
(=1.5ml en 15 minutos), sialografia parotidea con sialectasias
difusas (patron punteado, cavitario o destructivo) sin
obstruccién de ductos mayores, cintillografia salival con retraso
de captura, concentracién disminuida y/o excrecion retardada
del trazador. *En el protocolo sélo se realizara la prueba de flujo
salival no estimulado.

. Anticuerpos Anti- Ro (anti- SSA) y/o anti- La (anti- SSB)

positivos.

Se consideré cumple con criterios de clasificacion para Sindrome de

Sjogren primario si tuvieron 4 de éstos 6 criterios positivos pero

debid incluir el criterio de histopatologia o serologia (anticuerpos

positivos) o si tuvo positivo 3 de los 4 criterios objetivos (signos
oculares, histopatologia, afeccion glandular objetiva o positividad
de anticuerpos) y cumplieron con los siguientes criterios de

exclusion: no tener antecedente de radioterapia de cuello o cabeza,
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infeccion activa por virus hepatitis C (VHC), enfermedad de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), antecedente de linfoma,
sarcoidosis, enfermedad injerto contra huésped o uso de
medicamentos anticolinérgicos.

d) Determinacion de anticuerpos Antinucleares (ANA), Anticuerpos Anti-

Ro (Anti-SSA), Anti- La (Anti-SSB), Factor Reumatoide,
inmunoglobulinas 1gG, IgM, IgA e IgE, crioglobulinas, complemento
C3yC4.

e) Determinaciéon de laboratorios generales para identificar
manifestaciones extraglandulares como Biometria Hematica, Quimica
Sanguinea de 6 elementos, examen general de orina, Proteina C
Reactiva (PCR), Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG). En caso
de alteracion en paraclinicos, cuadro clinico o exploracion fisica que
amerite otros estudios paraclinicos a los especificados en el protocolo
para confirmar y valorar manifestacion (es) extraglandular (es)
del SS primario seran solicitados de forma externa pero el costo de
estos estudios tendra que ser cubierto por el paciente.

f) Biopsia de glandula salival menor y analisis histopatolégico para
clasificacion del grado de acuerdo a los criterios de Chisholm-
Mason.?3

*Los paraclinicos indicados como criterios de seleccion fueron
realizados como parte del protocolo, si se detectd que algun paciente no
cumplié criterios de inclusién por estos resultados el paciente no fue

incluido.

Criterios de exclusion:
a) Sujetos con antecedentes personales de otra patologia articular,
inflamatoria u otra patologia autoimmune.
b) Sujetos con alguna comorbilidad ocular asociada con sindrome de ojo

SecCo.
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c) Antecedente de sindrome sicca por otras causas como radioterapia previa
de cabeza y cuello, infeccidn viral con Hepatitis C o virus de la
inmunodeficiencia humana conocida, uso de medicamentos colinérgicos.

d) Antecedente de linfoma, enfermedad de injerto contra huésped,

sarcoidosis, enfermedad relacionada con IgG4.

Criterios de eliminacién

a) Participantes que retiren su consentimiento para participar en el estudio.

b) En caso de sospecha de manifestacion (es) sistémica(s), en los que no se
contara con los estudios necesarios para la confirmacion y valoracion del
grado de la(s) misma(s), se eliminé al paciente.

c) En caso de deteccién de Sjogren secundario o asociado a otra enfermedad

autoinmune el paciente se eliminé.

Tamaino de la muestra: voluntarios consecutivos con sindrome de Sjogren
primario que acudieron al Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de
Valenciana en el periodo de julio de 2014 a septembre 2015. Por tratarse de
un estudio piloto no requirié de calculo del tamafo de muestra, ademas por la
baja prevalencia del Sindrome de Sjogren primario el muestreo se realizd por

conveniencia de acuerdo al numero de voluntarios que aceptaron participar.

Variables del estudio

1. Inmunofenotipo de linfocitos T CD4+ circulantes®.

2. Inmunofenotipo de linfocitos B circulantes™.
*Nota: Se usd un grupo de referencia de voluntarios sanos apareados por edad
y género para comparar los valores normales de la inmunotipificacion de LT CD4
y LB.

3. Presencia y titulos de anticuerpos Anti- La, Anti- Ro, Factor Reumatoide.

4. Concentraciénde inmunoglobulinas séricas 1gG, IgM, IgA.
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5. Caracteristicas clinicas (oftalmoldgicas, salivales y sistémicas) del

sindrome de Sjogren primario.

Las variables de este estudio se encuentran definidas en la Tabla 2.

Otras variables de interés en este estudio fueron: variables sociodemograficas y

antropomeétricas:

edad,

geénero,

degenerativas y su tratamiento.

tabaquismo,

enfermedades cronico-

Variable de confusién: Tratamiento sistémico del SS primario.

Tabla 2. Clasificacion de variables del estudio.

Variable

Tipo

Escala de medicion

Homing: CCR3 (Th2), CCR9
(mucosas), CCR10 (piel):

Inmunofenotipo Porcentaje.
LT CD4+ Cuantitativa continua T activadas: CD25, CD57:
circulantes Porcentaje.
Tregs: CD4, CD25, FOXP3:
Porcentaje.
Inmunofenotipo CD19, CD38low, CD38med,

LB circulantes

Cuantitativa continua

CD38hi

Calificacion
van Bijsterveld
tincion
fluoresceina
y/o rosa de

bengala

Cuantitativa ordinal

0- 9 puntos.

Prueba de

Schirmer |

Cuantitativa continua

Milimetros




Cuestionario
OSDI

23

Cuantitativa ordinal

0- 100 puntos

Medicion de
flujo salival no
estimulado
(15min)

Cualitativa

Positivo (<1.5ml en 15min),

negativo (>1.5ml en 15min)

Biopsia
glandula salival
escala de
Chisholm

Mason

Cuantitativa ordinal

Grado 1, grado 2, grado 3,
grado 4.

Calificacion
Hocevar
Ultrasonido
(US) de
glandulas
salivales
mayores
escala de

grises

Cuantitativa ordinal

0- 48 puntos.

indice de
actividad de la
enfermedad de
Sindrome de
Sjogren
EULAR
(ESSDAI)

Cuantitativa discrete

0-123 puntos.
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Analisis de marcadores de membrana por citometria de flujo

Para determinar la expresidon del inmunofenotipo celular se empled
inmunofluorescencia directa, realizando tinciones con anticuerpos murinos
dirigidos contra CD4, CD19, CD25, FoxP3, CD38 (analisis expresion low, med,
hi), CD57, CCR3, CCR9, CCR10 conjugados a un fluorocromo. Brevemente,

después de obtenidas las CMN, se incubd 50 pnls con los anticuerpos

conjugados a fluorocromo a 4°C por 30 minutos. Después de la incubacion, las
células fueron lavadas y lisados los eritrocitos. Posteriormente las células
fueron fijadas y en su caso permeabilizadas por 10 min a temperatura

ambiente (Cytofix/Cytoperm Becton Dikinson San José CA, USA) para de nuevo

ser incubadas con anti-FoxP3 conjugado a fluorocromo a 4°C por 30 minutos.
Concluido el tiempo de incubacion, las células fueron lavadas y fijadas con p-
formaldehido al 1% e inmeditamente analizadas en un citofluorémetro
FACSVerse (Becton Dikinson San José CA, USA). Los datos se presentan en
graficas de puntos o histogramas. Se utilizé el software Flow Jo, LLC versién

10.2 para la estrategia de analisis.

Evaluacion clinica del Sindrome de Sjogren:
1) Afeccién glandulas lacrimales.

El grado de severidad de afectacién ocular fue evaluado con:

a) Tiempo de Ruptura de la pelicula lagrimal: se realizé aplicando
anestésico tépico con tincion de fluoresceina. Se evalud pidiendo al
paciente parpadear tres veces y bajo observacién en lampara de
hendidura y luz de cobalto. Se midié el tiempo a partir del ultimo
parpadeo, pidiendo al paciente que no parpadeara hasta que el
observador observé la primera mancha negra sobre la cérnea. Cuando
ésta aparecio, se considerd que se rompio la pelicula lagrimal y es hasta

donde se tom¢ el tiempo en segundos.
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b) Pruebas de tincién para superficie ocular: Fluoresceina y Rosa de
Bengala. En caso de encontrarse positiva a tincién por fluoresceina se
usé la escala de van Bijsterveld con la que se calificaron dos zonas de
tincion conjuntiva y cérnea, se calific6 en graduacion de 1 a 3 grados
(grado 1 puntilleo escaso separado, grado 2 puntilleo moderado separado,

grado 3 puntilleo confluente), la calificacion posible fue de 0 a 9 puntos.?*

c) La afeccion oftalmica se evaludé con la prueba de Schirmer |, se

considerd positiva, menor a 5mm después de 5 minutos.

d) El grado de demanda de gotas oftalmicas.

e) Exploracion oftalmolégica completa que incluyé agudeza visual y

biomicroscopia.

f) Cuestionario OSDI (Ocular Surface Disease Index): cuestionario que
establece la severidad y la clasificacion del ojo seco segun su
sintomatologia.

Puntuacion 0- 100 puntos (0-13 normal, 13 a 22, afeccion leve/ moderada,

23 a 50 puntos, afeccion moderada/ grave).

2) Afeccion glandulas salivales.

El grado de afeccién en glandulas salivales se evalu6 con:

a) La medicién de flujo salival no estimulado durante 15 minutos, se

considerd positivo menor a 1.5ml.

b) Biopsia de glandula salival menor, que se clasificé de acuerdo a la
escala de Chisholm Mason. 23

= Grado O: sin infiltrado linfocitario. Glandulas salivales normales.
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= Grado 1: infiltrado linfocitario/plasmocitario leve difuso (<50

células/4mm2). Sialoadenitis cronica leve.
= Grado 2: infitrado moderado o menos de un

foco de infiltrado linfocitario/plasmocitario (<1 foco de 50

células/4 mm2). Sialoadenitis cronica moderada.
» Grado 3: infiltrado linfocitario/plasmocitario (1 foco de 50 células/4
mm2) y atrofia glandular (fibrosis, pérdida marcada de acinos,
ductos dilatados). Sialoadenitis créonica severa.

» Grado 4: mas de un foco. Sindrome de Sjogren.

c) US de las glandulas salivales parétidas y submandibulares
bilaterales en dos planos ortogonales donde se valor6 su
ecoestructura en escala de grises e incremento en la vascularizacion
usando el Doppler poder.

a. Equipo Esaote MyLab 70 (Genova, Italia ®) con transductor
lineal multifrecuencia de 10- 18MHz y en caso necesario
transductor lineal multifrecuencia de 7.5- 12MHz.

b. Parametros Doppler poder (Transductor lineal multifrecuencia
de 10- 18MHz): frecuencia de repeticion de pulso (PRF)
750Hz, persistencia 4, filtro de pared 3, densidad (PRC) 3,
frecuencia Doppler 14.3MHz, ganancia de color justo cuando los
artefactos de sonido desaparecen debajo de la cortical 6sea (50-
70%).

Se utilizé la graduacién sonografica de las glandulas salivales mayores de
Hocevar et. al. , 2 que emite una calificacion 0- 48 puntos. A continuacion se
presenta en la tabla 3 los parametros que fueron evaluados en la escala de

Hocevar.

Tabla 3. Escala Hocevar de Ultrasonido de Glandulas Salivales Mayores.
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Parametro Glandulas 0 1 2 3
Ecogenicidad
parénquima Parotida y -
_ Comparable | Disminuido - --
comparado con | submandibular
tiroides*
Falta de Parotida y
o _ Homogéneo Leve Evidente Severo
Homogeneicidad | submandibular
Areas Parotida y Pocas _
_ . Ausente Varias | Numerosas
hipoecoicas submandibular aisladas
Pocos
Ecos Pardtida Ausente Severo | Numerosos
_ . escasos
hiperecoicos
Submandibular | Ausente Presente - -
Claro,
Claridad de . bordes Parcialmente | Bordes
Parétida y Bordes no
bordes _ regulares bordes mal o
submandibular . o o visibles
glandulares bien definidos | definidos
definidos

*En caso de patologia tiroidea se debe comparar con tejidos

circundantes glandulares (musculo), lo cual no fue necesario en ningun

paciente.

3) Manifestaciones sistémicas.

a) Se realizé exploracion fisica completa para detectar incremento de

volumen de las glandulas parétidas y submandibulares salivales, asi

mismo para detectar probables manifestaciones extraglandulares del SS

primario

como adenopatias,

artritis,

manifestaciones

cutaneas,

manifestaciones pulmonares, manifestaciones neuroldgicas periféricas

y de SNC y manifestaciones musculares, entre otras.
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b) Se realizé espirometria en reposo para valorar funcion pulmonar en todos

los participantes con Sindrome de Sjogren primario asociado a AR.

c) Se realizaron laboratorios generales para valorar funcion renal y descartar
actividad a nivel hematolégico, muscular y biolégico en todos los

participantes con Sindrome de Sjégren primario.

d) Se realiz6 la evaluacion de la actividad de la enfermedad sistémica
usando el indice de actividad de la enfermedad de Sindrome de
Sjogren EULAR (ESSDAI) 26 con la que se evaluaron diferentes

dominios expresados en la tabla 4.

Tabla 4. indice de actividad de la enfermedad de SS EULAR (ESSDAI).

o Nivel de
Dominio Descripcion
actividad
Baja: Fiebre leve o intermitente
o (37.5- 38.5°C)/ diaforesis y/o
Constitucional (descartar 0 No _
. . o . pérdida peso 5- 10%.
infecciones o pérdida 3 Baja _
. Moderada: fiebre >38.5°C,
peso voluntaria) 6 Moderada _ _ o
diaforesis nocturna, pérdida peso
>10%.
Baja: linfadenopatia 21cm en
cualquier region o 22cm region
inguinal.
0 No 9
) ] ) . Moderada: 22cm cualquier region
Linfadenopatia (excluir 4 Baja
_ _ o =3cm inguinal y/o
infecciones) 8 Moderada
esplenomegalia (clinica o
12 Alto _
imagen).
Alta: malignidad trastorno
proliferativo LB.
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Baja: incremento tamafo <3cm

parotida o limitado a glandulas

_ 0 No submandibulares o lagrimales.
Glandular (excluir _ _ _
) . o 2 Baja Moderada: incremento tamano
infeccion o litiasis) _ _
4 Moderada parotida 23cm o importante de
glandulas submandibulares o
lacrimales.
Baja: artralgias de manos, carpos,
tobillos y pies con rigidez articular
0 No matinal >30min.
Articular (excluir 2 Baja Moderada: artritis 1-5
Osteoartritis) 4 Moderada articulaciones (conteo articular
6 Alta 28).
Alta: artritis 26 articulaciones
(conteo articular 28).
Baja: eritema multiforme.
Moderada: vasculitis cutanea
0 No limitada (vasculitis uticariana,
) 3 Baja purpura limitada a pies o tobillo,
Cutaneo
6 Moderada lupus subagudo).
9 Alta Alta: vasculitis cutanea difusa
(vasculitis urticariana, purpura
difusa, ulceras).
Baja: tos persistente o afeccion
bronquial sin evidencia por
0 No imagen de dafio o enfermedad
5 Baja pulmonar intersticial por
Pulmonar , L
10 Moderada | radiologia o TACAR?*, sin disnea o
15 Alta funcién pulmonar normal.

Moderada: afeccién pulmonar
activa moderada (TACAR fibrosis
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pulmonar con disnea ejercicio
NHYA Il 6 pruebas de funcion
pulmonar anormal: DLco>70%
pero no <40% o FVC >80% pero
no <60%.

Alta: fibrosis pulmonar TACAR
con disnea en reposo (NHYA Ill o
I\V) o pruebas de funcion
pulmonar anormales FVC <60% o
DLco <40%.

Baja: acidosis tubular renal sin
falla renal o afeccién glomerular
(proteinuria 0.5-1gr/dia) sin
hematuria ni falla renal
(TFG=60ml/min).
Moderada: acidosis tubular renal

al (TFG<60ml/min) o afeccion

0 No glomerular (proteinuria 1- 15gr/dia
Renal 5 Baja sin hematuria ni falla renal o
10 Moderada evidencia histolégica de GMN
15 Alta extra membranosa o infiltrado
intersticial.
Alta: afeccion glomerular
(proteinuria >1.5gr/dia o
hematuria) o falla renal (TFG
<60ml/min) o cambios
histolégicos de GMN proliferativa
o crioglobulinemia).
Muscular (exclusion 0 No Baja: miositis por EMG anormal o
miopatia por 6 Baja biopsia sin debilidad o CPK

glucocorticoide)

12 Moderada

normal.
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18 Alta

Moderada: miositis activa por
EMG anormal o biopsia con
debilidad muscular (4/5) o CPK
elevada mas del doble pero
menos de 4 veces.

Alta: miositis activa alta por EMG
anormal o biopsia con debilidad
(=3/5) o CPK elevada mas de 4

veces.

Sistema nervioso
periférico (SNP)

0 No
5 Baja
10 Moderado
15 Alta

Baja: polineuropatia axonal
sensitiva pura (estudios
neuroconduccion) o neuralgia
trigémino.

Moderada: neuropatia motora-
sensorial axonal, neuropatia
sensorial pura con vasculitis
crioglobulinemica, ganglionopatia,
polineuropatia demielinizante
inflamatoria (estudios
neuroconduccién) o afeccion
cranial de origen periférico.
Alta: neuropatia motora- sensorial
axonal (déficit motor <3/5)
afeccion nervios periféricos por
vasculitis, ganglionopatia con
ataxia severa, polineuropatia
demielinizante inflamatoria (déficit
motor <3/5).

Sistema nervioso central
(SNC)

0 No
10 Moderada
15 Alta

Moderada: afeccién nervio
craneal origen central, neuritis

Optica o sindrome tipo esclerosis
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multiples (sensibilidad o
cognitivo).

Alta: vasculitis cerebral con EVC
o ataque isquémico transitorio,
convulsiones, mielitis transversa,
meningitis linfocitica, sindrome

tipo esclerosis sistémica (motor).

Hematoldgica (solo
citopenias de origen

autoinmune)

0 No
2 Baja

4 Moderada
6 Alta

Baja: Neutropenia >1000 pero
<1500 anemia Hb >10 pero <12,
trombocitopenia >100,000 pero
<150,000.

Moderada: Neutropenia >500
pero <1000 anemia Hb >8 pero
<10, trombocitopenia >50,000
pero <100,000.

Alta: Neutropenia <500 anemia
Hb <8, trombocitopenia <50,000.

Bioldgico

0 No
1 Baja
2 Moderada

Baja: complemento C3 y C4 bajo,
hipergammaglobulinemia, IgG
>16 pero <20g/L.
Moderada: crioglobulinemia,
hipergammaglobulinemia, 1gG
>20g/L ylo
hipogammaglobulinemia reciente
o reduccion reciente nivel IgG
(<5g/L).
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Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con el Graph pad. El resumen de los datos se
presenta con estadistica descriptiva, para determinar la distribucién de las
variables numéricas se usé la prueba de Shapiro- Wilk y los resultados se muestran
en tablas presentando media y desviacion estandar (DS) o mediana y rango
intercuartil (IQR).

Para evaluar diferencias significativas se utilizo,
dependiendo de las variables a comparar, una prueba de
U-Mann Whitney o T de Student. Se consider6 diferencia
estadisticamente significativa cuando la p fue <0.05. El analisis de correlacion se
realiz6 dependiendo de la distribucién de los datos y conforme a los resultados
obtenidos en la prueba de normalidad, se utilizé la prueba de correlacion de

Spearman o Pearson. Ver tabla 5.

Tabla 5. Variables en los que se buscoé correlacion.

Inmunolégicas Clinicas

1) Treg (%).

2) Th1/Th2 (%).
3) LB Maduro,
memoria, activado,
Breg (%)

1) Actividad clinica medida por indica ESSDAI (0- 23 puntos).

2) US glandulas salivales mayores escala Hocevar (0- 48 puntos)
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Actividades de investigadores

Investigador principal realizd la valoracion clinica reumatologica de las
manifestaciones a nivel de la glandula salival y de las sistémicas en el

Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana.

El investigador principal, tutor y co-tutor realizaron el procesamiento de las
muestras y analisis de resultados inmunolégicos en el Instituto de Oftalmologia

Fundacion Conde de Valenciana.

La Dra. Santacruz realizd la evaluacion oftalmologica en el Instituto de

Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana.

La Dra. Montiel apoyé a los investigadores del Instituto de Oftalmologia

Fundacion Conde de Valenciana con actividades logisticas y toma de muestras.

La Dra. Hernandez y el Dr. Ventura realizaron el ultrasonido de glandulas
salivales mayores, en el laboratorio de Ultrasonido Musculoesquelético y

Articular del Instituto Nacional de Rehabilitacion.
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Consideraciones éticas.

El protocolo del estudio clinico y cualquier enmienda fue sometida para su
aprobaciéon al Comité de Etica Institucional en el Instituto de Oftalmologia
Fundacion Conde de Valenciana Institucion de Asistencia Privada (IAP) y a
las autoridades regulatorias correspondientes. Ademas el protocolo se realizd
segun los requisitos normativos y se seguiran las buenas practicas clinicas de
la Conferencia Internacional sobre Armonizacién ICH (International
Conference on Harmonisation of technical requirements for registration of
pharmaceuticals for human use) y la Declaracion de Helsinki. Todos los
pacientes autorizaron y firmaron Consentimiento Informado del protocolo para

participar. (Anexo 1).

Consideraciones de bioseguridad.

Durante el protocolo se tomaron muestras de sangre (10ml aproximadamente)

y de orina de cada paciente para la medicion de los siguientes parametros:

Biometria hematica, Velocidad de Sedimentacion Globular, Quimica
Sanguinea de 6 elementos, Examen General de Orina, albumina y cratinina en
orina y sérica, Velocidad de Sedimentacion Globular, Anti-Ro, Anti- La, Factor
Reumatoide, complemento C3 y C4, Crioglobulinas, Inmunoglobulinas IgA, IgG,
IgM e IgE, Inmunofenotipo de LT CD4+ circulantes CCR3, CCR9, CCR10,
CD57, CD25, CD4, FOXP3, CD19, CD38 y Biopsia de glandula salival menor.

Para el cumplimiento de esta parte del protocolo se conté con la infraestructura
del area de Inmunologia de la Unidad de Investigaciéon del Instituto de

Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana.
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Asimismo, el area de laboratorio clinico de la Unidad de Investigacion cuenta
con area de toma de muestra, la cual cumple con los requisitos especificados
en la Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011, para la organizacion y
funcionamiento de los laboratorios clinicos. Los desechos bioldgicos
generados se colectaron, transportaron y desecharon conforme al protocolo
interno vigente de manejo de Residuos Peligrosos Bioldgico- Infecciosos (RPBI)
de la Unidad de Investigacion del Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de
Valenciana basado en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 sobre el manejo de
RPBI. Los RPBI se recaudaron en las bolsas indicadas con color rojo y amarillo
y teniendo recipientes rigidos especiales para punzocortantes, presentes tanto
en el area de toma de muestra como en el area de laboratorio. Posteriormente
estos contenedores fueron transportados por el personal calificado al area
de concentracion de RPBI para su posterior destruccion de acuerdo al

procedimiento institucional.

La toma de muestra se realizé por el equipo médico autorizado mediante

acreditacion del curso interno de manejo de RPBI.

Diagrama general de trabajo
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Resultados

En este estudio, se incluyeron 7 participantes con diagnostico confirmado de
Sindrome de Sjogren primario, de acuerdo a los criterios de clasificacion del Grupo
de Consenso Americano- Europeo (GCAE, 2002) que cumplieron los criterios de
inclusién y exclusion. En la figura 1, se observa una imagen caracteristica de la
biopsia de glandula salival menor, en la que se observa infiltracién grado 4,
conforme a la escala de Chisholm Mason. Sdlo una participante fue eliminada del
estudio porque durante su evaluacion se detectaron anticuerpos anti-tiroglobulina y
anti-peroxidasa positivos, sin tener aun el diagndstico de hipotiroidismo autoinmune

con perfil tiroideo normal.

Figura 1. Biopsia de glandula salival menor. Se observa imagen caracteristica con infiltrado
linfocitico en parénquima glandular, atrofia glandulary areas de fibrosis. Tincién Hy E, 200x
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Caracteristicas Demograficas

Todos los sujetos que participaron en este estudio fueron del género femenino, con
una edad media de 54.8 + 12.9 afnos. Solo una paciente tenia el antecedente de
tabaquismo previo con un indice tabaquico de 1.25 paquetes/afio. Una de ellas tenia
antecedente de Hipertension Arterial Sistémica y osteoporosis, otra participante
tenia antecedente de una paralisis facial periférica y otra insuficiencia venosa

superficial periférica.

La edad media al diagnéstico de SSp fue de 53 £ 13.32, sin embargo, el tiempo de
inicio de sintomas previo al diagnostico (retraso en el diagndstico) tuvo una mediana
de 4 anos (3.25-7.50), por lo que la edad media de inicio de los sintomas de SSp
fue de 49.33 = 13.67. Asi mismo, el tiempo entre inicio de los sintomas e inicio de
farmacos modificadores de la enfermedad (FARME) tuvo una mediana de 0.125
afos (0-6.0 afos). La mediana de tiempo de evolucion de los sintomas fue de 4
afos (3.25- 7.50). En la tabla 6 se enumeran las variables demograficas de las

participantes.

Tabla 6. Variables demograficas.

Variable demografica Media * DE/ Mediana (IQR)/ N (%)
Edad (afios) 54.83 + 12.93
Escolaridad (afos) 11.33 +2.87
Tabaquismo (participantes) 1(16.67%)
Hipertension Arterial Sistémica (participantes) 1(16.67%)
Osteoporosis (participantes) 1(16.67%)
Paralisis facial periférica (participantes) 1(16.67%)

Insuficiencia venosa periférica superficial
1(16.67%)
(participantes)

Edad al diagnéstico (aios) 53 +£13.32
Tiempo evolucién antes de diagnédstico (afnos) 4 (3.25- 7.50)
Edad inicio sintomas (afos) 49.33 £ 13.67

Tiempo entre inicio sintomas- inicio FARME (afos) 0.125 (0- 6)

Tiempo evoluciéon SS (sintomas) (afos) 4 (3.25- 7.50)
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Tratamiento

Todas las participantes, excepto una, se encontraban con tratamiento oftalmolédgico
al momento de la evaluacién; La demanda de uso de gotas oftalmicas fue mayor a
4 veces al dia en 3 participantes, 4 veces al dia en otra y una negd uso de las

mismas.

El 50% tenia tratamiento con FARME pero las participantes restantes no tenia
ningun manejo inmunosupresor. Durante su evolucién sélo una participante habia
recibido otro tratamiento FARME con combinacion de cloroquina con metotrexate
pero al momento la valoracion soélo continuaba con cloroquina, suspendio
metotrexate por diagnéstico de fibrosis pulmonar. En la Tabla 7 se especifica el
tratamiento oftalmoldgico y tratamiento FARME al momento de la valoracion de las

participantes.

Tabla 7. Tratamiento Oftalmolégico y FARME.

Tipo de Tratamiento N (%, participante)

Oftalmolégico

Dextran e hidroxipropilmetilcelulosa gotas 3 (50%, SSp1, SSp3, SSp6)

Dextran e hidroxipropilmetilcelulosa gotas, Carboximetilcelulosa
. . . 1(16.67%, SSp2)
5% con Purite 0.05mg gotas, Acido poliacrilico 3mg gel

Coindritin sulfato, acido hialurénico yaprotina liofilizado gotas.
_ _ 1 (16.67%, SSpH)
Hialuronato de sodio gotas, suero autologo

FARME
Hidroxicloquina y Metotrexate 1(16.67%, SSp1)
Cloroquina 1 (16.67%, SSp3)
Hidroxicloroquina 1(16.67%, SSp6)
Demanda uso gotas oftalmicas (Lubricantes)
Mas de 4 veces al dia 3 (50%)
4 veces al dia 1(16.67%)

No uso gotas 2 (33.33%)




41

Actividad clinica sistémica de las pacientes incluidas en el estudio

Durante la evolucion del SSp todas las participantes refirieron manifestaciones
extraglandulares; todas, excepto una, refirieron manifestaciones articulares
consistentes en artralgias, pero sélo una tuvo artritis (paciente con manejo con
metotrexate e hidroxicloroquina), en ésta participante se descarté artritis reumatoide
ya que la determinacion del anticuerpo anti-péptido ciclico citrulinado (Anti-CCP) fue
negativa. En este sentido, ninguna participante cumplié con criterio de actividad
articular de ESSDAI ya que a pesar de referir artralgias no tenian rigidez articular

matinal (RAM) mayor a 30 minutos.

Una participante refiri6 xerotraquea con antecedente de fibrosis pulmonar,
diagnostico previamente por Tomografia Axial Computada de alta resoluciéon
(TACAR), otra paciente refirid6 xerosis y otra participante refirio fatiga y livedo
reticularis. En una paciente se encontrd hipertrofia de parétida derecha, en esta
misma paciente se encontrd hipertrofia sinovial de metacarpofalangicas, En otra
paciente se encontr6 afeccion pulmonar manifestada por estertores
infraescapulares ademas la misma refirio artralgia a la palpacion de pequefas
articulaciones de manos. En la tabla 8 se resumen resultados de principales

laboratorios generales.

Una participante tuvo afeccion renal alta (falla renal por disminucion TFG
<60ml/min), glandular baja (crecimiento de parétida <3cm) y biolégica moderada
(hipergammaglobulinemia con 1gG=20g/L y crioglobulinemia). Otra tuvo
manifestaciones a nivel pulmonar moderada (FVC <80% pero >60% y evidencia de
dafio pulmonar intersticial por TACAR) y biolégico moderado (C4 bajo,
hipergammaglobulinemia con 1IgG=20g/L y crioglobulinemia). Otra participante tuvo
manifestaciones a nivel hematoldgico (trombocitopenia <150 mil pero >100 mil) y
biolégico moderado (C4 bajo, hipergammaglobulinemia con [gG=20g/L y
crioglobulinemia). Otra tuvo afeccion renal baja (afeccion glomerular proteinuria 0.5-

1gr/dia sin falla renal ni hematuria) y biolégico bajo (C4 bajo,
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hipergammaglobulinemia con 1gG=216g/L pero <20g/L). Otra participante tuvo
manifestacion a nivel bioldgico moderado (C4 bajo, hipergammaglobulinemia con
lgG=16g/L pero <20g/L y crioglobulinemia) y otra participante tuvo actividad

biolégica moderada (crioglobulinemia).

Tabla 8. Laboratorios generales

Laboratorio

Media (DE) / Mediana (IQR)

Hemoglobina (g/dL) 14.43 + 1.06
Hematocrito (%) 42,78 + 3.43
Leucocitos (1073/uL) 4.62 +1.16
Neutrdfilos (10”3/uL) 2.54 +0.85
Linfocitos (10”3/uL) 1.51 £ 0.51
Plaquetas (1073/uL) 214.5 + 47.81
VSG (mm/h) 35.33 + 15.99
Glucosa (mg/dL) 85.5 1+ 8.59

Creatinina (mg/dL)

0.59 (0.50- 0.77)

TFG MDRD * (ml/min/1.73m?)

108.83 + 29.03

UACR* (mg/gr creatinina) 0 (0-347)
Colesterol (mg/dL) 169.66 + 2.47
Triglicéridos (mg/dL) 80.66 + 22.01
pH orina 6.16 £ 0.25

*DE desviacion estandar. TFG Tasa Filtracion Glomerular por fémula modificacién dieta
en enfermedad renal (modification of diet on renal disease). UACR indice albimina
creatinina urinaria (urinary albumin to creatinine ratio.

Por espirometria la media de la capacidad vital forzada (FVC) fue de 2.58 £+ 0.49L,
del volumen espiratorio maximo en el primer segundo (FEV1) fue de 1.67 + 0.71L,
de la relacion FEV1/ FVC fue de 63.48 £ 20.94% y la mediana del flujo espiratorio
medio (FEF 25- 75%) fue de 1.46L/s (0.68- 2.55). En la tabla 9 se resumen estos

parametros.
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Tabla 9. Parametos de espirometria.

Espirometria (Media £ DE*/ mediana (IQR))
FVC (L) (Teodrico 2.21) 2.58 +0.49
FEV1 (L) (Teérico 1.66) 1.67 £ 0.71
FEV1/FVC (%) (Teorico 75.7) 63.48 + 20.94
FEF 25- 75 (L/s) (Teérico 1.40) 1.46 (0.68- 2.55)

*DE desviacion estandar

Con la exploracion fisica (EF) completa se descartaron linfadenopatias, datos
clinicos de manifestaciones en piel, musculo, sistema nervioso periférico y sistema

nervioso central en todas las pacientes.

La EF y los estudios paraclinicos permitieron determinar una media de ESSDAI de
7.5 £ 6.74 puntos. Todas las participantes excepto la segunda tuvieron anticuerpos
Anti-Ro y Anti-La positivos, la segunda paciente cumplié con los criterios de
clasificacion GCAE con el criterio objetivo histolégico. Todas las participantes,
excepto la segunda, tuvieron hipergammaglobulinemia y factor reumatoide positivo.
Todas tuvieron hipocomplementemia de C4 excepto la primera y la segunda
participante. Todas las participantes excepto la sexta tuvieron crioglobulinemia. La
tercera y quinta participantes tuvieron un patron obstructivo por Espirometria, sin
embargo, en la quinta paciente no se encontré alteracidon a la exploracion fisica
pulmonar y su FVC fue mayor a 80% por lo que no cumplié criterios para afeccién
pulmonar por ESSDAI. En la tabla 10 se resumen las manifestaciones positivas por

paciente, conforme a la evaluacion ESSDAI y el puntaje asociado.



Tabla 10. Puntaje ESSDAI por participante.

44

Puntos
Participante Manifestaciones ESSDAI
ESSDAI
Crecimiento parétida derecha <3cm (2 puntos), TFG
calculada por MDRD 58ml/min (15 puntos), IgG
SSp1 19
22.1g/L, hipergammaglobuinemiay
crioglobulinemia (2 puntos).
SSp2 Crioglobulinemia (2 puntos) 2
FVC 69%, TACAR fibrosis pulmonar (10 puntos),
SSp3 C4 bajo, 1gG 22.3g/L, hipergammaglobuinemia y 12
crioglobulinemia (2 puntos).
Trombocitopenia 140,000 (2 puntos), C4 bajo, IgG
SSp5 22.9¢/L, crioglobulinemia e hipergammaglobuinemia 4
(2 puntos).
Proteinuria 0.5-1gr/dia (5 puntos), C4 bajo IgG
SSp6 . . _ 6
19.7g/L e hipergammaglobuinemia (1 punto).
C4 bajo, 1gG 16.8g/L, hipergammaglobuinemia
Ssp7 JO, 19 g perg g y 5

crioglobulinemia (2 puntos).
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Caracteristicas oftalmoldgicas de las pacientes incluidas en el estudio.

En cuanto a la valoracion oftalmoldgica la media del OSDI fue de 16.25 + 5.67; en
este cuestionario la puntuacion es de 0-100 puntos, de 0 a 13 puntos se considera
normal, de 13 a 22 puntos se considera una afeccién leve/ moderada, y de 23 a
50 puntos se considera una afeccion moderada/ grave; por lo que la media de
nuestra muestra se considera una afeccion leve/ moderada. Ninguna de las
pacientes evaluadas tuvo afeccion moderada/ grave. La agudeza visual de y los
hallazgos de la biomicroscopia de cada participante se resumen en las tablas 11
y 12 respectivamente; por otra parte, los hallazgos cuantitativos de la valoracion

oftalmoldgica, se resumen en la tabla 13.

Tabla 11. Agudeza visual pacientes incluidos en el estudio

Participante Agudeza visual OD Agudeza Visual Ol
SSp1 20/100 20/100
SSp2 20/40 20/100
SSp3 20/120 20/60
SSps5 20/40 Cuenta dedos a 1.5m
SSp6 20/30 20/30
SSp7 20/20 20/20

*OD ojo derecho, Ol ojo izquierdo.



Tabla 12. Hallazgos biomicroscopia.
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Area
o SSp1 SSp2 SSp3 SSp5 SSp6 SSp7
anatomica
Borde
Borde palpebral
Borde palpebral
palpebral engrosado L ;
i ; ; ; hiperémico AO, Papilas
Parpado hiperémico AO, papilas : NA NA »
; » poca expresion positivas Ol
AO, papilas positivas OD,
meibum AO
positivas orificios
ocluidos Ol
QPS AO, QPS AO,
Cornea NA lesion QPS AO defectos QPS AO QPS AO
ulcerativa Ol epiteliales Ol
; ; Conjuntiva
Fibrosis
L hiperémica _ L
subconjuntival, 56 Conjuntiva Conjuntiva
pérdida o - hiperémica Conjuntiva hiperémica
L ; telangiectasias Conjuntiva ; : : ;
Conjuntiva arquitectura ; ; ambos ojos, hiperémica ambos ojos,
OD, foliculos hiperémica Ol
vasos foliculos AO foliculos
; positivos AO, » »
subconjuntival positivos OD positivos OD
moco
es
filamentoso Ol
Pigmento
Iris NA NA NA NA NA
edematoso OD
Esclerosis
nuclear grado I
Esclerosis OD y esclerosis Opacidad
Cristalino NA NA NA
grado | grado | Ol, subcapsular OD
opacidad
anterior AO

*AO ambos ojos, OD ojo derecho, Ol ojo izquierdo, QPS Queratitis punteada.
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Tabla 13. Hallazgos cuantitativos de la valoracion oftalmolégica.

Media (DE) / Mediana (IQR)  Media (DE) / Mediana (IQR)

Hallazgo ] ) ]
Ojo Derecho Ojo Izquierdo
VB 3.6+3.13 5+3.16
VB cérnea
1 (0.5-2) 2.2+1.09
(puntos)
VB conjuntiva
temporal 14+1.14 14 +1.34
(puntos)
VB conjuntiva
1 (0.0- 2.0) 1.4+1.34
nasal (puntos)
Daino corneal
2(1-8) 8.5+6.02
(puntos)
Tiempo ruptura
lagrima 2.4 +0.54 24+1.14
(segundos)
Schirmer | (mm) 58277 44 +£1.34
Linea de marx
x) 50.2 £ 28.15 53.2 + 30.18
X

*DE desviacion estandar, VB Van Bijsterveld.

Se encontro alteracion en el cierre palpebral en ojo derecho de la primera y la quinta
participantes y en el ojo izquierdo de la segunda y la quinta participantes. La
sensibilidad de ojo derecho se encontr6 ausente en el ojo derecho e izquierdo de la
cuarta participante y se encontré disminuida en ambos ojos de la tercera y séptima
participantes. En la tabla 14 se describe el cierre adecuado y la sensibilidad por ojo

por participante.
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Tabla 14. Cierre palpebral y sensibilidad.

Participante Clerre Clerre Sensibilidad OD Sensibilidad Ol
Adecuado OD Adecuado Ol
SSp1 Ausente Presente Presente Presente
SSp2 Presente Ausente Presente Presente
SSp3 Presente Presente Disminuida Disminuida
SSp5 Ausente Ausente Ausente Ausente
SSp6 Ausente Ausente Disminuida Disminuida
SSp7 Presente Presente Disminuida Disminuida

*OD ojo derecho, Ol ojo izquierdo

Caracteristicas ultrasonograficas de las glandulas salivales mayores

Para la evaluacion ultrasonografica de las glandulas salivales mayores, se utilizo la
escala de Hocevar, encontrando un puntaje de promedio de 21.33 + 4.96 puntos,
en el que la primera participante tuvo 19 puntos, la segunda 15 puntos, la tercera
17 puntos, la quinta 25 puntos, la sexta 27 y la séptima 25 puntos. Adicionalmente,
se encontré doppler poder incrementado en la parétida derecha de la primera
participante, en la submandibular derecha de la segunda participante, en la
submandibular izquierda de la quinta participante y en la parétida derecha de la
sexta participante. Las caracteristicas evaluadas por la escala de Hocevar se
ejemplifican en las figuras 2 y 3 y la aplicacién del Doppler poder con positividad en
la figura 4. La escala de Hocevar por caracteristica evaluada por participante y el

Doppler poder se resume en la tabla 15.
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Figura 2. Ultrasonido (US) en escala de grises de la glandula parétida derecha en eje
longitudinal con ecogenicidad disminuida en comparacién con glandula tiroides, falta de
homogeinidad evidente, varias areas hipoecoicas, ecos hiperecoicos escasos y bordes

definidos.

Figura 3. US de glandula submandibular derecha en escala de grises en eje
longitudinal que muestra ecogenicidad disminuida en comparacion con glandula tiroides,
falta de homogeinidad evidente, pocas areas hipoecoicas, ecos hiperecoicos escasos y

bordes definidos.
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Figura 4. US de glandula parétida derecha en escala de grises plano transversal con
presencia de Doppler poder.

Tabla 15. Hallazgos ultrasonograficos Escala Hocevar y Doppler poder.

Caracteristi

oa US SSp1 SSp2 SSp3 SSp5 SSp6 SSp7
Ecogenicidad | Disminuido Comparable | Disminuido | Disminuido | Disminuido | Disminuido
PD (1) (0) (1) (1) (1) (1
Ecogenicidad Disminuido Disminuido Disminuido | Disminuido Disminuido Disminuido
Pl (1) (1) (1) (1) (1) (1)
Ecogenicidad Disminuido Disminuido Disminuido | Disminuido Disminuido Disminuido
SD (1) (1) (1) (1) (1) (1
Ecogenicidad | Comparable Disminuido Comparabl | Disminuido Disminuido Disminuido
S (0) (1) e (0) (1) (1) (1)
Falta :
Homogeneo Evidente Evidente Homogeneo
Homogeinida Severo (3) Leve (1)

d PD

(0)

()

()

(0)
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Falta
Evidente
Homogeinida Leve (1) Leve (1) ) Severo (3) Severo (3) Severo (3)
d Pl
Falta
Evidente ; Evidente
Homogeinida Leve (1) Evidente (2) Leve (1) @) Evidente (2) @)
d SD
Falta
Homogene Evidente
Homogeinida Leve (1) Evidente (2) Severo (3) Leve (1)
0(0) )
d Si
Areas
Numerosas Pocas Numerosas : Pocas Pocas
hipoecoicas ; Varias (2) ; ;
=5 (3) aisladas (1) (3) aisladas (1) | aisladas (1)
Areas
Pocas ] Numerosas | Numerosas | Numerosas
hipoecoicas Varias (2) . Varias (2)
Pl aisladas (1) (3) (3) (3)
Areas
Pocas ; Numerosas : ; ;
hipoecoicas ; Varias (2) Varias (2) Varias (2) Varias (2)
aisladas (1) (3)
SD
Areas
Pocas Pocas Pocas ) Numerosas | Numerosas
hipoecoicas ) . . Varias (2)
S| aisladas (1) aisladas (1) | aisladas (1) (3) (3)
Ecos
Pocos Pocos Pocos Pocos

hiperecoicos
PD

escasos (1)

Ausente (0)

Ausente (0)

escasos (1)

escasos (1)

escasos (1)

Ecos
hiperecoicos
PI

Ausente (0)

Ausente (0)

Ausente (0)

Ausente (0)

Ausente (0)

Ausente (0)

Ecos
hiperecoicos
SD

Presente (1)

Presente (1)

Ausente (0)

Presente

(1)

Ausente (0)

Ausente (0)

Ecos

hiperecoicos

Presente (1)

Presente (1)

Ausente (0)

Ausente (0)

Presente (1)

Ausente (0)

Si
Bordes Bordes Bordes
Claridad Bordes Bordes Parcialmente
definidos definidos o definidos
bordes PD definidos (0) | definidos (0) definidos (1)

(0)

(0)

0)
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Bordes Parcialment Parcialment
Claridad Bordes Bordes Parcialmente
o o definidos e definidos o e definidos
bordes PI definidos (0) | definidos (0) definidos (1)
(0) (1) (1)
Bordes Bordes Bordes mal
Claridad Bordes Bordes Parcialmente
definidos definidos definidos
bordes SD definidos (0) | definidos (0) definidos (1)
(0) (0) (2)
Bordes Bordes Parcialment
Claridad Bordes Bordes Parcialmente
. . definidos definidos . e definidos
bordes SI definidos (0) | definidos (0) definidos (1)
(0) (0) (1)
Hocevar
19 15 17 25 27 25
(puntos)
Doppler
. PD PD, SD Ausente PD, SI PD Ausente
incrementado

*PD parétida derecha, Pl parétida izquierda, SD submandibular derecha, Sl
submandibular izquierda.

Evaluaciéon Inmunolégica de las participantes incluidas en el estudio

De los laboratorios inmunoldgicos la mediana de Anti- Ro fue de 600 U/mL (3.67-
624.12) y de Anti-La fue de 44.1U/mL (10.57- 630.60). La media de IgA fue de
406.66 + 190.64 mg/dL con limite superior de 400mg/dL, la media de IgG fue de
1948.33 + 385.87 mg/dL con limite superior de 1600mg/L y la media de IgM fue de
200.00 + 109.54 mg/dL con limite superior de 300mg/dL. La media de C3 fue de
111.16 £ 42.07 mg/dL con limite inferior de 60mg/dL y la mediana de C4 fue de
26.50 mg/dL (18.50-162.50) con limite inferior de 60mg/dL. La media de Factor
Reumatoide fue de 133.54 + 103.14 Ul/mL. En la tabla 16 se resumen estos
resultados y en la tabla 17 las determinaciones de anticuerpos realizados para
descartar Sindrome de Sjogren secundario como Anti-DNA doble cadena (ds),
anticuerpos contra citoplasma de neutréfilos (ANCA) contra proteinasa 3 (PR3) y
mieloperoxidasa (MPO) y anticuerpo anti péptido ciclio citrulinado (Anti-CCP) por

cada participante.




Tabla 16. Laboratorios Inmunolégicos.
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Inmunolégico

Media (DE) / Mediana (IQR)

Anti-Ro (U/mL)

600 (3.67-624.12)

Anti- La (U/mL)

441 (10.57- 630.60)

Factor Reumatoide (U/mL)

133.54 + 103.14

IgA (mg/dL) 406.66 £ 0.95
IgG (mg/dL) 1948.33 + 385.87
IgM (mg/dL) 200 £+ 109.54
C3 (mg/dL) 111.16 £ 42.07
C4 (mg/dL) 26.5 (18.50-162.50)

Tabla 17. Determinacién de inmunoglobulinas y auto-anticuerpos

Inmunolégico
(valores SSp1 SSp2 SSp3 SSp5 SSp6 SSp7
normales)
Anti- Ro (SSA)
696.49 0 600 600 600 4.9
U/mL
Anti- LA (SSB)
722.4 0 14.6 600 14.1 73.6
U/mL
IgA (70-400)
370 170 530 690 440 240
mg/dL
IgG (700-
2210 1310 2230 2290 1970 1680
1600) mg/dL
IgM (50- 300)
230 60 110 360 170 270
mg/dL
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C3 (60- 160)
66 190 110 89 111 101
mg/dL
C4 (60- 60)
130 260 31 11 22 21
mg/dL
Factor
Reumatoide 122.21 10.56 209.3 91.95 70.79 296.43
Ul/mL
Crioglobulinas + + ++ + - +++
Anti-DNAds
1.5 1.1 0.9 2.7 1.1 3
Ul/mL
c-ANCA (PR3)
0.3 0.3 0.4 0 0.3 0
Ul/mL
p-ANCA
0.6 0 0 0 0 0.3
(MPO) Ul/mL
Anti-CCP 1 1.5 0.8 0.7 1.6 10

Expresion de marcadores de membrana en las subpoblaciones de linfocitos T

yB

Con la finalidad de conocer el estado de activacion en periferia de las

subpoblaciones de linfocitos T CD4+ se determinaron algunos marcadores

relacionados con activacion en participantes y sanos. La tabla 18 resume estos

resultados.



Tabla 18. Caracterizacion fenotipica de las diferentes poblaciones celulares

de linfocitos Ty B en SSp

Subpoblacion celular Pacientes SSp Sanos Valor de p
Mediana (IQR) Mediana (IQR)
CD4+ CD25+ 20.15(16.45- 26.13) | 14.3 (7.02- 15.4) 0.04
Treg (CD4+ CD25+ 5.22 (2.39- 6.41) 2.3 (1- 3.5) 0.04
FoxP3+)

CD4+ CCR9+ 4.97 (3.56- 10.88) 6 (5.97-6.1) 0.27
CD4+ CCR10+ 5.5 (3.86- 6.94) 4.9 (4.89- 8.96) 0.5
CD4+ CCR3+ 1.42 (0- 4.72) 3.82 (3.7-4.71) 0.19
CD4+ CD57+ 9.9 (3.75- 14.85) 6.8 (5.18- 13.7) 0.5
CD19+ CD38Lo 14.7 (3.72- 55.9) 46.4 (46- 57) 0.28
CD19+ CD38Med 67.5 (29.45- 80.25) 25 (23- 28.6) 0.03
CD19+ CD38Hi 8.79 (6.45- 9.34) 8.1 (7.27- 8.29) 0.39

Al evaluar la expresion de CD25 en linfocitos T CD4+ encontramos un incremento
de 1.6 veces en el porcentaje de células CD4+CD25+ en SSp que en sujetos sanos
(p=0.04); de la misma manera encontramos un incremento de 2 veces en el
porcentaje de células CD4+CD25+FoxP3+ en participantes con SSp, que en sujetos
sanos (p=0.04) (Ver figura 5) y Tabla 18.
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Figura 5. Frecuencia de células CD4+CD25+ y CD4+CD25+FoxP3+ en sangre periférica. En A) Se
observa el andlisis por citometria de flujo realizado, en B) Se observan los cambios en la frecuencia
de células CD4+CD25+ y CD4+CD25+FoxP3+ en pacientes con SSp.

No se observaron diferencias significativas entre los demas subpoblaciones
cooperadoras entre sujetos sanos y particpantes con SSp en este estudio. La Tabla
18 resume la frecuencia de las distintas poblaciones celulares entre ambos grupos



57

En el caso de las subpoblaciones de linfocitos B evaluadas en este estudio, se
observd un incremento de 2.2 veces en la subpoblacion de linfocitos
CD19+CD38+Med de SSp, al comparar con sujetos sanos (p=0.03) (Ver figura 6).
La Tabla 18 resume las frecuencias encontradas para las subpoblaciones de
linfocitos CD19+CD38'°, CD19+CD38Med y CD19+CD38"" en ambos grupos de

estudio.
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Figura 6. Frecuencia de células CD19+CD38+ Lo/Med/Hi en sangre periférica. En A) Se observa
el andlisis por citometria de flujo realizado, en B) Se observan los cambios en la frecuencia de
células CD19+CD38+Med en pacientes con SSp

Por ultimo, al correlacionar los hallazgos inmunolégicos con las diferentes
escalas utilizadas en este estudio (ESSDAI y HOCEVAR) sdlo se encontraron
correlaciones negativas y significativas entre las subpoblaciones
CD4+CD25+FOXP3+ (r=-0.9856, p=0.0028), CD19+CD38+Med (r=-0.8721,
p=0.0500) y la clasificacion Hocevar; y positiva y significativa entre la
subpoblacion CD19+CD38+Lo y la clasificacion Hocevar (r=0.9747, p=0.0167).
(Figura 7) No se encontré ninguna otra correlacion significativa entre los

hallazgos inmunoldgicos y el ESSDAI o el Hocevar.
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Figura 7. Correlacion entre los hallazgos inmunolégicos y la escala de Hocevar.
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El sindrome de Sjogren es una enfermedad sistémica que afecta principalmente a

glandulas exocrinas. EI SS es mas comun en el género femenino con un promedio

de edad entre 50 y 60 afios, ' de la muestra de nuestro protocolo todas las

participantes fueron de género femenino y la edad media fue de 54.83 afios que

coincide con lo reportado en la literatura, ' la edad media de inicio de los sintomas

de SSp fue de 49.33 anos. Todas las participantes eran mayores de 50 afos

excepto una de 34 anos.
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Existe un retraso en el diagndstico de 5 a 10 afios, ' sin embargo el tiempo entre
inicio de los sintomas e inicio de farmacos modificadores de la enfermedad
(FARME) tuvo una mediana de 0.125 afios (minimo de 0 y un maximo de 12 afos),
por lo que el retraso en el diagndstico en nuestra muestra fue menor a lo reportado.
Akpek et. al.?” evaluaron retrospectivamente una cohorte de pacientes con ojo seco
para evaluar la tasa de SS, de 215 pacientes con diagndstico de ojo seco
encontraron 24 (10.9%) de pacientes con SS primario, de los cuales solo el 33.3%
(8/24) tuvo diagndstico al momento de la presentacion clinica de ojo seco, el 50%
(12/24) se diagnosticdé SS primario en la primera evaluacion por ojo seco y el
restante 16.7% (4/24) fueron diagnosticados durante el seguimiento. El 66.6%
tuvieron Anti-Ro o Anti-La positivo pero en 16.7% tuvieron anticuerpos antinucleares
(ANA) negativos por lo que se confirmé diagndstico por biopsia de glandula salival

menor.

Todas las pacientes tenian sintomas sicca (xeroftalmia y xerostomia), sélo en una
paciente a la exploracion fisica se encontré hipertrofia de glandula salival mayor
(pardtida derecha), que se reporta hasta en el 60% de forma episddica o cronica. ’
La principal afeccion del SS es a nivel oftalmoldgico (glandulas lacrimales) y oral

(glandulas salivales).

En cuanto a la afeccién oftalmoldgica, un estudio donde se compararon diferentes
grupos de pacientes con ojo seco de diagndsticos bien definidos, se evaluaron a 27
pacientes con SS, encontraron un OSDI con afeccion moderada/ grave en
comparacion con controles sanos (N19) con calificacion normal 28 en nuestra
muestra la afeccién fue leve/ moderada de acuerdo al OSDI. La media de ruptura
de pelicula lacrimal en el estudio fue 4 veces mas rapida en el grupo de SS
comparado con controles sanos 2® pero fue similar a la encontrada en nuestra
muestra. En el mismo estudio midieron la prueba de Schirmer sin anestésico en 5
minutos (tipo |) encontrando mayor afeccion en el grupo SS siendo casi 4 veces

menor en comparacion con controles sanos, 28 en comparacion con nuestra muestra
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la afeccién fue ligeramente mayor en nuestra muestra casi 5 veces menor en

comparacion con los controles sanos del estudio mencionado.

También se pueden afectar otras glandulas exocrinas diferentes a la glandulas
salivales y lacrimales como glandulas a nivel nasal, faringeo, bronquial, vaginal,
vulvar, dérmico y gastricas; ® en nuestra muestra una participante refirié xerotraquea
con manifestacion principal tos crénica, aunque esta paciente ya tenia el
antecedente de fibrosis pulmonar, y otra participante refirid xerosis. La xerosis ha
sido reportada desde un 23 hasta un 68% en SS, incluso se han demostrado
depdsitos de IgG intercelulares en epidermis en dos tercios de los pacientes con SS
primario. ! 8 La paciente que reoport6 xerosis también reporto livedo reticularis, en
la literatura se reporta fendomeno de Raynaud en 13- 35% ' pero no hay reportes de
livedo reticularis, se considera esta participante debe vigilarse ante un posibilidad
de Sindrome de Sjogren secundario o asociado a otra enfermedad autoinmune aun

no manifestada.

Se reportan manifestaciones sistémicas en el 20- 40%. ' Seror et. al. 26 determinaron
la validez del indice ESSDAI, en 395 pacientes con SSp, de los cuales el 93.6% era
de género femenino, con una media de edad de 58 afios y mediana de la duracién
de la enfermedad de 5 afios. El 59-2% tenian Anti-Ro positivo en 33.5% Anti-La
positivo; un tercio (N 120) nunca habia tenido manifestaciones sistémicas, el 39.2%
(N 155) tenia historia y el 30.4% (N 120) tenia al momento de la evaluacion
manifestaciones sistémicas. La mediana de ESSDAI de todos los pacientes (N 395)
fue de 2 puntos, en los pacientes sin historia de manifestaciones sistémicas fue de
2, en los pacientes con manifestaciones sistémicas durante evolucion previa a su
evaluacion fue de 2 y en los pacientes con actividad sistémica al momento de la
evaluacion fue de 8.5 puntos. En nuestra muestra de pacientes se encontrd
actividad sistémica de acuerdo al ESSDAI en todas las participantes aunque fue
detectada por alteraciones en estudios paraclinicos como alteracion funcion renal,
proteinuria, hipergammalgobulinemia, crioglobulinemia e hipocomplementemia,

solo en una participante se detectd alteracion por exploracion fisica afeccion
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pulmonar que tenia confirmado fibrosis pulmonar por imagen. Una participante tuvo
afeccion de funcion renal por disminucion de la tasa de filtracion glomerular ademas
de crecimiento de la pardtida derecha ya mencionada. Otra participante tuvo
afeccion renal por proteinuria y una participante tuvo afeccién hematoldégica por
trombocitopenia. La media de ESSDAI en nuestra muestra fue mayor (7.5 + 6.74
puntos) al estudio de Seror et. al. ?° pero menor al subgrupo con manifestaciones

sistémicas al momento de la evaluacion de los mismos autores.

La afeccién pulmonar se ha reportado desde un 43 a 75% de los pacientes con SS,
pero afeccion clinica importante en 9-12%. La afeccion pulmonar temprana se ha
asociado a Anti-Ro e hipergammaglobulinemia, la xerotraquea se ha reportado en
17% de los pacientes con SS pero el 50% tiene antecedente de tos crénica. La
enfermedad pulmonar intersticial se ha relacionado con Anti-Ro, género masculino,
edad avanzada al diagnostico ademas de tabaquismo; los patrones que se han
reportado en Tomografia Axial Computada de Alta Resolucién (TACAR) son
neumonia intersticial inespecifica, neumonia intersticial usual, neumonia
organizada criptogénica y quistes o bulas multiples. El patrén mas comun reportado
en las pruebas de funcion pulmonar es obstructivo leve mas comunmente de vias
aéreas pequefas (FEF 25- 75%), ' % % en nuestra muestra dos participantes
tuvieron patron obstructivo pero no de vias aéreas pequenas que ha sido la mas
frecuentemente reportada en SS por lo que la obstruccion podria no ser secundaria
al SS; sin embargo, una de estas participantes ya tenia el antecedente de fibrosis
pulmonar por TACAR con disminucién de la FVC por lo que cumplié criterios de

actividad pulmonar por ESSDAI.

La afeccion renal tiene una prevalencia de 5% pero existen reportes que hasta un
tercio de los pacientes la tienen pero de forma subclinica. La principal manifestacion
es la acidosis tubular renal que se ha reportado en un 13 hasta un 73% de los
pacientes con SS, siendo principalmente acidosis tubular renal distal que se ha
asociado a hipergammaglobulinema. Predominantemente es afeccién tubular, la

nefritis tubulointersticial se presenta hasta en 35- 59% por epitelitis, en biopsias se
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ha observado una infiltracion linfocitica plasmocitoide difusa o focal intersticial,
generalmente con curso benigno. La glomerulonefritis es una manifestacion rara
que se presenta en 0.4% generalmente los pacientes presentan proteinuria menor
a 1gr en 24 horas y se ha relacionado con vasculitis, crioglobulinemia e
hipocomplementemia. Una de las pacientes cumpli6 el criterio de afeccion renal por
ESSDAI por disminucion de TFG y la otra por proteinuria, pero ninguna tenia

antecedente de otra enfermedad cronico degenerativa. ' 29 30. 31

La afeccion hematologica se han reportado citopenias hasta en un 33% de SS,
anemia leve (9- 11gr/dL) se reporta en un 20% de SS generalmente de patrén
nomocitica normocrémica, solo en 4% se ha reportado moderada a severa
(<9gr/dL). Leucopenia leve (<4000) se ha reportado en 16% de SS pero severa
(<2000) en 0.2%, linfopenia (<1000) en 9% vy neutropenia (<1500) en 7%.
Especificamente linfopenia de LTh (<300) se ha reportado en 5%. La
trombocitopenia (<150,000) se ha reportado en 13% de SS aunque moderada
(<100,000) en 3% y severa (<50,000) en so6lo 0.4%. Se ha asociado con afeccion
renal y presencia de Anti-La, la paciente que tuvo tromobocitopenia tenia Anti-La

positivo pero no afeccién renal. 32

Aproximadamente una 50% del SS desarrollan artritis durante su enfermedad que
puede preceder a los sintomas sicca, es comun que se asocie a rigidez articular
matinal y se puede presentar como una sinovitis intermitente o como una poliartritis
cronica; sin embargo, en radiografias simples no tienen cambios erosivos como en
Artritis Reumatoide 2%, en nuestra muestra todas las pacientes refirieron artralgias
pero ninguna cumplid con este criterio para el ESSDAI porque no estaban
acompanfadas de rigidez articular matinal, sélo una refirié durante evolucién artritis.
Una participante tuvo anticuerpos contra péptido ciclico citrulinado (Anti-CCP)
positivos a titulos bajos pero no ha tenido durante evolucion artritis Unicamente
artralgias, aunque este anticuerpo se considera un criterio de clasificacion para
Artritis Reumatoide no es exclusivo de esta enfermedad, se ha encontrado en otras

enfermedades e inclusive en personas sanas. En Sindrome de Sjogren primario se
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ha encontrado positivo en 22.1% (media titulos 61.6 + 15.6 U/mL) que se ha
asociado a artritis no erosiva y positividad de Factor Reumatoide y Anti-Ro, sin

cumplir criterios de Artritis Reumatoide. 33

Otras manifestaciones descritas en SS que no se presentaron en nuestra muestra
son afeccion a sistema nervioso central (trastornos similares a esclerosis multiple,
mielopatia, mielonolisis pontina, parkinsonismo, neuritis éptica, mielitis transversa,
vasculitis, entre otros), neuropatia periférica (sensorial), neuropatia autonémica,
pérdida de audicidon neurosensorial, alteraciones cognitivas y del animo, miositis
subclinica, afeccion gastrointestinal (dismotilidad severa, afeccion exdcrina pancrea
e higado, entre otras). Las manifestaciones sistémicas se presentan en un tercio de
los pacientes con SS y éstas pueden variar en cada paciente, por lo que su ausencia

en nuestra muestra puede ser por el tamario de la misma. '

En Sindrome de Sjogren existe una disregulacién de LB, demostrada por presencia
de autoanticuerpos principalmente Anti-Ro (SSA) y Anti- La (SSB),
hipergammaglobulinemia y crioglobulinemia que se encontraron todos positivos en
83.33% de las participantes, ademas de elevacion de Factor Reumatoide, una IgM
contra la porcion Fc de IgG. La hipergammaglobulinemia fue mayor de IgG en
comparacién con el resto de las inmunoglobuinas analizadas (IgA e IgM), se ha
reportado que la IgG tiene una elevacion mayor en las fases mas tempranas del SS
comparado con fases mas tardias.  Aunque en nuestra muestra no se presentaron
manifestaciones sistémicas asociadas a inmunocomplejos, a
hipergammaglobulinemia, niveles elevados de Factor Reumatoide, Anti-Ro e
hipocomplementemia se ha asociado a manifestaciones mediadas por

inmunocomplejos como vasculitis cutanea, glomerulonefritis y neuropatia periférica.
1,8

La mayoria de las pruebas de imagen (sialografia, cintillografia) para la evaluacion
de la afeccion de glandulas salivales son invasivas, caras y de poca accesibilidad,

por lo que el ultrasonido (US) de glandulas salivales mayores representa una
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alternativa de facil acceso, no costosa y no invasiva que incluso se ha propuesto
sea incluido en los criterios de clasificacion del SS. Se considera que la
heterogeneidad del parénquima de la glandula salival mayor por US en escala de
grises equivale a afeccion clinica de la misma en SS, esta heterogeneidad esta
demostrada por areas hipoecoicas, ecos hiperecoicos e incluso areas anecoicas
que asemejan un panal de abeja. Este criterio de heterogenidad ha demostrado una
sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de SS de 63.1 y 96.1%
respectivamente. Sin embargo, la ausencia de heterogeneidad de la glandula
tampoco excluye el diagnéstico de SS. El tamano de la glandula salival medida por
US puede variar de acuerdo con la edad, peso y superficie corporal por lo que no
se considera un criterio diagndstico; sin embargo, se ha demostrado un menor
tamano de glandulas salivales con heterogeneidad en pacientes con SS en
comparacién con controles sanos. También el US ha demostrado similar
sensibilidad para el diagnostico de SS en comparacion con sialografia y cintillografia
(75.3%, 72.7% y 70.1% respectivamente) con especificidad igualmente comparable
(83.4%, 84.9% y 82.3% respectivamente). Incluso se ha llegado a considerar al US
como una alternativa a la biopsia de glandula salival menor ya que se ha
demostrado una correlacion alta entre ambos. Sin embargo, el considerar la
heterogeneidad de la glandula como unico criterio diagnoéstico puede producir falsos
positivos por lo que se debe hacer una correlacion con los hallazgos clinicos e
inmunoldgicos para confirmar el diagnéstico de SS. ElI US representa una
herramienta mas para el diagndstico y la evaluacion en SS. 3* La escala
ultrasonografica de Hocevar que empleamos fue realizada evaluando a 218
pacientes con sospecha de SS, de los cuales 68 cumplieron los criterios de
clasificacion de SS y el resto se tomé como grupo control (N150), 40/68 pacientes
con SS tuvieron una calificacion de la escala 217 puntos que se consideré como
punto de corte para comparar a los pacientes con SS con el grupo control, en los
28 pacientes con SS que tuvieron una calificacion menor se consideré la causa de
esto fue un estado mas temprano de la enfermedad ya que tenian una calificacién
de focos por biopsia menor, prevalencia menor de positividad de ANA, Anti-Ro y

Anti-La y menor afeccion oftalmoldgica. La escala ultrasonografica de Hocevar
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demostrd una sensibilidad y especificidad de 58.8 y 98.7% respectivamente para el
diagnostico de SS. Posteriormente se evalué esta misma escala en la practica
clinica con un valor predictivo positivo de 95.2% y negativo de 84% para el
diagnostico de SS. ?° En nuestra muestra de participantes la media de la escala US
de Hocevar fue de 21.33 +4.96 puntos, confirmando el diagndstico de SS,
consideramos el ultrasonido demostré ser un método de imagen util, de bajo costo,

no invasivo.

En cuanto al inmunofenotipo se encontré un incremento signficativo en comparacion
con controles sanos de 1.6 veces de LT activados (CD4+CD25+), un incremento 2
veces de LT reguladores. Christodoulou et. al. 3% encontraron que los niveles de LT
reguladores (CD4+FoxP3+) periféricos fueron similares en pacientes con SS y
controles sanos, encontraron una distribucion inversa al comparar los LT
reguladores periféricos con los infiltrantes en glandulas salival mayor. Furuzawa-
Carballeda et. al. ' no encontraron diferencia significativa entre los LT reguladores
de pacientes con SS primario y controles sanos. Szodoray et. al. 3 encontraron
niveles menores de LT reguladores CD4+CD25+ en comparacion con controles
sanos. En cambio Gottenberg et. al. 37 al igual que nosotros encontraron niveles
mas altos significativamente en pacientes con SS en comparacién con controles de
LT reguladores (CD4+CD25high). Como ya se habia mencionado lo hallazgos de
LT reguladores a nivel periférico han sido contradictorios, en general los LT
reguladores se encuentran infiltrando glandula en etapas tempranas pero en etapas
avanzadas del infiltrado se encuentran disminuidos, por lo que suponemos a nivel
sérico en etapas tempranas podria estar disminuido por infiltracion glandular y en

etapas mas avanzadas aumentado ya que ha disminuido en el infiltrado glandular.

También se encontré un incremento signficativo en comparacion con controles
sanos de 2.2 veces de LB transicionales (CD19+CD38Med). Binard et. al. 3%
encontraron nivel mas elevado de LB Bm2 (IgD+, CD38+) y Bm2'(IgD+, CD38++)
en SS primario en comparacion con controles sanos y con pacientes con Artritis

Reumatoide y Lupus. Cornec et. al. 3° también encontraron un incremento
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significativo de LB Bm2 y BM2’en SS primario en comparacién con controles con

OjO Seco por otras causas.

Se encontré una correlacion negativa con: LT reguladores (CD4+CD25+FOXP3)
y la escala de Hocevar; entre mayor sea la puntuacion e la escala de Hocevar
mayor al afeccion a glandulas salivales por lo que los niveles de LT reguladores

a nivel periférico son menores entre mayor puntuacion de Hocevar.

Igualmente se encontré6 una correlacion negativa con LB transicionales
(CD19+CD38med) y la escala de Hocevar, igualmente los LB transicionales son
menores a nivel periférico a medida de que mayor dafio a nivel de glandula
salival (mayor puntuacién de Hocevar) probablemente porque migren a nivel
glandular, los LB transicionales son estadios tempranos en el desarrollo de LB

que se escapan de médula 6sea para unirse a érganos linfoides secundarios. 4°

Se encontré una correlacion positiva con LB precursores (CD19+CD38lo) y la
escala de Hocevar, los LB precursores se encuentran disminuidos a nivel
periférico cuando la afeccién glandular es menor (menor puntuacion de la escala
de Hocevar) y viceversa; en etapas tardias (mayor dafio glandular) el infiltrado
esta conformado por LB activados y células plasmaticas por lo que a nivel
periférico se encuentra disminuidos los LB de memoria, suponemos que es
entonces cuando los precursores de LB se encuentran aumentados a nivel

periférico.

Conclusiones

Los LT activados y reguladores y LB transicionales a nivel periférico se
encontraron elevados en las participantes evaluadas con SSp en comparaion
con controles sanos ya que el tiempo de evolucion (determinado por inicio de
sintomas sicca) tuvo una mediana de 4 afios por lo que se podria considerar una

muestra aun en etapas tempranas. Las unicas correlaciones significativas se
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encontraron con la escala de Hocevar lo que confirma su utilidad como método
diagnostico de imagen alternativo para evaluar la eficacia de la afeccion
glandular salival. Tuvo una correlacion negativa con los LT reguladores y los LB
transicionales ya que a mayor afeccion glandular se consideran éstos estan
reducidos a nivel periférico por su infiltracion a nivel glandular y tuvo una
correlacion positiva con LB precursores ya que en etapas tardias principalmente
los LB de memoria infiltran la glandula por lo que los precursores se elevan a

nivel periférico.

Perspectivas

Se planea continuar con el proyecto para ampliar el numero de muestra, asi
como realizar analisis de citocinas a nivel periférico, lacrimal y salival para hacer
correlaciones con el inmunofenotipo encontrado. Asi como un analisis por
inumohistoquimica de las biopsias de glandula salival menor para determinar el

inmunofentipo del infiltrado para soportar las teorias de migracion de las células.
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Anexo 1.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Version 2

Titulo protocolo “Caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos T y B en
pacientes con Sindrome de Sjéogren primario: correlacion clinico-inmunolégica”

Este documento fue revisado y aprobado por el Comité de Etica del Instituto de
Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana. Numero de Resgistro protocolo
COFEPRIS 13 CEI 09 015 095

Identificacion del PARTICIPANTE (llenado por el médico)

Iniciales del participante (con mayusculas):

Numero de Identificacion del participante:

Edad del participante anos
Identificacion del Médico del Estudio
Nombre del investigador principal: Erika Maria Vera Pérez

Sitio de Investigacion: Unidad de Investigacion del Instituto de Oftalmologia
Fundacion de Asistencia Privada Conde de Valenciana IAP.

Domicilio: Chimalpopoca No. 14, Col. Obrera, Del. Cuauhtémoc, C. P. 06800,
México D. F. Tel. 5442-1700 Ext. 3725.

Lo estamos invitando a participar en un estudio de investigacidon que busca caracterizar
las células de defensa en relacion a su enfermedad (Sindrome de Sjogren), usted esta
siendo invitado a participar en el estudio porque tiene diagndstico de Sindrome de
Sjogren primario o secundario asociado a Artritis Reumatoide. Antes de que decida
participar, usted debe entender por qué se estd realizando este estudio, qué va a
involucrar y cudles son los riesgos y beneficios asociados. La informacion que se
proporciona a continuacion, le ayudara a tomar una decision informada. Por favor tome
su tiempo para leerla cuidadosamente y realizar todas las preguntas que surjan.

Este documento también le informara sobre cdmo se utilizara su expediente médico y
quién podra tener acceso a él. Una vez que haya leido el documento y se le hayan
aclarado todas sus dudas, se le pedira que lo firme si decide participar en el estudio. De
igual forma, se le entregara un original de este documento.

(QUE ESTUDIO SE VA A REALIZAR Y POR QUE?
NOMBRE DEL ESTUDIO: “Caracterizaciéon inmunofenotipica de linfocitos T y B en
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pacientes con Sindrome de Sjogren primario. Correlacion clinico-inmunolégica.”

(QUE ES EL SINDROME DE SJOGREN?

El Sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune sistémica, en la que sus
defensas atacan a su cuerpo, principalmente a sus glandulas que producen saliva y
lagrimas por lo que las principales manifestaciones clinicas son resequedad de boca y
ojos, pero pueden afectarse otras glandulas como las de la piel que pueden producir
resequedad de piel y otros 6rganos o sistemas como las articulaciones que pueden
producir dolor y ocasionalmente inflamacién articular, existen otras manifestaciones
poco frecuentes que pueden ocurrir en el pulmon, el rifidn, la piel, los nervios, etcétera.

(CUAL ES EL OBJETIVO DE ESTE ESTUDIO?

Queremos evaluar el tipo de células y sus subtipos que estdn alteradas en su
enfermedad (Sindrome de Sjogren) y relacionarlas con las manifestaciones a nivel de
los ojos, la boca y sistémicas (otros 6rganos de su cuerpo) y compararlas con
participantes sin la enfemedad.

(.COMO PODRA SER ELEGIDO EL PARTICIPANTE?
Antes de poder ser incluido en esta investigacién, se le debera realizar lo siguiente a
cada participante:

1. Historial médico y de medicamentos para confirmar:

e Diagnoéstico de Sindrome de Sjogren primario (sin asociacién a otras
enfermedades autoinmunes) o secundario asociada a Artritis
Reumatoide.

e Notener antecedente de radioterapia previa de cabeza y cuello, infeccion
viral con Hepatitis C o virus de la inmunodeficiencia humana conocida,
uso de medicamentos colinérgicos (si tiene duda el médico del estudio le
dird si usa alguno), linfoma, enfermedad de injerto contra huésped,
sarcoidosis o enfermedad relacionada con IgG4 (si tiene dudas el médico
del estudio le explicara si usted tiene o no alguna de estas enfermedades
de acuerdo a su valoracidn clinica).

2. Ser mayor de 18 afios.
3. Aceptar y firmar este documento, al firmar este procedimiento usted autoriza
realizar todas las pruebas que son mencionadas en el documento.

Una vez realizados estos pasos y en caso de haber cumplido con estos criterios usted
podra ser incluido en el estudio.

(EN QUE CONSISTE EL ESTUDIO?
A los participantes que cumplan los criterios para ser incluidos en el estudio, se les
realizara lo siguiente:
1. Interrogatorio y exploracion fisica para integrar su expediente.
2. Se le tomaran muestras de sangre para medir células de defensa que podrian
estar alteradas en su enfermedad llamadas linfocitos T y linfocitos B, usando
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marcadores especiales se determinara el inmunofenotipo (tipo de células
inmunes que son) que incluirdan: inmunofenotipo de LT CD4+ circulantes y
posterior estimulacion policlonal e inmunofenotipo de LB periféricos y posterior
a estimulacion policlonal (la estimulacién policlonal se realizara en el
laboratorio a sus células, no se hara en usted).

Ademas se le mediran sustancias que determinan el tipo de respuesta de
su sistema inmunolégico (defensa) en sangre y lagrimas que incluiran:
interleucina séricas, sobrenadante de cultivo y lacrimales Th1/ Th2/
TH17 (IL-2, IL-4, IL- 6, IL-10, IL-17A, TNF, IFN- gamma).

3. Evaluacion del estado clinico de su enfermedad a nivel oftdlmico usando:

Tincion superficie ocular con fluoresceina y/o rosa de bengala: se usa una
tincidn que no le causara dafio para ver si existe dafio de su superficie del
ojo, después de aplicarle el tinte sera evaluado con una lampara especial.
Prueba de Schirmer [ y II: se usara una tira de papel que se colocara en
contacto con la superficie de su ojo durante 5 minutos para medir la
funcion de las glandulas que producen lagrimas.

Citologia de impresidén: se usara un filtro que se colocara en contacto de
su ojo que posteriormente sera tenido y evaluado para determinar si
tiene alteracidn de las células de la superficie de su ojo.

Se le realizara una exploracién de su ojo completa, incluida agudeza
visual.

Se medira la altura de su menisco lacrimal: se medira la altura de la su rio
lacrimal para valorar la cantidad de lagrima que produce.

4. Evaluacién del estado clinico de su enfermedad a nivel oral usando:

Flujo salival no estimulado: se medira la cantidad de saliva que produce
en 15 minutos sin estimulacion usando un tubo que extraera su saliva.
Biopsia de glandula salival menor: se le realizara biopsia de una glandula
salival menor ubicada en la parte interna de su mucosa de la boca del
labio inferior, se le aplicara anestesia local en la zona donde se realizara
la biopsia, se le hard una incisién (corte) superficial de aproximadamente
lcm de longitud en la mucosa de su boca, se extraeran una a tres
glandulas salivales menores a través de esta incisiéon usando pinzas. La
incision no requiere sutura (cierre de la herida), se dejara cicatrizar sola.
Los riesgos de la biopsia de glandula salival menor son hemorragia,
infeccion, dolor, limitacién para comer irritantes por 5 dias a 2 semanas
después de la biopsia. Debera mantener aseo oral frecuente para evitar
complicaciones infecciosas hasta la cicatrizacion de la incisién, asi mismo
evitar comer comida irritante como limén, citricos, chile u otros hasta la
cicatrizacion de su incision.

La biopsia sirve para ver el grado de afeccién de sus glandulas por las
células de su sistema inmunolégico (defensa) que migran a ellas y las
destruyen.

La biopsia se realizara en el consultorio y no requiere hospitalizacion
como un procedimiento ambulatorio.
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e Ultrasonido de glandulas salivales mayores: se le realizara estudio de
ultrasonido de sus glandulas salivales llamadas pardtidas y
submandibulares. El ultrasonido no emite radiacién y no le predispone a
algin dafo, el ultrasonido se realizara en el Laboratorio de Ultrasonido
Musculoesquelético y Articular del Instituto Nacional de Rehabilitacion,
se le concertara una cita a la cual debera acudir, en caso de no poder se le
solicitara avisar para reagendar su cita.

5. Evaluacidn de su estado clinico sistémico usando:

e Se le realizara exploracidn fisica completa con el objetivo de detectar
manifestaciones en otras partes de su cuerpo aparte de sus glandulas
salivales y lacrimales, de encontrarse datos clinicos de afeccion en algiin
organo o sistema de su cuerpo se le haran pruebas especializadas para
descartar o confirmar y documentar esto.

e Selerealizaran laboratorios generales de sangre que incluiran Biometria
hematica, Quimica Sanguinea de 6 elementos, Examen General de Orina,
Proteina C Reactiva y Velocidad de Sedimentacién Globular. Ademas de
anticuerpos y pruebas especiales para valorar su enfermedad que
incluirdn Anticuerpos Antinucleares, Anti-Ro, Anti- La, Factor
Reumatoide, complemento C3 y C4, Crioglobulinas, Inmunoglobulinas
IgA, 1gG, IgM e IgE, subtipos IgG 1 al 4.

e Se le realizara espirometria que es un estudio para ver como funcionan
sus pulmones que no le producira ningin dafio, usted sé6lo tendra que
espirar (sacar aire) a través de una boquilla conectada a un aparato que
mide su funciéon pulmonar.

Sus muestras podrian ser almacenadas y usadas para investigaciones futuras si usted
acepta.

(CUALES SON LOS RIESGOS DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Los riesgos de la biopsia de glandula salival menor, como ya fueron mencionados, son
hemorragia, infeccién, dolor, limitacién para comer irritantes por 5 dias a 2 semanas
después de la biopsia. Debera mantener aseo oral (lavarse con pasta de dientes y agua)
frecuente para evitar complicaciones infecciosas hasta la cicatrizacion de la incisidn, asi
mismo evitar comer comida irritante como limon, citricos, chile u otros hasta la
cicatrizacion de su incision.

Las muestras de sangre para las pruebas mencionadas anteriormente se obtendran
mediante puncion de una vena de su brazo, se le extraeran de 10- 15ml (2-3
cucharaditas) aproximadamente de sangre, los principales riesgos de las muestras de
sangre son dolor en el sitio de puncidn, hemorragia, formacién de hematoma (moreton
o coleccion de sangre), desmayos, y en casos muy raros infeccion o lesion de estructuras
cercanas como nervios.

(CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS AL PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
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Participar en este estudio tiene los siguientes posibles beneficios: las valoraciones
médicas y los estudios realizados no tendran ningin costo para usted. Todos los
resultados se le daran a conocer si usted lo solicita.

Ademas usted podra contribuir en los avances del conocimiento médico acerca de la
causa de su enfermedad que podria ayudar en un futuro a otros pacientes y podria
contribuir en el desarrollo de nuevos métodos de diagnostico, tratamiento y
seguimiento de su enfermedad.

En caso de que durante su valoracion se determine que es necesario hacer estudios
complementarios que no estdn descritos en este documento (consentimiento
informado), éstos seran solicitados para ser realizados fuera del Instituto de
Oftalmologia, pero usted debera cubrir su costo ya que no tienen relacion con este
protocolo y son parte de su seguimiento clinico.

Usted no recibira ningiin pago por participar en el estudio.

(TENGO QUE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO? ;CUALES SON LAS ALTERNATIVAS?
La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si por alguna razén
usted se negara a participar en él, esto no tendria ninguna repercusion en su atencién
brindada en el Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana. Usted tendra
el derecho de recibir el tratamiento habitual que se brinda en Instituto. En caso de
participar y de juzgarlo necesario, podria retirarse del estudio en el momento que lo
desee y sin repercusion en su seguimiento futuro.

.COMO SERA GUARDADA LA INFORMACION? ; TENDRE ACCESO A ELLA?

La informacién que se obtenga sera estrictamente confidencial y anénima, es decir
sus datos seran guardados de manera que sdlo el personal del estudio de investigacion
y personal autorizado tendra acceso a ella y no se vincularan sus datos ni se le
identificard personalmente en caso de que los resultados de la investigacion sean
publicados en congresos, cursos o revistas cientificas. Su informacion sera utilizada
exclusivamente para fines de investigacion. Como ya se menciond, los resultados se le
daran a conocer si usted lo solicita.

. QUE SUCEDE SI SURGE ALGUNA DUDA?

Cualquier duda adicional que surja en el futuro sera oportunamente aclarada. En caso
de dudas favor de comunicarse con la Dra. Erika Maria Vera Pérez, investigador
principal, o con el Dr. Marco Polo Peralta Alvarez al teléfono: 5442-1700 Ext. 3725,
los dias martes de 15:30hrs a 18:00hrs con la Dra Vera y de lunes a Viernes de 08:00 a
13:00hrs con el Dr. Peralta.

Si tiene dudas sobre sus derechos como participante de un estudio de investigacion
podra comunicarse con el Dr. Yonathan Garfias Becerra, presidente del Comité de
Etica del Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana al teléfono: 5442-
1700 Ext. 3212.

AL FIRMAR A CONTINUACION USTED DECLARA QUE:
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He leido cuidadosamente (o me han leido mi representante legal) y he entendido
el consentimiento informado.

Se me ha brindado informacién clara y tiempo suficiente para leer el
consentimiento informado y aclarado todas mis dudas.

Mi participacion es voluntaria y entiendo que soy libre de retirarme del estudio
en cualquier momento que lo decida.

No he sido sometido a ningun tipo de presion para participar en el estudio.
Libremente otorgo mi consentimiento para participar en este estudio.

Es de mi conocimiento que acudiré a valoraciones médicas en el Instituto de
Oftalmologia Fundaciéon Conde de Valenciana y a valoracién ultrasonografica al
Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Entiendo que la atencién médica y los estudios clinicos que forman parte del
protocolo especificados en esta forma de consentimiento informado durante el
estudio seran de manera gratuita.

Entiendo que con mi firma o huella dactilar en este documento, autorizo al
médico del estudio a realizarme biopsia de glandula salival menor y resto de
procedimiento que se describen en este documento.

Confirmo que he recibido un original de este documento firmado y fechado y el
otro original es resguardado por el médico del estudio.

Muestras para investigaciones futuras (opcional):
Acept6 mis muestras sean almacenadas para investigaciones futuras:
Si No

Nombre del participante:

Firma

Fecha Hora:

Representante legal o tutor del paciente (Si aplica).
Nombre

Firma

Fecha Hora:

Relacién con el paciente:

Huella digital del dedo indice derecho (en caso de no saber leer y escribir u otra

situacion que lo amerite)




Persona que conduce proceso de consentimiento informado:

Nombre de quien obtiene el consentimiento:
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Firma

Fecha Hora:

Testigo 1:
Nombre

Firma

Fecha Hora:

Relacion con el paciente:

Direccidon

Testigo 2:
Nombre

Firma

Fecha Hora:

Relacién con el paciente:

Direccidon
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
VOLUNTARIOS SIN SINDROME DE SJIOGREN

Titulo protocolo “Caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos Ty B en
pacientes con Sindrome de Sjégren primario: correlacion clinico-inmunolégica”

Este documento fue revisado y aprobado por el Comité de Etica del Instituto de
Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana. Numero de Resgistro protocolo
COFEPRIS 13 CEI 09 015 095

Identificacion del PARTICIPANTE (llenado por el médico)

Iniciales del participante (con mayusculas):

Numero de Identificacion del participante:

Edad del participante anos
Identificacion del Médico del Estudio
Nombre del investigador principal: Erika Maria Vera Pérez

Sitio de Investigacion: Unidad de Investigacion del Instituto de Oftalmologia
Fundacion de Asistencia Privada Conde de Valenciana IAP.

Domicilio: Chimalpopoca No. 14, Col. Obrera, Del. Cuauhtémoc, C. P. 06800,
México D. F. Tel. 5442-1700 Ext. 3725.

Lo estamos invitando a participar en un estudio de investigacidon que busca caracterizar
las células de defensa en relacion a una enfermedad llamada Sindrome de Sjogren, usted
estd siendo invitado a participar en el estudio porque no tiene diagnéstico de Sindrome
de Sjogren primario o secundario (mas adelante se le explica que es esta enfermedad)
ni otra enfermedad autoinmune (cuando las defensas atacan al propio cuerpo), alérgica
(como Rinitis Alérgica, Asma, Conjuntivitis Alérgicas, etcétera) u otra que podria alterar
su sistema inmunolégico (defensa) a criterio del investigador. Antes de que decida
participar, usted debe entender por qué se estad realizando este estudio, qué va a
involucrar y cudles son los riesgos y beneficios asociados. La informacion que se
proporciona a continuacion, le ayudara a tomar una decision informada. Por favor tome
su tiempo para leerla cuidadosamente y realizar todas las preguntas que surjan.

Este documento también le informara sobre cdmo se utilizara su expediente médico y
quién podra tener acceso a él. Una vez que haya leido el documento y se le hayan
aclarado todas sus dudas, se le pedira que lo firme si decide participar en el estudio. De
igual forma, se le entregara un original de este documento.

(QUE ESTUDIO SE VA A REALIZAR Y POR QUE?
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NOMBRE DEL ESTUDIO: “Caracterizaciéon inmunofenotipica de linfocitos T y B en
pacientes con Sindrome de Sjogren primario. Correlacion clinico-inmunolégica.”

{QUE ES EL SINDROME DE SJOGREN?

El Sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune sistémica, en la que sus
defensas atacan a su cuerpo, principalmente a sus glandulas que producen saliva y
lagrimas por lo que las principales manifestaciones clinicas son resequedad de boca y
ojos, pero pueden afectarse otras glandulas como las de la piel que pueden producir
resequedad de piel y otros 6rganos o sistemas como las articulaciones que pueden
producir dolor y ocasionalmente inflamacién articular, existen otras manifestaciones
poco frecuentes que pueden ocurrir en el pulmon, el rifidn, la piel, los nervios, etcétera.

(CUAL ES EL OBJETIVO DE ESTE ESTUDIO?

Queremos evaluar el tipo de células y sus subtipos que estan alteradas en la enfermedad
Sindrome de Sjogren y relacionarlas con las manifestaciones a nivel de los ojos, la boca
y sistémicas (otros érganos del cuerpo) y compararlas con participantes sin la
enfemedad como usted.

(COMO PODRA SER ELEGIDO EL PARTICIPANTE?
Antes de poder ser incluido en esta investigacidn, se le debera realizar lo siguiente a
cada participante:

4. Historial médico para confirmar:

e No tiene diagndstico de Sindrome de Sjogren primario (sin asociacién a
otras enfermedades autoinmunes) o secundario (si tiene dudas pregunta
al médico del estudio).

e No tiene diagndstico de alguna enfermedad autoinmune como Artritis
Reumatoide, Lupus Eritematoso Sistémico, Enfermedad Inflamatoria
Intestinal, Esclerosis Multiple, Esclerosis Sistémica, Espondiloartritis,
etcétera (si tiene dudas pregunta al médico del estudio).

e No tiene diagnoéstico de alguna enfermedad alérgica como Rinitis
Alérgica, Asma, Conjuntivitis Alérgica, etcétera (si tiene dudas pregunta
al médico del estudio).

e No tiene diagnostico de alguna otra enfermedad en la que podria estar
alterado su sistema inmunologico (defensa) a criterio del investigador
como vitiligo, alopecia, etcéra (si tiene dudas pregunta al médico del
estudio).

e No estar tomando medicamentos inmunosupresores (que bajan sus
defensas) por cualquier causa.

5. Ser mayor de 18 afios.
6. Aceptar y firmar este documento, al firmar este procedimiento usted autoriza
realizar todas las pruebas que son mencionadas en el documento.

Una vez realizados estos pasos y en caso de haber cumplido con estos criterios usted
podra ser incluido en el estudio.
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(EN QUE CONSISTE EL ESTUDIO?
A los participantes que cumplan los criterios para ser incluidos en el estudio, se les
realizara lo siguiente:

1. Interrogatorio y exploracion fisica para integrar su expediente.

2. Se le tomaran muestras de sangre para medir células de defensa que podrian
estar alteradas en el Sindrome de Sjogren llamadas linfocitos T y linfocitos B,
usando marcadores especiales se determinara el inmunofenotipo (tipo de
células inmunes que son) que incluiran: inmunofenotipo de LT CD4+ circulantes
y posterior estimulaciéon policlonal e inmunofenotipo de LB periféricos y
posterior a estimulacion policlonal (la estimulacion policlonal se realizara en el
laboratorio a sus células, no se hara en usted).

e Ademas se le mediran sustancias que determinan el tipo de respuesta de
su sistema inmunoldgico (defensa) en sangre y lagrimas que incluiran:
interleucina séricas, sobrenadante de cultivo y lacrimales Th1/ Th2/
TH17 (IL-2, IL-4, IL- 6, IL-10, IL-17A, TNF, IFN- gamma).

Sus muestras podrian ser almacenadas y usadas para investigaciones futuras si usted
acepta.

(CUALES SON LOS RIESGOS DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Las muestras de sangre para las pruebas mencionadas anteriormente se obtendran
mediante puncién de una vena de su brazo, se le extraeran de 5-10 mililitros (1-2
cucharaditas) aproximadamente de sangre, los principales riesgos de las muestras de
sangre son dolor en el sitio de puncidn, hemorragia, formacién de hematoma (moreton
o coleccion de sangre), desmayos, y en casos muy raros infeccion o lesion de estructuras
cercanas como nervios.

(CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS AL PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
Participar en este estudio tiene los siguientes posibles beneficios: los estudios
realizados no tendran ninguin costo para usted. Todos los resultados se le daran a
conocer si usted lo solicita.

Ademas usted podra contribuir en los avances del conocimiento médico acerca de la
causa del Sindrome de Sjogren que podria ayudar en un futuro a otros pacientes y
podria contribuir en el desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico, tratamiento y
seguimiento de esta enfermedad.

Usted no recibira ningin pago por participar en el estudio.

(TENGO QUE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO? ;CUALES SON LAS ALTERNATIVAS?
La participacién en este estudio es completamente voluntaria. Si por alguna razén
usted se negara a participar en él, esto no tendria ninguna repercusion en su atencion
brindada en el Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana. Usted tendra
el derecho de recibir el tratamiento habitual que se brinda en Instituto. En caso de
participar y de juzgarlo necesario, podria retirarse del estudio en el momento que lo
desee y sin repercusion en su seguimiento futuro.
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.COMO SERA GUARDADA LA INFORMACION? ; TENDRE ACCESO A ELLA?

La informacién que se obtenga serd estrictamente confidencial y anénima, es decir
sus datos seran guardados de manera que sélo el personal del estudio de investigacién
y personal autorizado tendra acceso a ella y no se vincularan sus datos ni se le
identificara personalmente en caso de que los resultados de la investigacion sean
publicados en congresos, cursos o revistas cientificas. Su informacién sera utilizada
exclusivamente para fines de investigacion. Como ya se menciond, los resultados se le
daran a conocer si usted lo solicita.

(QUE SUCEDE SI SURGE ALGUNA DUDA?

Cualquier duda adicional que surja en el futuro sera oportunamente aclarada. En caso
de dudas favor de comunicarse con la Dra. Erika Maria Vera Pérez, investigador
principal, o con el Dr. Marco Polo Peralta Alvarez al teléfono: 5442-1700 Ext. 3725,
los dias martes de 15:30hrs a 18:00hrs con la Dra Vera y de lunes a Viernes de 08:00 a
13:00hrs con el Dr. Peralta.

Si tiene dudas sobre sus derechos como participante de un estudio de investigacién
podrd comunicarse con el Dr. Yonathan Garfias Becerra, presidente del Comité de
Etica del Instituto de Oftalmologfa Fundacién Conde de Valenciana al teléfono: 5442-
1700 Ext. 3212.

AL FIRMAR A CONTINUACION USTED DECLARA QUE:
1. Heleido cuidadosamente (o me han leido mi representante legal) y he entendido
el consentimiento informado.
2. Se me ha brindado informacién clara y tiempo suficiente para leer el
consentimiento informado y aclarado todas mis dudas.
3. Mi participacion es voluntaria y entiendo que soy libre de retirarme del estudio
en cualquier momento que lo decida.

No he sido sometido a ningun tipo de presion para participar en el estudio.

Libremente otorgo mi consentimiento para participar en este estudio.

Es de mi conocimiento que acudiré a valoraciones médicas en el Instituto de

Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana y a valoracién ultrasonografica al

Instituto Nacional de Rehabilitaciéon. Entiendo que la atencion médica y los

estudios clinicos que forman parte del protocolo especificados en esta forma de

consentimiento informado durante el estudio seran de manera gratuita.

7. Entiendo que con mi firma o huella dactilar en este documento, autorizo al
médico del estudio a realizarme los procedimientos que se describen en este
documento.

8. Confirmo que he recibido un original de este documento firmado y fechado y el
otro original es resguardado por el médico del estudio.

ok

Muestras para investigaciones futuras (opcional):
Aceptdé mis muestras sean almacenadas para investigaciones futuras:
Si No



Nombre del participante:
Firma
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Fecha

Hora:

Representante legal o tutor del paciente (Si aplica).

Nombre

Firma

Fecha

Relacién con el paciente:

Hora:

Huella digital del dedo indice derecho (en caso de no saber leer y escribir u otra

situacion que lo amerite)

Persona que conduce proceso de consentimiento informado:
Nombre de quien obtiene el consentimiento:

Firma

Fecha

Testigo 1:
Nombre

Hora:

Firma

Fecha

Relacion con el paciente:
Direccion

Hora:

Testigo 2:
Nombre

Firma

Fecha

Relacion con el paciente:
Direccion

Hora:
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Anexo 2

Hoja de Recoleccidon de Datos Demograficos, Afeccion Glandulas Salivales, Sistémicos e

Inmunolégicos

Titulo protocolo “Caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos T y B en pacientes con

Sindrome de Sjégren primario: correlacion clinico-inmunolégica”

Criterio de Clasificacion Sindrome de Sjdgren del Consenso Americano- Europeo (2002)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Sintomas oculares positivos consistentes en resequedad ocular diaria persistente por mas de 3 meses,
sensacion recurrente de arenilla o grava en los 0jos y/o uso de sustitutivos de lagrimas mas de 3 veces
al dia.

Cumple criterio: ~~ Si ~ No

Sintomas orales consistentes en sensacion diaria de resequedad oral por mas de 3 meses, inflamacion
de glandulas salivales recurrente o persistente del adulto y/o si requiere beber liquidos frecuentemente
para ayudar a tragar alimentos secos.

Cumple criterio:  Si  No

Signos oculares con evidencia objetiva y positiva en al menos uno de éstos: prueba Schirmer sin
anestesia positiva, calificacion de rosa de bengala u otra validada de ojo seco.

Cumple criterio: ~~ Si ~ No

Histopatologia con sialodenitis linfocitica focal con calificacion mayor a un foco linfocitario positivo
(1 foco se considera mas de 50 linfocitos en un area de 4mm?).

Cumple criterio: ~~ Si ~ No

Signo de afeccion de glandula salival con evidencia objetiva de al menos uno de los siguientes: flujo
salival no estimulado menor a 1.5ml en 15 minutos, sialografia parotidea con sialectasias difusas
(patrén punteado, cavitario o destructivo) sin obstruccion de ductos mayores, cintillografia salival con
retraso de captura, concentracion disminuida y/o excrecion retardada del trazador. *En el protocolo
solo se realizara la prueba de flujo salival no estimulado.

Cumple criterio: _ Si _ No
Anticuerpos Anti- Ro (anti- SSA) y/o anti- La (anti- SSB) positivos.
Cumple criterio:  Si No

Criterios de exclusion: no tener antecedente de radioterapia de cuello o cabeza, infeccion activa por
virus hepatitis C (VHC), enfermedad de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), antecedente de linfoma,
sarcoidosis, enfermedad injerto contra huésped o uso de medicamentos anticolinérgicos.

Cumple criterio: ~~ Si ~ No

Se considera cumple con criterios de clasificacion al tener 4 de éstos 6 criterios positivos pero debe incluir el
criterio de histopatologia o serologia (anticuerpos positivos) o si tiene positivo 3 de los 4 criterios objetivos
(signos oculares, histopatologia, afeccion glandular objetiva o positividad de anticuerpos) y cumplir con los
siguientes.

Cumple criterios de clasificacion: _ Si No

No. Paciente Protocolo:

Fecha de evaluacién clinica:

Nombre:
Direccién:

Teléfono:

Caracteristicas Demograficas




Edad: Fecha de Nacimiento:
Expediente Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana (si lo tiene):
Lugar Nacimiento:

Género: 0 Femenino 1 Masculino

Raza: 0 caucasico 1 mestizo 2 indigena

Ocupacion: 0 Empleado por su cuenta hogar. 1 Comercio formal.

2 Comercio informal. 3 Asalariado. 4 Jubilado.

5 Estudiante. 6 Desempleado. 7 Discapacidad.

Actividad Fisica 0 No realiza 1 Aerdbica 2 No Aerdbica
Tiempo que realiza: horas/semana

Peso: kg Talla: m IMC: kg/m?

Escolaridad (afios): 123456789101112131415 >15

Tabaquismo: 0 Negativo. 1 Positivo Indice Tabaquico:
Cuantos cigarros al dia (promedio):
Afios tabaquismo:

Co- morbilidades (tiempo evolucidn, tratamiento, complicaciones):
a)
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b)

<)

d)

e)

f)

g)

h)

0 Ninguno 1 DM2 2 HAS 3 Dislipidemia mixta

4 Hipertrigliceridemia 5 Hipercolesterolemia 6 Hiperuricemia

7 Hipotiroidismo 8 Otra

Fecha aproximada diagndstico:

Edad al diagndstico enfermedad:

Tiempo evolucidn enfermedad (inicio sintomas, no diagndstico):

Edad al inicio sintomas de la enfermedad:




Tiempo entre inicio sintomas e inicio tratamiento FARME:
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Edad al inicio tratamiento FARME:

Tratamiento FARME previo (si tuvo inicio, suspension):
1)

Tratamiento FARME actual:
1)

2)

3)

4

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Manifestaciones extragalndulares durante evolucion (si las hay en SSp):
1)

2)

3)

4)

Comentarios de HC importantes:
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Afeccion de glandulas salivales

1)

2)

Flujo salival no estimulado (15min): ml 0 Negativa (>1.5ml) 1
Positiva (>1.5ml).

Biopsia de glandula salival: 0 Grado 0: sin infiltrado linfocitario. 1 Grado 1: infiltrado
linfocitario/plasmocitario leve difuso (<50 células/4mm?). 2 Grado 2: infiltrado moderado
o menos de un foco de infiltrado linfocitario/plasmocitario (<1 foco de 50 células/4 mm?). 3

Grado 3: infiltrado linfocitario/plasmocitario (1 foco de 50 células/4 mm?) y atrofia glandular
(fibrosis, pérdida marcada de acinos, ductos dilatados). 4 Grado 4: mas de un foco

Exploracion Fisica

TA mmHg FC X SatO2 %AA

Linfadenopatias: Normal Anormal Especificaciones:

Glandulas: Normal Anormal Especificaciones:
Articulaciones: Normal Anormal Especificaciones:

Pie: Normal Anormal Especificaciones:

Pulmoén: Normal Anormal Especificaciones:

Musculo: Normal Anormal Especificaciones:

Sistema nervioso periférico: Normal Anormal Especificaciones:

Sistema nervioso central: Normal Anormal Especificaciones:

indice de actividad de la enfermedad de Sindrome de Sjogren EULAR (ESSDAI)

Dominio Nivel de actividad Descripcion




Constitucional (descartar
infecciones o pérdida peso
voluntaria)

Linfadenopatia (excluir
infecciones)

Glandular (excluir infeccion o

litiasis)

Articular (excluir Osteoartritis)

Cutaneo

Pulmonar

Renal

Muscular (exclusiéon miopatia
por glucocorticoide)
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Baja: Fiebre leve o intermitente (37.5-

3015; ;')a 38.5°C)/ diaforesis y/o pérdida peso 5- '10%.
6 Moderada Moderada: fiebre '>38.5°C, diaforesis
nocturna, pérdida peso >10%.
Baja: linfadenopatia >1cm en cualquier
0 No region o >2cm region inguinal.
4 Baja Moderada: >2cm cualquier region o >3cm
8 Moderada inguinal y/o esplenomegalia (clinica o
12 Alto imagen).
Alta: malignidad trastorno proliferativo LB.
Baja: incremento tamafio <3cm parotida o
limitado a glandulas submandibulares o
0 No .
e . lagrimales. i »
4 Moderada Moderada: 1pcremento tamafio parotida
>3cm o importante de glandulas
submandibulares o lacrimales.
Baja: artralgias de manos, carpos, tobillos y
0 No pies con rigidez articular matinal >30min.
2 Baja Moderada: artritis 1-5 articulaciones (conteo
4 Moderada articular 28).
6 Alta Alta: artritis >6 articulaciones (conteo
articular 28).
Baja: eritema multiforme.
0 No Moderada: vasculitis cutanea limitada
3 Baja (vasculitis uticariana, pirpura limitada a pies
6 Moderada o tobillo, lupus subagudo).
9 Alta Alta: vasculitis cutanea difusa (vasculitis
urticariana, purpura difusa, tlceras).
Baja: tos persistente o afeccion bronquial sin
evidencia por imagen de dafio o enfermedad
pulmonar intersticial por radiologia o
TACAR¥*, sin disnea o funcioén pulmonar
normal.
0 No Moderada: afeccion pulmonar activa
5 Baja moderada (TACAR fibrosis pulmonar con
10 Moderada disnea ejercicio NHY A II 6 pruebas de
15 Alta funcién pulmonar anormal: DLco>70% pero
no <40% o FVC >80% pero no <60%.

Alta: fibrosis pulmonar TACAR con disnea

en reposo (NHYA III o IV) o pruebas de

funcién pulmonar anormales FVC <60% o

DLco <40%.

Baja: acidosis tubular renal sin falla renal o
afeccion glomerular (proteinuria 0.5-1gr/dia)
sin hematuria ni falla renal (TFG=60ml/min).

Moderada: acidosis tubular renal al
0 No (TFG<60ml/min) o afeccion glomerular
5 Baja (proteinuria 1- 15gr/dia sin hematuria ni falla
10 Moderada renal o evidencia histologica de GMN extra
15 Alta membranosa o infiltrado intersticial.
Alta: afeccion glomerular (proteinuria
>1.5gr/dia o hematuria) o falla renal (TFG
<60ml/min) o cambios histologicos de GMN
proliferativa o crioglobulinemia).
0 No Baja: miositis por EMG anormal o biopsia
6 Baja sin debilidad o CPK normal.




Sistema nervioso periférico

Sistema nervioso central (SNC)

HematolG6gica (s6lo citopenias de
origen autoinmune)
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12 Moderada
18 Alta

Moderada: miositis activa por EMG anormal
o biopsia con debilidad muscular (4/5) o
CPK elevada mas del doble pero menos de 4
veces.

Alta: miositis activa alta por EMG anormal o
biopsia con debilidad (<3/5) o CPK elevada
mas de 4 veces.

0 No
5 Baja
10 Moderado
15 Alta

(SNP)

Baja: polineuropatia axonal sensitiva pura
(estudios neuroconduccion) o neuralgia
trigémino.

Moderada: neuropatia motora- sensorial
axonal, neuropatia sensorial pura con
vasculitis crioglobulinemica, ganglionopatia,
polineuropatia demielinizante inflamatoria
(estudios neuroconduccion) o afeccion
cranial de origen periférico.

Alta: neuropatia motora- sensorial axonal
(déficit motor <3/5) afeccion nervios
periféricos por vasculitis, ganglionopatia con
ataxia severa, polineuropatia demielinizante
inflamatoria (déficit motor <3/5).

0 No
10 Moderada
15 Alta

Moderada: afeccion nervio craneal origen
central, neuritis optica o sindrome tipo
esclerosis multiples (sensibilidad o
cognitivo).

Alta: vasculitis cerebral con EVC o ataque
isquémico transitorio, convulsiones, mielitis
transversa, meningitis linfocitica, sindrome
tipo esclerosis sistémica (motor).

0 No
2 Baja
4 Moderada
6 Alta

Baja: Neutropenia >1000 pero <1500 anemia
Hb >10 pero <12, trombocitopenia >100,000
pero <150,000.

Moderada: Neutropenia >500 pero <1000
anemia Hb >8 pero <10, trombocitopenia
>50,000 pero <100,000.

Alta: Neutropenia <500 anemia Hb <8,
trombocitopenia <50,000.

0 No
1 Baja
2 Moderada

Bioldgico

Baja: complemento C3 y C4 bajo,
hipergammaglobulinemia, IgG >16 pero
<20g/L.

Moderada: crioglobulinemia,
hipergammaglobulinemia, IgG >20g/L y/o
hipogammaglobulinemia reciente o
reduccion reciente nivel IgG (<5g/L).

1) Constitucional: puntos.
2) Linfadenopatia: puntos.
3) Glandular: puntos.

4) Articular: puntos.

5) Cutaneo: puntos.

6) Pulmonar: puntos.

7) Renal: puntos.

8) Muscular: puntos.

9) SNP: puntos.

10) SNC: puntos.

11) Hematoldgica: puntos.



12) Bioldgico: puntos.

Resultados Laboratorio e Inmunoldgicos

1) ANA:

2) Anti- Ro (SSA):

3) Anti-La (SSB):

4) Factor Reumatoide:
5) IgG:

6) IgA:

7) IgM:

8) IgE:

9) IgGl:

10) IgG2:

11) IgG3:

12) 1gG4:

13) Crioglobulinas: 0 Ausente
14) Complemento C3:
15) Complemento C4:

16) Hemoglobina

0 Negativo 1 Titulos Bajos

1 Presente

Valor de referencia en caso alteracion

17) Hematocrito

18) VCM

19) HCM

20) Leucos

21) Neutrofilos

22) Linfocitos

23) Monocitos

24) Eosinofilos

25) Basofilos

26) Plaquetas

27) Glucosa

28) Urea

29) Creatinina

30) Proteina C reactiva

31) VSG

32) Colesterol

33) Triglicéridos

34) Acido trico

35) Albimina

36) Albimina orina

37) Creatinina orina

38) UACR

39) EGO:
PH
Densidad
Nitritos
Leucocitos
Eritrocitos
Bacterias
Cristales
Piocitos
Otros

Inmunofetipo
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2 Titulos Altos

mg/g => albumina orina (mg/dL)/ creatinine orina (g/dL)



1) LT CD4 circulantes.
a) T memoria central/periférica: CCR7
CD27
CD45RA
CDA45R0
b) Homing: CCR3 (Th2)
CCR4 (Treg)
CCR9 (mucosas)
CCRS (Thl)
c) ThF: CXCRS
CD57
CD28
d) Tregs CDh4
CD25
FOXP3

2) LT CD4 circulantes posterior activacién policlonal.
a) T memoria central/periférica: CCR7
CD27
CD45RA
CD45R0
b) Homing:  CCR3 (Th2)
CCR4 (Treg)
CCR9 (mucosas)
CCRS (Thl)
c) ThF: CXCR5
CD57
CD28
d) Tregs CDh4
CD25
FOXP3

3) LB circulantes.
a) LB CDI9
CD21
CD27

IgM

Igbh
CD38

b) LBreg

4) LB circulantes posterior estimulacion policlonal.
¢) LBCDI9
CD21
CD27
IgM
Igbh
CD38
d) LBreg

Citocinas

1) Séricas: IL-2
IL-4
IL- 6
IL-10



IL-17°
TNF alfa
IFN- gamma

2) Lacrimales: IL-2
IL-4
IL- 6
IL-10
IL-17
TNF alfa
IFN- gamma

3) Sobrenadante de cultivo: IL-2
IL-4
IL-6
IL-10
IL-17¢
TNF alfa
IFN- gamma
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Anexo 3

Hoja de Recoleccion de Datos Oftalmolégicos

Titulo protocolo “Caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos T y B en pacientes
con Sindrome de Sjogren primario. Correlacion clinico-inmunolégica”

No. Paciente Protocolo:

Fecha de evaluacion clinica:

Nombre:

0JO DERECHO

1) Agudeza visual:

2) Biomicroscopia (observaciones):

3) Tincién superficie ocular

a) Rosa de bengala 0 Negativa 1 Positiva
b) Fluoresceina 0 Negativa 1 Positiva

4) Calificacion van Bijsterveld.

a) Cérnea 0 Negativo 1 Grado 1 2 Grado 2

3 Grado 3
b) Area 1 conjuntiva 0 Negativo 1 Grado 1 2 Grado 2
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3 Grado 3
c) Area 2 conjuntiva 0 Negativo 1 Grado 1 2 Grado 2
3 Grado 3
TOTAL

*Grado 1 puntilleo escaso separado. Grado 2 puntilleo moderado separado. Grado 3
puntilleo confluente.

() ()
() ()
() ()
5) Dafio Cérnea.
6) Tiempo ruptura pelicula lacrimal posterior a tinciones: segs
7) Prueba Schirmer I: mm 0 Negativa (<5mm en 5min) 1 Postiva
Prueba Schirmer I1: mm 0 Negativa (<Smm en Smin) 1

Postiva



TIRAS SCHIRMER
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8) Grado demanda gotas oftalmicas: 0 Negado. 1 Una vez al dia. 2 Dos
veces al dia. 3 Tres veces al dia. 4 Cuatro veces al dia. 5 Mas de
4 veces al dia.
9) Citologia de impresion: 0 Negativa 1 Positiva Grado:
Observaciones:
10) Altura del menisco: mm. 0 Negativa (>0.1mm) Positiva
(<0.1mm)

11) Reborde palpebral observaciones:

Linea Marx:
NUmero parpadeo por minuto:
Cierre adecuado: 0 No 1 Si
12) Sensibilidad: Presente 0 No 1 Si

Disminuida 0 No 1 Si



0OJO IZQUIERDO

1) Agudeza visual:

2) Biomicroscopia (observaciones):

3) Tincién superficie ocular

a) Rosa de bengala 0 Negativa 1 Positiva
b) Fluoresceina 0 Negativa 1 Positiva

4) Calificacion van Bijsterveld.

a) Codrnea O_ Negativo 1 Grado 1 2 Grado2
3 Grado 3
b) Area 1 conjuntiva 0__ Negativo 1 Grado 1 2 Grado 2
3 Grado 3
c) Area 2 conjuntiva 0 _ Negativo 1 Grado 1 2 Grado 2
3 Grado 3
TOTAL

*Grado 1 puntilleo escaso separado. Grado 2 puntilleo moderado separado. Grado 3
puntilleo confluente.
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() ()
() ()
() ()
5) Daio Cérnea.
6) Tiempo ruptura pelicula lacrimal posterior a tinciones: segs
7) Prueba Schirmer I: mm 0 Negativa (<5mm en 5min) 1 Postiva
Prueba Schirmer II: mm 0 Negativa (<5mm en 5min) 1

Postiva

TIRAS SCHIRMER
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8) Grado demanda gotas oftalmicas: 0 Negado. 1 Una vez al dia. 2 Dos
veces al dia. 3 Tres veces al dia. 4 Cuatro veces al dia. 5 Mas de
4 veces al dia.
9) Citologia de impresién: 0 Negativa 1 Positiva Grado:
Observaciones:
10) Altura del menisco: mm. 0 Negativa (>0.lmm) 1 Positiva
(<0.1mm)

11) Reborde palpebral observaciones:

Linea Marx:
NUmero parpadeo por minuto:
Cierre adecuado: 0 No 1 Si
12) Sensibilidad: Presente 0 No 1 Si

Disminuida 0 No 1 Si

Cuestionario OSDI

éHa experimentado alguna de las siguientes alteraciones durante la ultima semana?

FRECUENCIA
En todo | Casientodo| EI50% Casi en En ninglin
momento| momento |del tiempo ningun momento
momento

Sensibilidad a la luz

Sensacion de arenilla en
los ojos

Dolor de ojos

Vision borrosa

Mala vision
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éHa tenido problemas en los ojos que le han limitado o impedido realizar alguna de
las siguientes acciones durante la jlltima semana?

FRECUENCIA
En todo Casi en El 50% Casien En ningiin | NO
momento todo del ningun momento | SE
momento tiempo momento

Leer

Conducir de noche

Trabajar con un
ordenador o utilizar un
cajero automatico

Ver la television

i¢Ha sentido incomodidad en los ojos en alguna de las siguientes situaciones durante

la dltima semana?

FRECUEMCIA
En todo Casi en El 50% Casi en En ningtn | NO
momento todo del ninguan momento | SE
momento tiempo momento

Viento

Lugares con baja
humedad (muy secos)

Zonas con aire
acondicionado




Anexo 4

Hoja de Recoleccion de Ultrasonido de Glandulas Mayores
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Titulo protocolo “Caracterizaciéon inmunofenotipica de linfocitos T y B en pacientes con
Sindrome de Sjégren primario. Correlacion clinico-inmunolégica”

No. Paciente Protocolo:

Fecha de evaluacion clinica:

Nombre:
Parametro Glandulas 0 1 2 3
Ecogenicidad
parenquima Parét@a Y Comparable Disminuido - --
comparado con | submandibular
tiroides*
Falta de Parotida , .
Homogeneici dad | subman. dibli]lar Homogéneo Leve Evidente Severo
. Area.s Par(’md.a y Ausente Pocas aisladas Varias Numerosas
hipoecoicas submandibular
Ecos Parotida Ausente Pocos escasos Severo Numerosos
hiperecoicos Submandibular Ausente Presente - -
Clzrldad de Parétida y Claro, bord.es Parcialmente Bordes mal Bordes no
ordes . regulares bien bordes ) .
glandulares submandibular definidos definidos definidos visibles
1) Ecogenicidad parénquima parétida derecha: 0 Grado 0 1 Grado 1
Ecogenicidad parénquima parétida izquierda: 0 Grado0O 1__ Grado 1
Ecogenicidad parénquima submandibular derecha: 0 Grado0 1 __ Grado
1 Ecogenicidad parénquima submandibularizquierda:0 __ Grado0O 1___ Grado
1
2) Falta homogeinidad parotida derecha: 0 Grado O 1 Grado1l
2 Grado2 3 Grado 3
Falta homogeinidad parétida izquierda: 0 ___ Grado O 1 Grado1l
2 Grado2 3 Grado 3
Falta homogeinidad submandibular derecha: 0 __ Grado 01 Grado 1
2 Grado2 3 Grado 3
Falta homogeinidad submandibular izquierda: 0 Grado 0 1
Grado 1 2 Grado 2 3 Grado 3
3) Areas hipoecoicas parétida derecha: 0 Grado0 1 Grado 1 2
Grado 2 3 Grado 3
Areas hipoecoicas parétida izquierda: 0 Grado 0 1 Grado1l
2  Grado2 3 Grado 3
Areas hipoecoicas submandibular derecha:0 _ GradoO 1 __ Grado 1l
2  Grado2 3 Grado 3
Areas hipoecoicas submandibular izquierda: 0 Grado 0 1 Grado 1
2  Grado2 3 Grado 3
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4) Ecos hiperecoicos glandula parétida derecha: 0 Grado01__ Grado 1

2  Grado2 3 Grado 3
Ecos hiperecoicos glandula parétida izquierda: 0 Grado 0 1
Grado 1 2 Grado 2 3 Grado 3

5) Ecos hiperecoicos glandula submandibular derecha: 0 Grado0 1___ Grado
1 Ecos hiperecoicos glandula submandibular izquierda: 0 Grado 0 1
Grado 1

6) Claridad de bordes regulares parétida derecha: 0 Grado O 1 _ Grado

12 Grado 2 3 Grado 3

Claridad de bordes regulares paroétida izquierda: 0 Grado O 1
Grado 1 2 Grado 2 3 Grado 3
Claridad de bordes regulares submandibular derecha: 0 Grado 0 1
Grado 1 2 Grado 2 3 Grado 3
Claridad de bordes regulares submandibular izquierda: 0 Grado 0 1
Grado 1 2 Grado 2 3 Grado 3

7) Doppler poderincrementado: 0 Negativo 1__ Positivo

8) Elastografia glandula parétida derecha pixeles Jimage:

Media pixeles: Pixeles glandular total. _ Pixeles area con menos
indurada. __ Pixeles area mas indurada.
Pixel minimo: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. __ Pixeles area mas indurada.
Pixel maximo: Pixeles glandular total. __ Pixeles drea con menos
indurada. _____ Pixeles 4rea mas indurada.

Elastografia glandula parétida izquierda pixeles Jimage:

Media pixeles: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. __ Pixeles drea mas indurada.
Pixel minimo: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. __ Pixeles drea mas indurada.
Pixel maximo: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. __ Pixeles drea mas indurada.

Elastografia glandula submandibular derecha pixeles JImage:

Media pixeles: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. __ Pixeles drea mas indurada.

Pixel minimo: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. _____ Pixeles drea mas indurada.

Pixel maximo: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. _____ Pixeles drea mas indurada.

Elastografia glandula submandibular izquierda pixeles Jimage:
Media pixeles: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. _____ Pixeles drea mas indurada.
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Pixel minimo: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos
indurada. _ Pixeles area mas indurada.
Pixel maximo: Pixeles glandular total. Pixeles area con menos

indurada. _ Pixeles drea mas indurada.
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