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Articulo original
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Introduccion. El sindrome de Sjégren es una enfermedad autoinmunitaria sistémica. Se ha
descrito la utilidad de la inmunohistoquimica de la biopsia de glandula salival menor por su
utilidad en la caracterizacion del fenotipo de los linfocitos en los casos de dificil diagnéstico.
Objetivo. Describir las variables sociodemograficas, clinicas, serolégicas, histopatolégicas
e inmunohistoquimicas de los pacientes con sindrome seco en quienes se practico biopsia
de glandula salival menor que resulté con un puntaje de foco de uno o mas.

Materiales y métodos. Se adelant6 un estudio observacional, retrospectivo, en el que

se incluyeron pacientes en estudio por posible sindrome seco y cuya biopsia de glandula
salival menor estaba disponible y habia obtenido un puntaje de foco de uno o més. En

la biopsia de la glandula salival menor se realiz6 inmunohistoquimica con cromégeno

rojo para la identificacién de los linfocitos T CD8 positivos y marrén, para los linfocitos T
CD4 positivos. Se determiné la relacion de los marcadores CD20:CD3 y CD4:CD8 con el
equipo MoticEasyScan Pro-6™ (MOTIC) y el software QuPath™. El andlisis de las variables
cualitativas se realiz6 mediante la aplicacion de la prueba de ji al cuadrado (c?) o la prueba
exacta de Fisher; para el de las variables cuantitativas, la prueba seleccioné segun el
supuesto de normalidad.

Resultados. Se analizaron 28 pacientes, 16 con sindrome de Sjégren y 8 con
poliautoinmunidad. Se encontrd una asociacién entre la presencia de atrofia glandular

en la biopsia de glandula salival menor y el desarrollo de poliautoinmunidad (OR = 11,1;

IC 4., 1,12-112; p = 0,033). Las relaciones CD20:CD3 y CD4:CD8 fueron normales, sin
diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con sindrome de Sjégren y

sin él. En el subgrupo de pacientes con sindrome de Sjégren hubo predominancia de los
linfocitos T CD4, 15 de los 16 casos tenian una relacién CD4:CD8 igual o mayor de 2:1.
Conclusiones. Se encontr6 una asociacién entre la atrofia glandular y la presencia de
poliautoinmunidad, asi como predominancia de los linfocitos T CD4 en los pacientes con
sindrome de Sjogren. Esto resalta el posible valor de aplicar la inmunohistoquimica en las
biopsias de glandula salival menor en este grupo.

Palabras clave: sindrome de Sjégren; inmunohistoquimica; biopsia; linfocitos;
enfermedades autoinmunes.

Clinical, histopathological, and immunohistochemical characteristics of patients with
sicca syndrome with a focus score 2 1 in the minor salivary gland biopsy

Introduction. Sjdgren’s syndrome is a systemic autoimmune disease. The usefulness of
immunohistochemistry in minor salivary gland biopsies has been described to be helpful in
indirectly characterizing the lymphocyte phenotype in difficult diagnosis cases.

Objective. To describe sociodemographic, clinical, serological, histopathological, and
immunohistochemical variables in patients with sicca syndrome and a minor salivary gland
biopsy focus score greater than or equal to one.
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Materials and methods. We conducted an observational, retrospective study that
included patients under study for potential sicca syndrome whose minor salivary gland
biopsy was available and had obtained a focus score greater than or equal to one.
Immunohistochemistry was performed on the minor salivary gland biopsy with chromogen
red staining for CD8 T lymphocytes and brown staining for CD4 T lymphocytes. Expression
ratio of CD20:CD3 and CD4:CD8 markers was determined with the MoticEasyScan Pro
6™ (MOTIC) device and the QuPath™ software. Qualitative variables were analyzed using
the chi-square or Fisher’s exact test, and quantitative variables were analyzed according to
their assumption of normality.

Results. Twenty-eight patients were analyzed: 16 patients had Sjégren’s syndrome, and

8 of them had polyautoimmunity. An association was found between atrophy in the minor
salivary gland biopsy and development of polyautoimmunity (OR = 11.1; 95% Cl: 1.12-112;
p value = 0.033). The CD20:CD3 and CD4:CD8 ratios were normal, with no statistically
significant differences between patients with and without Sjégren’s syndrome. In the
subgroup of patients with Sjégren’s syndrome, CD4 T lymphocytes were predominant, with
15 cases out of 16 with CD4:CD8 ratios equal to or greater than 2:1.

Conclusions. Glandular atrophy was associated with the development of polyautoimmunity
and a predominance of CD4 T lymphocytes in patients with Sjogren’s syndrome. This
finding highlights the potential value of immunohistochemistry of minor salivary gland
biopsies in this group.

Keywords: Sjogren’s syndrome; immunohistochemistry; biopsy; lymphocytes; autoimmune
diseases.

El sindrome de Sjogren es una enfermedad autoinmunitaria sistémica de
etiologia multifactorial, caracterizada por la infiltracion y activacién aberrante
de los linfocitos T y B, que afecta la funcién de la unidad secretora de las
glandulas exocrinas (1,2).

Su incidencia global anual es de 7 casos por cada 100.000 personas y
una prevalencia de 43 a 60 casos por cada 100.000 habitantes. Sin embargo,
estas cifras dependen de los criterios clasificatorios y las condiciones
sociodemogréficas de las poblaciones estudiadas (3). Se estima que el
sindrome de Sjoégren ocupa el segundo lugar de prevalencia a nivel mundial
entre las enfermedades autoinmunitarias sistémicas (4).

Los criterios del American College of Rheumatology (ACR) y la
anteriormente llamada European League against Rheumatism (EULAR) del
2016 son los mas recientes y ampliamente aceptados para la clasificacién
del sindrome de Sjogren (5). Estos incorporan una combinacién de variables
clinicas, serolégicas e histopatolégicas que incluyen la biopsia de la glandula
salival menor con hallazgos especificos de sialoadenitis linfocitica focal
asociada a un puntaje de foco de uno o mas por cada 4 mm?2 de tejido (5).

Respecto a estos criterios, es necesario cumplir con cuatro puntos, al
menos, el puntaje de foco > 1 y la presencia de anticuerpos anti-SSA/Ro son
los de mayor importancia para clasificar esta enfermedad (5,6)

Los pacientes con sindrome de Sjégren tienen un riesgo de 9 a 16 veces
mayor de desarrollar neoplasias solidas o linfoides. El linfoma no Hodgkin de
la zona marginal es la neoplasia mas frecuente en estos pacientes, donde la
hipertrofia persistente de las glandulas salivales es el factor de riesgo clinico
mas importante para el desarrollo del sindrome de Sjégren (7,8).

En términos de sintomas clinicos y hallazgos histopatolédgicos, es
un desafio discernir entre el subtipo de linfoma no Hodgkin de la zona
marginal asociado a las mucosas y las lesiones inflamatorias relacionadas
con el sindrome de Sjogren, ya que no existen marcadores especificos
de inmunohistoquimica disponibles para su diagnéstico. Por esta razén,
se han desarrollado varios ensayos de laboratorio para la deteccion de
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reordenamientos clonales de genes de inmunoglobulinas asociados al
proceso de formacién de linfomas. Estos se basan en la teoria de que los
linfocitos comparten origenes clonales (9-11).

Debido al alto costo de tales pruebas moleculares, con frecuencia se
prefiere el uso de la inmunohistoquimica (sin ser una practica rutinaria)
para la identificacion de clones de linfocitos aberrantes. Esta técnica
permite caracterizar indirectamente el fenotipo de los linfocitos presentes
en la biopsia de glandula salival menor, sobre todo en situaciones de dificil
diagndstico y en el analisis de muestras de pacientes incluidos en ensayos
clinicos (6). La inmunohistoquimica es un método que utiliza anticuerpos
dirigidos contra marcadores especificos de ciertos tejidos para determinar el
tipo de célula y el 6rgano de origen (12).

Son escasos los estudios que describen la caracterizacion y la distribucion
de las células T y B asociadas a diversos factores clinicos en los pacientes
con sindrome de Sjogren. Hasta la fecha no hay una estandarizacion
inmunohistoquimica que permita la interpretacion precisa de los hallazgos
histopatolégicos y del fenotipo linfocitario especifico en biopsias de glandula
salival menor de estos pacientes. Sin embargo, Fisher et al. (6) sugieren
incluir tinciones para CD3, CD20 y CD21, determinar la presencia de
estructuras similares a los centros germinales y analizar la proporcion de
focos con segregacion de células Ty B y de redes de células dendriticas
foliculares dentro del estudio ampliado de la biopsia. Todo lo anterior podria
mejorar la precision diagnostica de la biopsia de glandula salival menor en
los pacientes con sindrome de Sjogren (6).

Asi, pues, el objetivo de este estudio fue describir las variables
sociodemogréficas, clinicas, seroldgicas e histopatoldgicas de los pacientes
con sindrome seco cuya biopsia de glandula salival menor tuvo un puntaje de
foco de uno o mas. Ademas, se caracterizaron las diferentes subpoblaciones
linfocitarias mediante la aplicaciéon de inmunohistoquimica con anticuerpos
dirigidos contra los marcadores CD3, CD4, CD8 y CD20 en la biopsia de la
glandula salival menor.

Materiales y métodos
Poblacion

Se llevé a cabo un estudio observacional, retrospectivo, en el que se
seleccionaron pacientes que cumplieran los siguientes criterios de inclusién:

1. mayores de 18 afos;

2. sujetos con sindrome seco en estudio y en seguimiento por el Servicio
de Reumatologia del Hospital de San José (Bogota, Colombia),
desde enero del 2019 hasta diciembre del 2022, a quienes se les
habia solicitado biopsia de glandula salival menor como herramienta
diagndstica, luego de excluir antecedentes clinicos de otras
enfermedades (infeccién por hepatitis C activa, sida, sarcoidosis,
amiloidosis, enfermedad de injerto contra huésped y enfermedad
relacionada con IgG4), segun los lineamientos de ACR/EULAR 2016
®)y

3. pacientes con disponibilidad de biopsia de glandula salival menor,
cuyo resultado tuviera un puntaje de foco de uno 0 mas, criterio usado
por ACR/EULAR 2016 para clasificar el sindrome de Sjogren (5).
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Un foco se definié como el acimulo de 50 0 mas células mononucleares
en un area de 4 mm?2 de tejido de apariencia normal. El puntaje de foco se
calculé como el nimero de focos por area de la muestra (mm?) multiplicado
por cuatro. La técnica con la que se tomé la biopsia de glandula salival menor
fue la convencional mediante incisidn lineal horizontal Unica, de 5 mm a 10
mm, paralela al borde de la superficie interna del labio inferior a través de la
mucosa (6,13).

Se recolectaron datos de variables sociodemograficas (sexo, edad,
educacion y seguridad social), clinicas (duracién de la enfermedad,
manifestaciones extraglandulares, comorbilidades y poliautoinmunidad
definida como la presencia de dos 0 mas enfermedades autoinmunitarias
confirmadas) (14) y seroldgicas (anticuerpos antinucleares, anticuerpos
nucleares extraibles, hemograma y factor reumatoide).

Se clasificaron como sindrome de Sjégren aquellos casos que cumplian
los criterios ACR/EULAR 2016 (5). En aquellos pacientes clasificados como
sindrome de Sjogren, se calcul6 el indice de actividad de la enfermedad
EULAR Sjégren’s Syndrome Disease Activity Index (ESSDAI).

Caracteristicas histopatoldgicas

Se recuperaron los bloques de parafina y las laminas de la biopsia de
glandula salival menor del Servicio de Patologia del hospital. Las laminas
no disponibles en la institucién se solicitaron al banco de almacenamiento
nacional de tejidos. Posteriormente, se procedié a la digitalizacién de las
laminas disponibles mediante el equipo MoticEasyScan Pro-6™ (MOTIC).

Cada muestra fue evaluada de forma independiente por un médico
patélogo experto en la lectura de biopsias de glandula salival menor. Se
describieron los hallazgos microscépicos, como area (mm?2) de la glandula,
numero de lébulos, inflamacién linfocitica (leve, moderada, grave), nimero
de focos, presencia de dilatacién del conducto, fibrosis (fibras de colageno
alrededor de los conductos o acinos), atrofia (pérdida del parénquima
glandular) y adiposis (reemplazo del parénquima por adipocitos); nimero de
centros germinales (infiltrado circunscrito de linfocitos B, linfocitos T en menor
cantidad, macréfagos con cuerpos tingibles y células dendriticas foliculares),
presencia o ausencia de granulomas y célculo del puntaje de foco (niUmero
de focos presentes en el area total de la glandula (mm?), multiplicado por
cuatro). Se define un puntaje de foco positivo cuando el valor obtenido es
igual o mayor a un foco por cada 4 mmz? de tejido glandular.

Anadlisis de inmunohistoquimica

Se practicaron estudios de inmunohistoquimica y se analizaron en cada
uno de los casos seleccionados previamente. Estos estudios se ejecutaron en
técnica dual: luego de obtener nuevos cortes de las biopsias seleccionadas,
se realizé la tincion con los cromdgenos rojo y marrdn. La técnica dual se
empled para permitir la comparacién entre los marcadores CD20 y CD3,

y CD4 y CD8. Los linfocitos inmunorreactivos para CD20 (linfocitos B) y

CD8 (linfocitos T citotéxicos) se tifieron de color rojo, mientras que los
inmunorreactivos para CD3 (linfocitos T, en general) y CD4 (linfocitos T
ayudadores) se tifieron de color marrén. Los clones utilizados para cada
anticuerpo fueron 2GV6 (CD3), SP35 (CD4), SP57 (CD8) y L26 (CD20). Todas
las laminas tuvieron como control de tejido externo un fragmento de amigdala.

83



Lamos-Duarte AF, Parra-Medina R, Rivadeneira-Chamorro CS, et al. Biomédica 2025;45:80-93

84

Finalmente, se digitalizaron las nuevas laminas por medio del
MoticEasyScan Pro-6™ (MOTIC) para someter parte del analisis al software
relacionado. Dicho andlisis consté de dos partes: en la primera se revisé la
marcacion de las biopsias para definir la positividad de los linfocitos para
cada uno de los marcadores y se determinaron los agregados linfoides mas
representativos; en la segunda, con la marcacion preestablecida, se realiz6
un analisis cuantitativo mediante el soffware QuPath™ para estimar el
nuamero de linfocitos reactivos para cada marcador y determinar su relacién
segun el inmunofenotipo expresado, utilizando una razén aritmética.

Posteriormente, con el software RedCap™ (15), se desarrollé un
cuestionario de cinco médulos para la recoleccion de datos sociodemograficos,
manifestaciones clinicas, datos paraclinicos, factores de riesgo para el
desarrollo de linfoma y caracteristicas histopatolégicas de la biopsia de la
glandula salival menor que incluia los analisis inmunohistoquimicos.

Anadlisis estadistico

Se hizo un analisis descriptivo mediante frecuencias absolutas y relativas
para las variables cualitativas. Para las variables cuantitativas, se utilizo la
media y la desviacion estandar (DE), o la mediana y el rango intercuartilico
(RIC) en funcién de la normalidad de su distribucion. Esta normalidad se
evalué por medio de las pruebas de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov,
segun la naturaleza de las variables.

Para evaluar la diferencia entre las frecuencias de las manifestaciones
clinicas, paraclinicas e inmunohistoquimicas, se utilizé la prueba de ji al
cuadrado (c?) mediante el método de Pearson o Fisher, segln el caso. Para
explorar la asociacion entre la presencia de poliautoinmunidad y atrofia
glandular se calculé la razén de momios (odds ratio, OR) con su respectivo
intervalo de confianza del 95 %. Se consideré significativo un valor de p
menor de 0,05 (p < 0,05). El analisis de datos se ejecutd en el software
SPSS™ version 23.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion con Seres
Humanos (CEISH) del Hospital de San José, mediante el Acta 486 del 2022.

Resultados

Se incluyeron inicialmente 42 pacientes con sintomas de sindrome
seco y con resultados de focus score mayor o igual a uno en la biopsia de
glandula salival menor. Se conté con la historia clinica de 31 pacientes, de
las cuales se pudieron analizar 28 que tenian completos los datos clinicos.
La edad promedio fue de 51,26 + 15 afios. Todos los pacientes fueron de
sexo femenino y 20 estaban afiliadas al régimen contributivo del sistema
de seguridad social del pais. Respecto a las comorbilidades, 11 casos
presentaban hipotiroidismo, las demas se reportan en el cuadro 1.

Por otro lado, del total de pacientes, 16 tenian sindrome de Sjdgren segun
los criterios definidos, 5 tenian sindrome seco sin enfermedad definida y 7
presentaban enfermedad reumatoldgica autoinmunitaria sistémica. De las
pacientes que presentaban sindrome de Sjégren, 8 tenian poliautoinmunidad;
3 padecian lupus eritematoso sistémico; una, enfermedad mixta del tejido
conjuntivo; 2, artritis reumatoide; una, esclerosis sistémica, y una, miopatia
inflamatoria idiopética (figura 1 y cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas de la poblacién incluida con resultado
de puntaje de foco positivo (N = 28)

Variables n
Sexo femenino 28
Edad (afios), media (DE) 51,2
Educacion, n 14
Primaria 3
Secundaria 5
Tecnoldgica 4
Profesional 2
Seguridad social, n
Régimen contributivo 20
Pacientes con sindrome de Sjégren, n 16
Enfermedad Unica 8
Poliautoinmunidad* 8
Duracién de sintomas secos (afios), mediana (RIC) 2 (3)
Manifestaciones sistémicas, n 15
Articular 5
Hematolégica 3
Pulmonar 3
Del sistema nervioso periférico 3
Cutanea 1
Otras manifestaciones, n
Xeroftalmia 6
Estudios serolégicos, n
ANA positivos 26
1:40 - 1:160 13
1:320 — 1:2560 13
Patrones ANA, n 23
Granular 11
Homogéneo 6
Centromérico 4
Citoplasmatico 2
ENA positivos, n 25
Anti-ro positivos 12
21a80U/L 5
81 a160 U/L 6
161 a 320 U/L 1
Factor reumatoide, mediana (RIC) 30,5 (77)
Positivo (> 20 Ul/ml) 16
Hemograma, n
Leucopenia 2
Anemia 3
Comorbilidades, n
Diabetes mellitus 16
Hipotiroidismo 11
Hipertension arterial 6
Dislipidemia 3
Hipertension pulmonar 3
Sindrome de apnea e hipopnea del suefio 2
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 1
Falla cardiaca 1

DE: desviacion estandar; RIC: rango intercuartilico; ANA: anticuerpos
antinucleares; ENA: anticuerpos nucleares extraibles

* Poliautoinmunidad de sindrome de Sjégren con lupus eritematoso (n=3),
artritis reumatoide (n=2), esclerosis sistémica (n=1), miopatia inflamatoria
idiopatica (n=1) y enfermedad mixta del tejido conjuntivo (n=1)
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42 pacientes con biopsia de
Cuadro 2 «— glandula salival menor con
puntaje de foco de 1 0 mas

14 excluidos, no tenian
historia clinica o los datos
estaban incompletos.

\ A

28 pacientes con
datos clinicos completos

v '

12 pacientes con otras
condiciones diferente de
sindrome de Sjégren
(5 sindrome seco y 7 con
enfermedades autoinmunitarias)

—> Cuadro 1

16 pacientes con
sindrome de Sjégren
(8 pacientes con
poliautoinmunidad)

|

!

Cuadro 3 y suplementario 1
Figura 1. Seleccién de pacientes

La mediana de duracién de los sintomas secos fue de dos afios
(RIC = 1-3) y ademés de estos sintomas, 15 de las pacientes presentaron
compromiso articular, leve en 5 casos. En cuanto a las caracteristicas
serolégicas, 11 casos presentaron un patrén granular fino denso de ANA
(clasificacion AC-4) y la mitad presento titulos mayores o iguales a 1:320.
Los anticuerpos anti-ro, se presentaron en 12 casos del total estudiado, en
su mayoria con titulos menores o iguales a 1:160. En el subgrupo de los 16
casos con sindrome de Sjdgren, 9 expresaron estos anticuerpos (prueba
anti-ro positiva). El factor reumatoide fue positivo en 16 pacientes, con la
misma proporcion en el subgrupo de pacientes con sindrome de Sjégren
confirmado. Solo dos pacientes presentaron leucopenia y tres, anemia,
ambas leves (cuadro 1). Un paciente registr6 agrandamiento persistente de
la glandula parétida, mientras que en 20 pacientes se reporté consumo de
la proteina C3 del sistema complemento y en 19, consumo de la C4. No se
encontrd ningun caso con linfoma no Hodgkin asociado a las mucosas y no
se reportaron pacientes con crioglobulinas.

En el cuadro 2 se presentan los hallazgos histopatolégicos de las
biopsias de las glandulas salivales menores del total de los pacientes con
sintomas secos y puntaje de foco de uno o mas, independientemente de la
disponibilidad de los datos de la historia clinica. En 29 casos se presentd
inflamacion moderada y 16 pacientes presentaron dilataciéon del conducto,
fibrosis y atrofia. En ocho casos se encontré adiposis y solo en un paciente
se documentd la presencia de centros germinales. No se encontraron
granulomas en las biopsias de las glandulas salivales menores analizadas.
Para el puntaje de foco se determin6 una mediana de 1,4 (RIC = 0,7), 36
casos tuvieron un puntaje de foco de 2 o0 mas. Ademas, se encontré una
asociacion entre la presencia de atrofia glandular en la biopsia de la glandula
salival menor y el desarrollo de poliautoinmunidad (OR = 11,1; IC,: 1,12-
112; p = 0,033). En todas las muestras se encontr6 expresion de los cuatro
biomarcadores (CD3, CD4, CD8 y CD20) mediante inmunohistoquimica.
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Cuadro 2. Caracteristicas
histopatolégicas de las biopsias de
glandula salival menor

Inflamacion (N = 42) 40/42 (95,2)

Leve 6 (14,3)
Moderada 29 (69)
Severa 5(11,9)
Dilatacién ductal 33/42 (78,6)
Fibrosis 30/42 (71,4)
Atrofia 30/42 (71,4)
Adiposis 8/40 (19)
Centros germinales  1/42 (2,4)
Granulomas 0/42 (0)
Puntaje de foco (N = 42)

Mediana (RIC) 1,4 (0,7)
1a2 36 (85,7)
21a38 5(11,9)

> 3,1 1(2,4)

RIC: rango intercuartilico

Cuadro 3. Hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos de la biopsia de glandula salival menor segin la
enfermedad autoinmune, independientemente de si se presenta o no en pacientes con pacientes con poliautoinmunidad

Enfermedad autoinmunitaria Puntaje de Inflamacién CD20:CD3 CD4:CD8
foco
1-2 >2 Leve Moderada Grave 2:1 3:1a4:1 1:1a2:1 3:1a4:1

n n n n n n(%) n (%) n (%) n (%)
Sindrome de Sjogren 13/16 3/16 3/16 10/16 3/16 12/16  4/16 9/16 7/16
Artritis reumatoide e/7  1/7 - 77 - 5/7 2/7 3/7 1/7
Lupus eritematoso sistémico 6/6 - - 5/6 - 5/6 1/6 4/6 2/6
Esclerosis sistémica 4/4 - 1/4 3/4 - 3/4 1/4 4/4 -
Sindrome antifosfolipido 1 - - 1 - 1 - 11 -
Enfermedad mixta del tejido conjuntivo - 11 - 11 - 11 - 11 -
Miopatia inflamatoria idiopatica 11 - - 11 - 11 - 11 -
Cirrosis biliar primaria 11 - - 11 - - 11 1/1 -

No hubo diferencias estadisticamente significativas (prueba exacta de Fisher: p > 0.05).

Por otro lado, cuando se compararon los pacientes con sindrome de
Sjbégren y otras enfermedades autoinmunitarias respecto a los hallazgos
inmunohistoquimicos de las biopsias de las glandulas salivales menores,
la mayoria presentaron relaciones de CD20:CD3 y de CD4:CD8 < 2:1,
sin diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p >
0,05). En el subgrupo de pacientes con sindrome de Sjdégren, solo un
caso presento una relacion CD4:CD8 de 1:1, ocho casos tuvieron una
relacion de 2:1 y los siete restantes, relaciones de 3:1 y 4:1. Estos 15 casos
denotan una predominancia de linfocitos T CD4 en estas pacientes. De los
casos analizados, la mayoria de las pacientes con sindrome de Sjégren
presentaron inflamacién glandular moderada (cuadro 3). Finalmente, seis
pacientes con sindrome de Sjégren tenian datos suficientes para el calculo
del ESSDAI. En el cuadro suplementario 1 se presenta la distribucion de
acuerdo con el puntaje y la duracién de la enfermedad segun los grados de
inflamacion de la biopsia de gldndula salival menor.

Discusion

Este estudio plane6 describir las caracteristicas clinicas, histopatolégicas
e inmunohistoquimicas (poblaciones linfocitarias T y B) de los pacientes con
sintomas secos —con sindrome de Sjégren o no— o que padecieran alguna
enfermedad reumatol6gica autoinmunitaria sistémica. A estas pacientes
se les practicé biopsia de glandula salival menor para hacer el diagnéstico
diferencial de sindrome de Sjégren y establecer relaciones con las variables
inmunohistoquimicas, poco documentadas en la literatura.
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El presente estudio encontré una mayor frecuencia de sindrome seco
en mujeres en la quinta década de la vida similar a lo descrito por Moreno-
Quispe et al. en la poblacion peruana (16).

Respecto a las manifestaciones extraglandulares o sistémicas, el
compromiso articular fue el sintoma méas comun en estas pacientes. Este
hallazgo es similar a estudios previos que reportan un mayor compromiso
articular no erosivo, particularmente en el subgrupo de pacientes con
sindrome de Sjégren confirmado (n = 16) (17). En este Gltimo subgrupo, la
poliautoinmunidad se presento en la mitad de los casos (n = 8), similar a lo
reportado por Lockshin et al., quienes registraron una frecuencia de sindrome
de Sjogren acompafado por otra enfermedad autoinmune en el 52 % de los
casos (18). El lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide y la esclerosis
sistémica fueron las enfermedades mas frecuentes en la poblacion evaluada
con poliautoinmunidad. Estos hallazgos concuerdan con los publicados en
el metaandlisis de Alani et al., pues la prevalencia de sindrome de Sjégren y
lupus eritematoso sistémico fue del 19 % de los pacientes y la de sindrome de
Sjogren y artritis reumatoide fue del 14 % de los pacientes (19).

Respecto al puntaje de foco, no hubo diferencias entre las pacientes
con sindrome de Sjdégren que tenian manifestaciones glandulares graves y
aquellas con manifestaciones extraglandulares sistémicas. Sin embargo, la
mayoria de los pacientes presentaron un puntaje de foco de dos o menos.
Esto contrasta con lo descrito en otros reportes (20), en los que algunos
pacientes desarrollan manifestaciones sistémicas de manera tardia,
especialmente cuando tienen un puntaje de foco de tres. Lo mencionado se
alinea con los hallazgos de Dal Pozzolo et al. (21), quienes resaltan que la
caracterizacion patoldgica de las glandulas salivales y los valores altos del
puntaje de foco no solo son Utiles para el diagndéstico o la clasificacion del
sindrome de Sjdgren, sino que proporcionan informacion para estratificar
la gravedad de la enfermedad y predecir manifestaciones sistémicas,
incluyendo su progresion a linfoma. De esta forma, el puntaje de foco podria
considerarse un marcador histopatolégico para el desarrollo de linfoma (22).

Por otro lado, se encontr6 una mayor frecuencia de atrofia en la biopsia
de glandula salival menor en los casos de poliautoinmunidad, aunque en
reportes similares no se han descrito estos hallazgos. Sin embargo, la
presencia de atrofia es un factor interesante, dada la controversia respecto
a la interpretacion de la biopsia de la glandula salival menor y la inclusién de
atrofia acinar, fibrosis y reemplazo graso.

Segun el consenso de Fisher et al. (6), se recomienda informar el grado
(ausente, leve, moderado o grave) de atrofia, fibrosis, dilatacion de los
conductos y sialoadenitis crénica inespecifica; también se debe mencionar
la presencia o ausencia de sialoadenitis focal linfocitica. No obstante, esta
ultima no se puede describir si la apariencia histolégica de las glandulas
esta dominada por caracteristicas asociadas con la sialoadenitis crénica
inespecifica, como atrofia acinar, dilatacién de los conductos vy fibrosis, sin
evidencia de focos adyacentes al parénquima normal. Por el contrario, si
hay sialoadenitis crénica inespecifica, puede haber algunos focos en el
sindrome de Sjogren adyacentes a areas atréficas. La recomendacién de
los expertos es que la extension de los cambios atréficos debe clasificarse
e informarse para ayudar al clinico con su interpretacion (6,23,24). De
hecho, en el presente estudio, se encontrd la misma frecuencia de atrofia
y fibrosis en todos los casos, lo cual concuerda con lo descrito por Leehan
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et al. (23), quienes reportaron que los pacientes con sindrome de Sjégren
tienen una presencia significativamente mayor de tejido fibrético en la biopsia
de glandula salival menor en comparacion con aquellos que no sufren de
sindrome de Sjdgren.

En relacion con la inmunohistoquimica, son pocos los estudios que
analizan esta técnica en la biopsia de glandula salival menor y casi nulos los
realizados en poblaciones colombianas o latinoamericanas, por lo cual los
hallazgos del presente estudio son novedosos. En una investigacién previa,
se encontré que la inmunorreactividad de CD20 (marcador de linfocitos B)
fue estadisticamente mayor en biopsias de glandulas salivales menores de
15 pacientes con sindrome de Sjdgren en comparacion con aquellos con
sarcoidosis; el CD8 (marcador de linfocitos T citotéxicos) no mostré ninguna
diferencia. Si bien en el presente estudio no se comparé la poblacién objeto
con otro tipo de pacientes, la presencia de CD20 y CD8 se observ6 en todas
de las muestras (25). Ademas, en otra cohorte que incluyé 71 pacientes con
sindrome de Sjogren, se detectdé CD20 en muestras de glandulas labiales de
todos los participantes, y el CD3 (linfocitos T) fue positivo solo en 66 (93,0 %)
de las muestras (26). Sin embargo, en el presente estudio, todas las biopsias
de las pacientes expresaron CD3.

Cabe resaltar que las pacientes analizadas con sindrome de Sjogren no
tenian enfermedad tardia y presentaron hallazgos predominantemente de
CD4 (marcador de linfocitos T ayudadores). Esto se podria relacionar con los
hallazgos de un estudio previo que reportd predominio de linfocitos Th17 CD4
en muestras periféricas de pacientes con sindrome de Sjogren temprano (27).

En otro reporte, de una cohorte de 40 pacientes con sindrome de Sjégren
(28), se determiné que el inmunofenotipo de muestras de saliva de glandulas
parotidas (segln los autores, semejante al de las biopsias glandulares)
tenia un promedio de 71,7 % de células T (CD3"), 41,6 % de células T
colaboradoras (CD3*/CD4*) y 53 % de células T citotéxicas (CD3*/CD8"). Por
el contrario, todas las muestras de las pacientes de este estudio expresaron
los clusteres de diferenciacion seleccionados, con predominancia de las
razones CD20:CD3 y CD4:CD8 sin mayores diferencias entre los pacientes
con sindrome de Sjogren respecto a aquellos con otras enfermedades
reumatolégicas autoinmunes sistémicas (28).

Este hallazgo también fue documentado por Ono et al. (29), quienes
encontraron mas células T CD4 positivas que CD8 positivas entre los
linfocitos infiltrantes de 100 biopsias de glandulas salivales menores,
obtenidas de 20 mujeres con sindrome de Sjégren primario (cinco muestras
por paciente) (30).

Los hallazgos histopatolégicos de las biopsias de glandulas salivales
menores y los valores del puntaje de foco siguen siendo componentes
criticos para el diagnéstico del sindrome de Sjégren, ya que son elementos
diferenciales del sindrome seco en pacientes con diferentes enfermedades
reumatoldgicas autoinmunitarias sistémicas. Sin embargo, cabe resaltar que
el puntaje de foco tiene una sensibilidad variable con diferentes limitaciones,
tales como la falta de suficientes I6bulos de las glandulas salivales o area
de superficie en la muestra, variabilidad de la distribucién linfocitica en los
acinos salivales, discrepancia en la interpretacion de la biopsia de glandula
salival menor, y la dificultad y la variabilidad de la evaluacién de los infiltrados
linfociticos utilizando solo hematoxilina y eosina. Respecto a este ultimo
punto, se ha considerado que agregar tinciones de inmunohistoquimica para
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marcadores linfoides puede ayudar a evaluar estos infilirados con mayor
precision.

Los marcadores CD3 y CD20 son especificos de linfocitos T y B,
respectivamente. Por esta razon, se estableci6é que el uso de tinciones
inmunohistoquimicas dirigidas contra estos marcadores en la biopsia de
glandula salival menor destacaria los focos linfociticos y aumentaria el area
que cumpliera con los criterios histoldgicos para pacientes con sindrome
de Sjogren. Esta propuesta esta sustentada por los hallazgos de Trivedi
et al.(31), donde 35 de 45 pacientes fueron diagnosticados con sindrome
de Sjogren segun los criterios ACR/EULAR 2016. Al tefiir las biopsias de
glandulas salivales menores con hematoxilina-eosina, s6lo 22 de los 35
casos cumplian los criterios histolégicos para el diagnéstico de sindrome de
Sjogren, pero luego de agregar la tincién inmunohistoquimica contra CD45,
CD3 y CD20, el nimero increment6 a 29 casos (31). Sobre el uso de la
inmunohistoquimica aln quedan algunos puntos de incertidumbre que deben
continuar en estudio para validar su utilidad en el acercamiento diagnostico
y prondstico del sindrome de Sjégren, como la afectacién de su rendimiento
por el uso de terapias inmunosupresoras previas.

Las limitaciones de este estudio incluyen el tamano reducido de la
muestra y de los subgrupos de pacientes. No fue posible concluir si las
cinco pacientes sin sindrome de Sjégren o enfermedad reumatolégica
autoinmunitaria sistémica, pero con puntaje de foco positivo, no presentaban
autoinmunidad, ya que no se dispuso en todos los casos de pruebas
oftalmolégicas objetivas como el puntaje de tincién ocular.

De manera similar y debido a |a falta de datos —por el caracter
retrospectivo del estudio— de los pacientes con enfermedad reumatolégica
autoinmunitaria sistémica, sin poliautoinmunidad con sindrome de Sjégren,
y puntaje de foco positivo, no se pudo comprobar el sindrome de Sjégren.
Ademas, la duracién de los sintomas secos en estos pacientes (dos afios
0 menos) es menor que la descrita en otros estudios, lo que plantea dudas
sobre si se trataba de casos de sindrome de Sjégren en sus fases iniciales.

También se debe considerar que la naturaleza retrospectiva del estudio
limit6 la recoleccion de algunas variables. Aunque las historias clinicas no
mencionaban otras enfermedades que deben excluirse antes de diagnosticar
el sindrome de Sjégren segun los criterios ACR/EULAR 2016 (5), no se conto
con todas las variables especificas necesarias para afirmarlo.

Otra limitacion fue la falta de andlisis de los tratamientos
inmunosupresores, que si bien no era uno de los objetivos del estudio,
podria influir en los resultados de la inmunohistoquimica, particularmente en
aquellos del subgrupo de pacientes con sindrome de Sjégren o con alguna
enfermedad reumatoldgica autoinmunitaria sistémica. Sin embargo, este
punto puede ser importante para analizar en el futuro en otros estudios.

En conclusion, este es el primer estudio de una poblacién colombiana
que evalla el sindrome seco mediante el perfil inmunohistoquimico de la
biopsia de glandula salival menor y que, ademas, describe las caracteristicas
sociodemogréficas y clinicas de los pacientes. Se destaca que aquellos
pacientes con un puntaje de foco de uno o mas tenian expresién de los
cuatro biomarcadores evaluados (CD3, CD4, CD8 y CD20). Se subraya la
necesidad de realizar futuros estudios con valores menores en el puntaje de
foco para evaluar de manera obijetiva la utilidad de la inmunohistoquimica
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en la sensibilidad y en la precisién diagnéstica de la biopsia de la glandula
salival menor. Ademas, se recomienda contar con un mayor tamano de
muestra y diferenciar otras causas de sequedad, especialmente en el
subgrupo de pacientes con enfermedades reumatol6gicas autoinmunitarias
sistémicas.

El predominio de linfocitos CD4 positivos en el analisis de
inmunohistoquimica del subgrupo de pacientes con sindrome de Sjégren es
considerable y ha sido demostrado por otros investigadores. Por esta razon,
CD4 podria postularse como un biomarcador de apariciéon temprana de la
enfermedad. Sin embargo, debido a las limitaciones del estudio, los resultados
actuales no permiten establecer esta conclusién de manera contundente.

No obstante, segun los resultados de este estudio, se considera que la
implementacion de la inmunohistoquimica podria mejorar la visualizacién
de los hallazgos de la biopsia de glandula salival menor. Esto facilitaria
el diagnéstico de los pacientes con sindrome de Sjégren y contribuiria
al diagnéstico diferencial. Ademas, podria aportar a la estratificacion del
riesgo, la evaluacién de la actividad de la enfermedad, el prondstico y la
identificacién de nuevas dianas terapéuticas. La integracion de los perfiles
inmunohistoquimicos de los marcadores evaluados en el presente estudio,
y otros no evaluados, podria ayudar a desarrollar estrategias de tratamiento
mas efectivas para el sindrome de Sjégren dada la escasez de opciones
terapéuticas actuales para esta enfermedad. Por todo lo anterior, se requieren
estudios con mayor solidez metodoldgica que evallen otros marcadores
mediante inmunohistoquimica en biopsias de glandula salival menor.
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Archivos suplementarios

Cuadro suplementario 1. Distribucién entre la duracién de la enfermedad y el puntaje EULAR Sjégren's
syndrome disease activity index (ESSDAI) segun las caracteristicas histopatoldgicas de la biopsia de glandula
salival menor en pacientes con sindrome de Sjoégren. (N = 16)

Puntaje Inflamacion CD20:CD3 CD4:CD8
de foco
1-2 22,1 Leve Moderada Grave 2:1 3:1a4:1 1:1a2:1 3:1a4:1
n n n
Duracién de la enfermedad (afios), n
0 2 2 - 2 2 4 - 1 3
1 3 - 2 1 1 2 2 1
2 2 - - 2 - 2 - 1 1
3 2 1 - 2 1 1 2 2 1
>4 1 - - 1 - 1 - 1 -
ESSDAI, actividad, n
Leve 3 1 1 1 2 3 1
Moderada 1 - 1 - 1 - -
Grave 1 - - 1 - 1 - 1 -

No hubo diferencias estadisticamente significativas (prueba exacta de Fisher, p > 0.05).
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