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RESUMEN

Introducciéon: El Sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune
comun, caracterizada por un infiltrado linfocitario en las glandulas exocrinas,
particularmente en las glandulas salivales y lagrimales. Su diagndstico es
complicado por la variedad de sintomas que el paciente puede presentar, y su
similitud con otras enfermedades autoinmunes.

La AQP-5 es una proteina que participa en el transporte de agua a traves del
epitelio glandular. Recientemente ha habido un considerable interés en la
posibilidad de que una distribucion anormal de AQP-5 pueda contribuir a los
sintomas secos del SS, y que por tanto su estudio vaya encaminado a facilitar el
diagnostico de esta enfermedad.

Objetivo: Evaluar la distribucion de AQP-5 en biopsias de glandulas salivales
menores.

Materiales y métodos: Se realizaron biopsias de glandulas salivales menores,
localizadas en la parte interna del labio correspondiente a la mucosa oral en
pacientes sanos y en pacientes con SS1 y SS2. Se coloco la muestra de tejido en
formaldehido por 24 horas para fijarlo, se incluyeron en parafina y se prepararon
los cortes histologicos con tincion de rutina con Hematoxilina y Eosina. Se
analizararon las muestras identificando los focos del infiltrado inflamatorio y se
realizé el procedimiento de Inmunohistoquimica para observar la distribucidén de
AQP-5 en cada grupo.

Resultados: Se observo una distribucion de AQP-5 similar entre los grupos. En
los pacientes con SS1 el 29% presentd una distribucién apical, el 68% presentd
una distribucion difusa (la acuaporina se observo en todo el citoplasma) vy
solamente el 3% presentd una distribucion basal; en los pacientes con SS2 el 48%
presentd una distribuciéon apical y el 52% una distribucién difusa; y en los
pacientes sanos el 29% presento una distribucién apical y el 71% una distribucion
difusa de AQP-5.

Conclusiones: No existe diferencia en la distribucion de AQP-5 en las células
acinares de pacientes con SS1, pacientes con SS2 y pacientes sanos.

Palabras Claves: sindrome de sjogren, diagnodstico, acuaporinas, acuaporina-5.
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ABSTRACT

Introduction: Sjogren syndrome (SS) is a commun autoimmune disease
characterized by lymphocytic infiltration of exocrine glands, particularly the lacrimal
and salivary glands. Diagnosing SS is complicated by the variety of presenting
symptoms a patient may manifest, and the similarity between some symptoms
from SS and those caused by other autoimmune disorders. Aquaporin 5 (AQP-5) is
a water-channel protein involved in transport of water across cell membranes.
Recently there has been considerable interest in the possibility that an abnormal
distribution of AQP-5 can contribute to decrease lacrimation and salivary flow in SS
patients and therefore that studying the distribution of AQP-5 could help in the
diagnosis of SS.

Objective: Evaluate the distribution of AQP-5 in minor salivary gland (MSG)
biopsies

Material and Methods: MSG biopsies were performed in primary SS patients,
secundary SS patients and healthy control. The tissue sample was fixed in
formaldehide for 24 hours, included in paraffin and stained in hematoxylin and
eosin. Samples were analyzed identifying foci of inflammatory infiltrate and the
immunohistochemestry was perfomed to observe the distribution of AQP-5 in each
group.

Results: The distribution of AQP-5 was similar between groups. In primary SS
patients, 29% showed an apical distribution of AQP-5, 68% showed a diffuse
distribution (aquaporin was observed throughhout the cytoplasm) and only 3% of
the group showed a basaloteral distribution. In secundary SS patients 48% showed
an apical distribution of AQP-5 and 52% showed a diffuse distribution. And in the
healthy control group, 29% showed an apical distribution of AQP-5 and 71%
showed a diffuse distribution.

Conclusion: There is no differences in the distribution of aquaporin-5 in the acinar
cells of primary SS patients, secundary SS patients, and healthy control.

Key Words: sjogren syndrome, diagnostic, aquaporins, aquaporin-5.
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1. INTRODUCCION

El Sindrome de Sjogren (SS) es una de las enfermedades reumaticas mas
comunes, caracterizada por un infiltrado linfocitario marcado en las glandulas
salivales y lagrimales. Como una caracteristica clinica general, los pacientes con
SS, presentan xerostomia y xeroftalmia, debido a una secrecion insuficiente de

saliva y Ia'grimas (Fox RI, 2005; Ohashi et al., 2008).

El diagndstico del SS es complicado por la variedad de sintomas que el paciente
puede presentar, y su similitud con los sintomas de otras enfermedades
autoinmunes. El método diagndstico mas confiable y aceptado para el diagndstico

del SS es la biopsia de glandulas salivales (Ptisam Al- Hashimi., 1998).

La biopsia usualmente se toma de las glandulas salivales menores localizadas en
el labio inferior y muestran un infiltrado linfocitario con una disminucién en el

nimero de acinos y metaloproteinasas asociadas a la destruccién glandular #=™?
et al., 1997; Colella et al., 2010).

Hasta el momento la idea preestablecida para diagnosticar a un paciente
con SS a través de una biopsia se traduce en la presencia de sialoadenitis
linfocitaria focal, con un valor = 1, definido como un numero de linfocitos por foco
por 4 mm2 de tejido glandular. Sin embargo, el numero de linfocitos es tan
pequeno en las etapas tempranas de la enfermedad que no siempre puede ser

detectado (Vitali C etal., 2002).

Recientemente ha habido un considerable interés en la posibilidad de que una

proteina especifica de los canales de agua de las membranas, la acuaporina 5

(AQP-5), pueda contribuir a los sintomas secos del SS (Sofee etal. 2007)

La AQP-5 se presenta, en mayor cantidad, en la membrana apical de las células

acinares y participa en el transporte de agua a través del epitelio glandular ‘9 et2"

1995; Toshiyuki et al, 2009).
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La distribucion de AQP-5 en glandulas salivales menores de pacientes sanos y
pacientes con SS ha sido estudiada y se ha sugerido que en los pacientes con SS

existe una distribucion anormal de AQP-5 (Steinfeld etal., 2001).

La distribucion anormal de AQP-5 observada en las glandulas salivales menores
fue especifica de los pacientes con SS, porque otras patologias asociadas con
xerostomia como la sialoadenits y la sarcoidosis, mostraron una distribucion

similar a la del grupo control.

Por tanto, su estudio podria ir encaminado a facilitar el diagnostico temprano de

esta enfermedad.
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2. HIPOTESIS

Hi: Los pacientes positivos a Sindrome de Sjogren, de acuerdo con los
criterios Europeos para su clasificacion, presentan una alteracion en la distribucion

de acuaporina 5

Ho: Los pacientes positivos a Sindrome de Sjogren, de acuerdo con los
criterios Europeos para su clasificacion, no presentan una alteracién en la

distribucion de acuaporina 5.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la distribucion de la acuaporina 5 en biopsias de glandulas salivales

menores.

3.2 Objetivos Especificos

. Determinar la positividad de SS por la presencia de células inflamatorias a
través de biopsias de glandulas salivales menores.

. Analizar la distribucién de acuaporina 5 por medio de la inmunohistoquimica
de biopsias de glandulas salivales menores de pacientes con SS primario y
secundario

. Relacionar el grado de inflamacion con la distribucion de acuaporina 5 en
pacientes con SS primario y secundario.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Sindrome de Sjogren

La xerostomia es una queja frecuente en los pacientes adultos y se define
como la sequedad de la boca causada por una disminucion o ausencia de la
secrecion salival. Una de las principales causas de la xerostomia es el Sindrome
de Sjbgren (SS) (Eveson JW, 2008).

El SS es una enfermedad inflamatoria crénica, caracterizada por el
desplazamiento de la estructura acinar por un infiltrado linfocitario marcado en las

glandulas salivales y lagrimales (P2l TE. 1984)

4.1.1 Epidemiologia

El SS es la enfermedad reumatica mas comun después de la artritis
reumatoide, afectando aproximadamente 1% de la poblacion. Se estima que su

prevalencia es de 1-4 millones de pacientes en Estados Unidos. (- Hashimiletal. 1998,
2001; Fox RI, 2005; Hu et al., 2010).

Se encuentra con mayor frecuencia en las mujeres de mediana edad que

en los hombres. con una relacion de 9:1 (Manthorpe et al., 1997; Al- Hashimi | et al., 2001; Hu et al.,

2010; Hammi AR et al., 2005; Mathews SA et al., 2008).

4.1.2 Sintomas

Los sintomas mas comunes del SS incluyen cansancio extremo,
xerostomia y xeroftalmia. Estos sintomas ocurren debido a una disminucién en la
secrecion de las glandulas salivales y lagrimales. Otros sintomas relacionados
con la enfermedad incluyen inflamacion de las glandulas salivales y una mayor

predisposicién de caries y enfermedad periodontal (Mignena etal. 2005).

El SS también tiene un impacto en el sistema nervioso central y periférico,
y puede afectar los musculos, médula ésea, articulaciones, rifiones, pancreas y

otros érganos (Alexander et al., 1986; Mathews SA, 2008).
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Se ha observado que entre las manifestaciones extraglandulares también

se encuentra el linfoma, que aparece en un tercio de los pacientes con SS v etal

20086).

4.1.3 Clasificacion

El SS puede ser primario cuando solo se presenta la enfermedad (los
pacientes presentan xerostomia y xeroftalmia), o secundario cuando se asocia
con una enfermedad del tejido conectivo. La enfermedad de tejido conectivo mas
comunmente asociada con el SS es la artritis reumatoide pero otras

enfermedades pueden también estar asociadas Anashimi ! et al. 1998; Hammi et al., 2005;

Eveson JW, 2008).

Entre las enfermedades reumaticas asociadas con el SS se incluyen:

. Artritis reumatoide

. Lupus eritematoso sistémico (SLE).

. Esclerosis progresiva sistémica

. Enfermedad mixta del tejido conectivo
. Dermatomiositis

. Poliarteritis nodosa

. Fendmenos de Reynaud's

4.2 Diagnéstico

El diagndstico del SS es complicado por la variedad de sintomas que el
paciente puede presentar, y su similitud con los sintomas de otras enfermedades

autoinmunes (Hu et al., 2010).

El diagnéstico de SS primario requiere de 4 a 6 criterios, incluyendo una
biopsia positiva de glandulas salivales menores o anticuerpos para SSA/SSB. Las
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pruebas sanguineas pueden determinar si un paciente tiene altos niveles de anti-
Ro/SSA y anti-La/SSB. El anti-La/SSB es mas especifico pero tiene una baja
sensibilidad y el anti-Ro/SSA es mas sensible pero esta asociado con otras

enfermedades autoinmunes.

El diagnostico del SS secundario requiere una enfermedad del tejido
conectivo establecida y el sintoma seco.

En 1996 el Grupo Europeo para el estudio del SS propuso unos criterios
diagnosticos, que se mantienen vigentes hasta la fecha. Los criterios incluian 6
datos: (1) sintomas oculares, (2) sintomas orales, (3) evidencia de
queratoconjuntivitis seca (4) biopsia de glandula salival menor demostrando la
presencia de sialoadenitis con infiltracion linfocitaria, (5) demostracion de
disfuncion de glandula salival mediante sialografia o sialometria y (6) la presencia
de anticuerpos SS-A o SS-B. Se establece el diagnéstico cuando se cumplen 4 de
los 6 criterios. Sin embargo, en la practica clinica, la presencia de una clinica
sugestiva junto con una biopsia de glandula salival menor compatible se

consideran suficientes (Vitali C et al., 1994, 1996, 2002).

Recientemente se ha propuesto un nuevo criterio diagnostico que incluye:
(1) Presencia de anticuerpos SS-A y SS-B o factor reumatoide positivo (ANA 2
1:320), (2) Tincion ocular 2 3, (3) Presencia de sialoadenitis linfocitaria focal con
un valor = 1, definido como un numero de linfocitos por foco por 4 mm2 de tejido
glandular, en biopsias de glandulas salivales menores. El diagnostico de SS

requiere dos de los criterios anteriores (Shibeski SCetal, 2012).

4.2.1 Métodos Diagnésticos
Sialografia

En la sialografia la estructura de una glandula salival mayor se demuestra
mediante la introduccién de un medio de contraste radiopaco en el conducto
principal. La mayoria de los departamentos radiolégicos usan soluciones idnicas
como el Diatrizoato o Metrizoato. Estos contienen yodo por lo que el
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procedimiento no debe llevarse a cabo en pacientes alérgicos al mismo. En el
sindrome de Sjogren se observan radiograficamente areas de destruccion

conocidas como sialectasis (Vhaites £ 2007).

La Sialografia es un método sensible y especifico para el diagndstico de

Sindrome de Sjogren (alk WW etal, 2002)

Las desventajas de la sialografia convensional es que es limitada a una de
las glandulas y da una imagen estatica en lugar de una evaluacion funcional.
Ademas, aunque la dosis es relativamente baja, los pacientes estan expuestos a

la radiacion (Whaites E, 2007).

Ultrasonido

El ultrasonido es un estudio no invasivo y relativamente rapido. En el
Sindrome de Sjogren avanzado, las imagenes de ultrasonido muestran que las
glandulas salivales no son homogéneas y contienen un numero variable de areas
pequefias y ovaladas. Ademas, se puede aumentar el flujo sanguineo del
parénquima. Sin embargo, estas caracteristicas no son especificas. El ultrasonido
puede ser un método util cuando las glandulas salivales o los ganglios linfaticos

del cuello se agrandan y el diagndstico es incierto (Bialek EJ etal, 2006)

Resonancia magnética

La resonancia magnética muestra cambios caracteristicos en la intensidad

de la sefal que son especificos para el sindrome de Sjogren.

La técnica es no invasiva. Sin embargo, los pacientes estan encerrados en
la maquina, los cual suele ser incomodo y mas en pacientes con claustrofobia.

Ademas, la resonancia magnética es cara y puede haber un tiempo de espera
(Takashima S et al., 1991).

Biopsia

El método diagnostico mas confiable y aceptado para el diagnéstico de

Sindrome de Sjdgren es la biopsia de glandulas salivales - Hashimietal. 2001)
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Una biopsia de glandulas salivales menores o de glandula parétida pueden
revelar linfocitos atrapados alrededor de las glandulas salivales y dafio de las

glandulas debido a la inflamacién.

La imagen microscopica de una biopsia de glandula salival de pacientes
con SS provee informacion valiosa con respecto a la gravedad de la enfermedad
en la glandula salival. También descarta otras enfermedades de glandulas

salivales que tienen caracteristicas clinicas similares al SS.

La biopsia usualmente se toma de las glandulas salivales menores
localizadas en el labio inferior y muestran un infiltrado linfocitario con una
disminuciébn en el numero de acinos y metaloproteinasas asociadas a la

destruccion glandular (King et al., 1996; Azuma et al., 1997; Colella et al., 2010).

La desventaja de la biopsia para diagnosticar el SS es que el numero de
linfocitos es tan pequefo en las etapas tempranas de la enfermedad que no

siempre puede ser detectado (V' C etal. 2002).

4.3 Acuaporina 5

El descubrimiento reciente de una familia de proteinas especificas de los
canales de agua de las membranas, las acuaporinas, proveen informacion acerca
del mecanismo molecular de la permeabilidad de la membrana en una variedad

de tejidos (Borgnia et al., 1999).

Las acuaporinas permiten el rapido movimiento de agua transcelular en
Ishibashi et al., 2011).

respuesta a la presion osmética ¢
Hasta la fecha se han identificado 13 isoformas de las acuaporinas en los
maml’feros (AQPO'AQP1 2) (King and Yasui, 2002; Ishibashi et al., 2011).

Las acuaporinas son ampliamente distribuidas entre los 6rganos excretores de

agua como el rifién y las glandulas exocrinas (Tabla 1). (Matsuzaki etal., 2002, 2005, 2009,

2011, 2012; Takata et al., 2004).
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Tabla 1. Distribucion de las acuaporinas en los tejidos (Toshiyuki et al, 2009)

AQPO

AQP1
AQP2

AQP3

AQP4

AQP5

AQP6
AQP7
AQP8
AQP9

AQP10

AQP11

AQP12

Ojos
Capilares, eritrocitos, rinon
Rinon

Rifon, epitelio urinario, piel, epitelio digestivo, epitelio
respiratorio, ojos

Rifi6n, estdmago, epitelio respiratorio, cerebro

Glandulas salivales, epitelio respiratorio, glandulas
lagrimales, glandulas sudoriparas

Rifion

Rifion, testiculo, musculo esquelético
Incierto

Higado, cerebro

Incierto

Rifion, higado, testiculo, timo, cerebro

Pancreas

La acuaporina 5 (AQP-5) fue encontrada en glandulas salivales, lagrimales

y en los pulmones de ratas, sugiriendo un papel en la generacion de saliva,

lagrimas y secreciones pulmonares. También se ha observado en las glandulas

piléricas en el estbmago, en las glandulas duodenales y en las glandulas

sudoriparas

Raina et al., 1995; Matsuzaki et al., 1999, 2003; Takata et al., 2004).
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La AQP-5 se presenta, en mayor cantidad, en la membrana apical de las

células acinares y participa en el transporte de agua a través del epitelio glandular
(Agre et al., 1995; He et al., 1997; Tsubota et al., 2001; Matsuzaki et al., 2009).

Se ha observado una disminucion de la secrecion salival en ausencia de la

AQP-5, confirmando su importancia fisiolégica en la funcion glandular M2 ¢t 1999)-

La distribucion de la AQP-5 en glandulas salivales menores de pacientes
sanos y pacientes con SS ha sido estudiada y se ha sugerido que en los
pacientes con SS existe una distribucion anormal de la AQP-5. En pacientes
sanos, la expresion de hAQPS fue localizada en la membrana apical de las
células acinares, mientras que en pacientes con SS predomind en la membrana

basal (Steinfeld et al., 2001).

La distribucion anormal de AQP-5 observada en las glandulas salivales
menores fue especifica de los pacientes con SS, porque otras patologias
asociadas con xerostomia como la sialoadenits y la sarcoidosis, mostraron una

distribucién similar a la del grupo control.
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5. DISENO

5.1 Numero de Muestras a Estudiar

Segun el problema propuesto y los objetivos planteados, la presente investigacion

es de tipo:

. Comparativo - Casos y controles
Se compard la distribucion de la acuaporina 5 en pacientes con SS
primario, SS secundario y pacientes sanos.

5.2 Conocimiento de los Investigadores en los Factores del Estudio:

. Abierto

Se conocen las variables del experimento.

5.3 Participacion del Investigador:

. Observacional

El investigador no modifica los eventos estudiados.

5.4 Tiempo en que Suceden los Eventos:

. Prospectivo
El estudio y analisis histopatolégico e inmunohistoquimico se determiné por
medio de biopsias de glandulas salivares menores realizadas en pacientes
con SS primario, pacientes SS secundario y pacientes sanos.

5.5 Relaciéon que Guardan entre si los Datos:

. Transversal

La recoleccion de datos se realizd solo una vez por cada paciente.
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5.6 Pruebas de Diagnéstico para medir Sensibilidad y Especificidad

Clinico - Laboratorio

Los pacientes fueron diagnosticados, segun los Criterios Diagnosticos
Europeos para su clasificacion, en el Departamento de Reumatologia del
Hospital Universitario "José Eleuterio Gonzalez", a través de observaciones
clinicas y de laboratorio que incluyeron la evaluacion de la funcién de las
glandulas salivales y lagrimales y examenes de sangre para determinar la
presencia de los anticuerpos antinucleares SS-A (Ro), SS-B (La) y/o Factor
Reumatoide positivo.

Histopatologico
Se evalud los focos linfocitarios y el grado de inflamacién en los cortes
histologicos, categorizados como leve moderado y severo.

Inmunohistoquimico
Mediante la evaluacion de la distribucion de AQP-5 en la células acinares

de las glandulas salivares menores.

5.7 Estudios para Medir la Asociacion:

Analisis Morfométrico
En campos microscopicos en base a la presencia y distribucion de AQP-5
en la membrana basal o apical de las células acinares de las glandulas

salivares menores.

Analisis Estadistico

La prueba de chi cuadrada fue utilizada para evaluar la hipotesis en el
sentido de relacién entre dos variables (grado de inflamacion y grupo de
estudio especificado en el nivel de SS de los pacientes evaluados).
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6. METODOS

6.1 Universo del Estudio:

Se evaluaron 64 pacientes, los cuales fueron previamente diagnosticados en el
departamento de Reumatologia del Hospital Universitario y posteriormente
evaluados en el Posgrado de Periodoncia de la Facultad de Odontologia, UANL

Determinacion del tamano de la muestra: Por las condiciones de la variable a
evaluar del tipo cuantitativa (Clasificacion del Sindrome de Sjorgen) donde
ademas, se trata de una poblacién infinita se estima el tamano de la muestra con

la aplicacion de la siguiente formula general:

2 —
L D,

82

Para el presente proyecto se determinaron los siguientes valores que fueron

aplicados para determinar el tamafio de la muestra:

z=1.96 para 95% confiabilidad
p= 0.60
e=0.12

Para obtener el tamafio de la muestra se sustituyen los valores y se obtiene que:

_ (1.96)°(0.60)(0.40)

) 7=64.01~ 64
(0.12)

De aqui se obtiene que el numero total de pacientes que conformaron el estudio
fue de 64 los cuales fueron distribuidos en 3 grupos. Uno de 34 pacientes con SS
primario, 23 con SS secundario y 7 sanos; fueron elegidos mediante los criterios

de inclusién y exclusién definidas para el presente estudio.
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A cada paciente se le realizdé una biopsia de glandulas salivares menores para su

analisis.

6.2 Forma de asignacion de casos a los grupos de estudio:

. Secuencial:
Los casos se fueron integrando a los distintos grupos conforme a como
eran diagnosticados por el departamento de Reumatologia del Hospital

Universitario.

6.3 Caracteristicas del grupo control y del grupo experimental:

Se evaluaron a los pacientes pertenecientes a cada grupo, todos los pacientes
eran de mediana edad.

Siguiendo los protocolos que proponen Dawes y Navazesh en sus estudios sobre
el diagnostico de la hipofuncion glandular y/o xerostomia, todos los pacientes
fueron instruidos con indicaciones precisas que consistian en no tomar ningun
liquido o alimento 2 horas previas a la cita, no cepillarse los dientes, no fumar,
suspender cualquier tipo de medicacion ocho horas antes, con la autorizacion por

escrito de su médico (Navazesh et al., 2009).

Se siguiod el mismo protocolo para los pacientes del grupo control.

Se realizd una biopsia de glandulas salivales menores, localizadas en la parte
interna del labio correspondiente a la mucosa oral. Para esto se procedi6 a
anestesiar al paciente de manera local con Articaina con Epinefrina 1/100,000.
Con una hoja de bisturi N° 15 se realizé una incisién en sentido postero-anterior a
la altura de canino y se hizo presion desde la parte externa del labio del paciente
para estimular la salida de la glandula. Una vez ubicada se tomé la glandula con

una pinza de Corn y con la hoja de bisturi se cortd la misma. Posteriormente, se
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suturé con Seda negra 4-0, puntos directos. Se colocd la muestra de tejido en

formaldehido por 24 horas para fijarlo.
Protocolo para el Estudio Histolégico

1.- Fijacion de las Piezas

Todas las piezas obtenidas mediante biopsia labial de glandulas salivales menores

se fijaron por inmersion en formol neutro al 4%, durante 24 horas.

2.- Inclusion, Microtomia y Tinciones Histologicas

Las biopsias fueron incluidas en su totalidad en casettes para proceder a la
inclusion en parafina en el procesador de tejidos automatizado, lo que permitié
realizar la deshidratacion de las secciones fijadas mediante pases consecutivos en
alcohol de menor a mayor concentracion y aclarado posterior en xileno.
Finalmente, las secciones tisulares se incluyeron en parafina liquida durante dos
horas.

Una vez realizados los bloques de parafina, se obtuvieron cortes seriados de 4 ym
de espesor, y las secciones se desparafinizaron en xilol, se hidrataron en
alcoholes de concentraciones decrecientes y se tineron con Hematoxilina-Eosina
(HyE), siguiendo los métodos histolégicos habituales. Las preparaciones recién
tefiidas se aclararon en agua destilada. Como método de montaje para todas las

técnicas histologicas se utilizo la resina sintética Entellan.

3.- Método Inmunohistoquimico de la Expresiéon Proteica

Para estudiar la expresion de la AQP-5 en las biopsias de glandula salival menor,
se utilizd, en primer lugar, el método inmunohistoquimico de Estreptavidina-
Biotina-Peroxidasa, con el fin de hacer en tejido de control una evaluacion previa

de las condiciones metodoldgicas especificas para al anticuerpo usado.
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En todos los casos, la recuperacion antigénica se hizo mediante buffer de
recuperacion y bafo de calor.

La técnica de inmunohistoquimica se realizd mediante el complejo de
estreptoavidina-biotina con bloqueo de la peroxidasa enddégena e inmunotincion
con el anticuerpo Aquaporin-5 marca Abcam, lote 516, catalogo ab92320 a una
dilucion de 1:100, utilizando como control tejido renal. Se colorearon con
hematoxilina de Harris como contratincion , se lavaron y deshidrataron con la

técnica histolégica habitual y se montaron para su observacion con entellan.

Interpretacion de resultados

Después se interpretaron los resultados a través del microscopio de luz utilizando
aumentos de 10Xy 40X.

Se compar¢ la distribucion de la AQP-5 en los diferentes grupos y se
correlacionaron para determinar finalmente si los resultados obtenidos son

significativos y se pueda dar respuesta a la hipotesis.
6.4 Diseno estadistico

El modelo estadistico analitico del presente proyecto consistio en la aplicacion de
pruebas de bondad para 2 variables, posterior a este modelo se procedié a
realizar un modelo analitico para verificacibn de pruebas de hipotesis,
considerando los datos presentados en el objetivo general, el modelo correspondio
a la aplicacion de prueba de bondad de ajuste o de Chi cuadrada.

La prueba de chi cuadrada fue utilizada para evaluar la hipétesis en el sentido de
relacion entre dos variables (grado de inflamacion y grupo de estudio especificado
en el nivel de SS de los pacientes evaluados).

Dicha prueba, la cual fue evaluada con un 95% de confiabilidad, se utilizé para
determinar la relacidén entre las variables y se realizé bajo la siguiente estadistica

de prueba:
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6.5 Criterios de Seleccion

6.5.1 Criterios de Inclusion:
Pacientes de ambos sexos
Pacientes entre 30 y 70 afios
Pacientes con SS primario
Pacientes con SS secundario

6.5.2 Criterios de Exclusion:

Pacientes que estuvieran tomando algun medicamento

Pacientes sanos

6.5.3 Criterios de Eliminacion:
Pacientes que no acudian a sus citas

Pacientes que rechazaron la toma de la biopsia
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7. RESULTADOS

Se evaluaron 64 pacientes: 34 pacientes con SS primario, 23 pacientes con SS

secundario y 7 pacientes sanos como grupo control, con un rango de edad de 30 a

80 anos.

Tabla 1
Estadistica descriptiva de la edad entre los grupos de estudio, Junio de

2015

Sano Sl'n.(_d_rome de Sl'n.(_d_rome de
Sjogren 1 Sjogren 2

Media 44.86 52.15 53.65
IC 95% 31.22 48.04 48.20

58.50 56.25 59.10
Mediana 53.00 47.50 54.00
Varianza 217.48 138.31 158.87
Desviacion 14.75 11.76 12.60
estandar
Minimo 26.0 33.0 31.0
Maximo 59.0 74.0 80.0
Rango 33.0 41.0 49.0
Kruskal-Wallis 1.503
Valor p 0.472

Los pacientes evaluados presentaban una edad promedio de: 45 afos, los
pacientes sanos; 52 afnos, los pacientes con SS1; y 54 afnos, los pacientes con
SS2.

Tabla 2
Género y grupo de estudio de los pacientes evaluados, Junio de 2015
Sanos SSI SS I Total
n % n % n % n %
Femenino 6 85.71 34 100.00 23 100.00 63 98.44
Masculino 1 14.29 0 0.00 0 0.00 1 1.56
Total 7 100 34 100 23 100 64 100

X?=8.27, p=0.102

De los 64 pacientes evaluados, 63 pacientes fueron de sexo femenino y 1 paciente

fue de sexo masculino.
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Tabla 3
Inflamacidn y grupo de estudio de los pacientes evaluados, Junio de 2015

Sanos SSI SS I Total

n % n % n % n %

Ausente 1 14.29 2 5.88 0 0.00 3 4.69
Leve 5 71.43 19 55.88 13 56.52 37 57.81
Moderada 1 14.29 7 2059 7 3043 15 23.44
Severa 0 0.00 6 1765 3 13.04 9 14.06
Total 7 100 34 100 23 100 64 100

X?=4.97, p=0.370

En la evaluacion del grado de inflamacidon entre los grupos se observo que los
pacientes con SS1 mostraron inflamacion leve en el 55.88% de los casos,
inflamacion moderada en el 20.59%, inflamacion severa en el 17.65 % y no se
observo inflamacién en el 5.88% de los casos. Por otro lado, en los pacientes con
SS2 se observd inflamacion leve en el 56.52% de los casos, inflamacion

moderada en el 30.43% e inflamacién severa en el 13.04% de los casos.

80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00% I : I : I
0.00% -
Sanos SS1 SS2

¥ Ausencia de Inflamacion  Inflamacién Leve

Inflamacion Moderada ™ Inflamacién Severa
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Tabla 4
Distribucién de la AQP-5 y grupo de estudio de los pacientes evaluados, Junio de
2015

Sanos Singj_rome de Sl'n_c_l_rome de Total
Sjogren | Sjogren Il
n % n % n % n %
Positiva Apical 2 28.57 10 29.41 11 47.83 23 3594
Positiva Basal 0 0.00 1 2.94 0 0.00 1 1.56
Positiva Difusa 5 7143 23 67.65 12 52.17 40 62.50
Total 7 100 34 100 23 100 64 100

Al evaluar la distribucion de AQP-5 por medio de la inmunohistoquimica, se
observo una distribucion de AQP-5 similar entre los grupos. En los pacientes con
SS1 el 29% presentd una distribucion apical, el 68% presentd una distribucion
difusa (la acuaporina se observd en todo el citoplasma) y solamente el 3%
presentd una distribucion basal; en los pacientes con SS2 el 48% presentd una
distribucion apical y el 52% una distribucion difusa; y en los pacientes sanos el
29% presentd una distribucion apical y el 71% una distribucion difusa de AQPS.

Grafico 2. Distribucion de la AQP-5 en pacientes con SS primario, SS secundario y
pacientes sanos.

Sindrome de Sjégren Il 0 52.17

Sindrome de Sjogren | d . GTAD : ‘

Sanos 0 71.43

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

“Positiva Apical = Positiva Basal Positiva Difusa
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Figura 1. Localizacion inmunohistoquimica de la AQP-5 en MSG de un paciente
con SS primario (A: 10X; B: 40X).

a e

-~ ‘f,‘ 3

La AQP-5 presenta una distribucién difusa, pues se observa en todo el citoplasma.

Figura 2. Localizacion inmunohistoquimica de la AQP-5 en MSG de un paciente
con SS primario (A: 10X; B: 40X).

La AQP-5 se observa en la membrana apical de las células acinares.
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Figura 3. Localizacion inmunohistoquimica de la AQP-5 en MSG de un paciente
con SS primario (A: 10X; B: 40X).

La AQP-5 se observa en la membrana basal de las células acinares.

Figura 4. Localizacion inmunohistoquimica de la AQP-5 en MSG de un paciente
con SS secundario (A: 10X; B: 40X).

La AQP-5 presenta una distribucién difusa, pues se observa en todo el citoplasma.
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Figura 5. Localizacion inmunohistoquimica de la AQP-5 en MSG de un con SS
secundario (A: 10X; B: 40X).

La AQP-5 se observa en la membrana apical de las células acinares.

Figura 6. Localizacion inmunohistoquimica de la AQP-5 en MSG de un paciente
sano (10X).

La AQP-5 presenta una distribucién difusa, pues se observa en todo el citoplasma.
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Figura 7. Localizacién inmunohistoquimica de la AQP-5 en MSG de un paciente
sano (10X).

La AQP-5 se observa en la membrana apical de las células acinares.

El analisis estadistico permite concluir que no existe relacion significativa entre la
distribucion de AQP-5 y el grupo de estudio segun el nivel del SS (p=0.571). Se
observdo ademas que el grupo de estudio no se encuentra significativamente
relacionado con el grado de inflamacién gingival (p=0.370) ni con la presencia de
atrofia (p=901).

Se acepta la hipodtesis de nulidad y se rechaza la hipotesis de investigacion.
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8. DISCUSION

El diagndstico del SS es complicado por la variedad de sintomas que el paciente

puede presentar, y su similitud con otras enfermedades autoinmunes &t @ 2010)

La AQP-5 fue encontrada en glandulas salivales, lagrimales y en los pulmones de
ratas, sugiriendo un papel en la generacion de saliva, lagrimas y secreciones
pulmonares (Raina et al., 1995; Takata et al., 2004).

Se ha pensado que la AQP-5 juega un papel importante en la patogénesis del SS
ya que participa en el transporte de agua y se encuentra presente en las glandulas
salivales y Iagrimales (Matsuzaki et al., 2012).

Recientemente ha habido un considerable interés en la posibilidad de que una
distribucion anormal de AQPS pueda contribuir a los sintomas secos del SS, y que
por tanto su estudio vaya encaminado a facilitar el diagnostico de esta

enfermedad (Soyfoo et al., 2007).

La presente investigacion tenia por objetivo la evaluacion de la distribucion de
AQP-5 en biopsias de glandulas salivales menores, como herramienta para el
diagnostico de Sindrome de Sjogren.

En este estudio se observdé que la distribucién de la AQP-5 no varia en las
glandulas salivales de pacientes con SS.

En todo los grupos predominé una distribucion difusa de la AQP-5, es decir, se
observd en todo el citoplasma. En el resto de los pacientes se observd una
distribucion apical. Los pacientes con SS2 y pacientes sanos no presentaron
AQP-5 en la membrana basal. Solamente el 3% de los pacientes con SS1

presentaron una distribucién basal.

Los estudios de la distribucion de AQP5 en pacientes con SS muestran resultados

variados.
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Algunos estudios han reportado cambios en la distribucion de AQP-5 en las
gléndulas salivales de pacientes con SS (Steinfeld et al., 2001; Konttinen et al., 2005).

Steinfeld et al. reportaron que la AQP-5 se presentaba en la membrana basal de
las células acinares en biopsia de glandulas salivales menores en pacientes con

SS, y en la membrana apical en pacientes sanos (Steineld etal; 2001)

Asi mismo, se ha reportado una distribucion anormal de AQP-5 en las glandulas

lagrimales de modelos de ratas con SS (Chashietal. 2008).

Por otro lado, Tsubota et al. no reportaron presencia de AQP-5 en la membrana
basal de las células acinares, pero observaron una concentracion citoplasmatica

aumentada en los acinos de las glandulas lagrimales de pacientes con SS primario
(Tsubota et al; 2001).

Beroukas et al, utilizando la técnica de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa
para evaluar la expresion y localizacion subcelular de la AQP-5, mostraron que no
existe diferencias en la distribucion de AQP-5 en pacientes sanos y pacientes con
SS. La AQP-5 present6 una distribucién apical tanto en pacientes sanos, como en
pacientes con SS. Sin embargo, la técnica de inmunoperoxidasa también mostro

AQP-5 en la membrana basolareral y en el citoplasma de las células acinares
(Beroukas et al; 2001).

Nishimura et al. mostraron que la AQP-5 se localiza no solo en la membrana
apical, sino también en el citoplasma de pacientes con SS. Ademas reportaron
que la administracion de Cevimelina, que es comunmente usada en pacientes con
SS para estimular la produccion de saliva y lagrimas, contribuye a la acumulacién

de la AQP-5 en la membrana apical (Nshimura etal; 2009).
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9. CONCLUSIONES

No existe diferencia en la distribucion de AQP-5 en las células acinares de
pacientes con SS1, pacientes con SS2 y pacientes sanos. En todo los grupos
predominé una distribucion difusa de la AQP-5, es decir, se observo en todo el
citoplasma. En el resto de los pacientes se observd una distribucién apical. Los
pacientes con SS2 y pacientes sanos no presentaron AQP-5 en la membrana
basal. S6lamente el 3% de los pacientes con SS1 presentaron una distribucion

basal.
La hipdtesis de que la distribucion de la AQP-5 podria contribuir con el diagndstico

del SS debe ser reevaluada y se deben investigar métodos diagnosticos

alternativos.
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