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RESUMEN

UTILIDAD DE LA 8 2 MICROGLOBULINA SALIVAL COMO BIO-MARCADOR
EN EL DIAGNOSTICO DEL SINDROME DE SJOGREN.

Introduccion. El Sindrome de Sjégren (SS) es una enfermedad autoinmune
cronica cuya principal manifestacién clinica es la sequedad oral (xerostomia) y
ocular (xeroftalmia); se caracteriza por la infiltracibn mono-nuclear progresiva
de las glandulas exocrinas y puede afectar una variedad de dérganos y
sistemas; esta enfermedad tiene un diagnéstico complejo, con un impacto en la
calidad de vida de los enfermos. El objetivo de este trabajo fue determinar la
utilidad de la B 2 microglobulina (82M) salival como bio-marcador diagnéstico
en pacientes con SS.

Material y métodos. Se realiz6 un estudio transversal, comparativo y
observacional en el que se evaluaron pacientes divididos en 4 grupos:
Sindrome de Sjégren primario (SSp), Sindrome de Sjégren secundario (SSs),
Sindrome seco sin enfermedad auto inmune (SSNI) y ademas se incluyé como
grupo control un grupo de sujetos sanos. Se cuantificé las concentraciones de
la B2M en saliva y plasma en los diferentes grupos a través del método ELISA
se registraron las principales variables clinicas, demograficas, seroldgicas, uso
de medicacion concomitante, asi como la presencia de focos linfocitarios en la
biopsia de glandula salival menor (BGSM).

Resultados: Se evaluaron 256 individuos: 64 (25%) con diagnéstico de SSp,
64 (25%) con SSs, 64 (25%) con SSNI y 64 (25%) controles sanos. Se
encontraron diferencias significativas en los niveles 32M salival entre pacientes
que cursaban con SS (primario y secundario) de los pacientes con SSNI y
sujetos sanos (p=0.04). Un valor de corte de B2M de 0.28 ug/mL provee una
sensibilidad de 88 %y especificidad de 31 % para distinguir entre SS y sanos.
Se documentd una correlacion de 0.458 (p<0.01) entre la B2M salival y la
presencia de focos linfocitarios en la glandula salival menor.

Conclusiones. Se propone la B2M salival como un Biomarcador util para
distinguir entre pacientes con SS ya sea primario o secundario de aquellos con
sindrome seco por otras causas no inmunoldégicas y personas sanas. Un valor
de corte de B2M de 0.28 pug/mL provee una sensibilidad adecuada que puede
servir como método de tamizaje entre pacientes con SSp o SSs de pacientes
con SSNI y sanos. Existe una correlacién entre valores &M salival y

plasmatica, sin embargo, hasta el momento las concentraciones plasmaticas no
son Uutiles para ser consideradas como prueba diagnéstica. Se encontré una
correlacién positiva entre B2M y focos de infiltrado linfocitico en la BGSM.
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CAPIiTULO 1
MARCO TEORICO

1.1 Definicion de Sindrome de Sjogren

El Sindrome de Sjégren (SS) es una enfermedad autoinmune crénica que
se caracteriza por la infiltracibn mono-nuclear progresiva de las glandulas
exocrinas cuya principal manifestacion clinica es la sequedad oral (xerostomia),
ocular (xeroftalmia) y vaginal; en un tercio de los casos se acompafna de
manifestaciones extra-glandulares. (1)
Cuando el SS exhibe una presentacidén clinica aislada se le clasifica como
Sindrome de Sjégren Primario (SSp) y se denomina Sindrome de Sjégren
Secundario (SSs) cuando se asocia con otras enfermedades autoinmunes mas
frecuentemente la Artritis Reumatoide (AR), Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
Esclerosis Sistémica Progresiva (ESP) etc. (1).
El SS afecta principalmente a mujeres durante la cuarta y quinta década de la
vida (aunque puede estar presente en cualquier edad, incluida la infancia) en una
proporcidon mujer-varon de 9:1 y en la actualidad es considerada la segunda
enfermedad reumatica mas frecuente después de la AR (2).

1.2 Historia

Es posible describir la investigacién del SS en diferentes periodos: el
primer periodo o periodo clinico, durante el cual se comenzaron a describir las
manifestaciones clinicas, remontandose desde las descripciones de Mikulicz (3)

y Hadden (4) en 1888 hasta 1950; el segundo periodo o periodo inmunologico,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22424197�

se situa desde 1950 hasta 1980; y el tercer periodo o periodo molecular desde
1980 hasta la actualidad (7). Previo al periodo clinico una serie de
investigadores europeos observaron a un grupo de pacientes con xerostomia y
xeroftalmia. Las primeras observaciones relacionadas con el compromiso ocular
de la enfermedad las hizo Leber en 1882 (6) quien describié en forma aislada la
“queratitis filamentosa” en 3 pacientes.

Fisher, en 1889, document6 seis casos sobre queratitis filamentosa en donde
describié a un paciente con sintomas de artritis, esta fue la primera descripcidon
de compromiso articular en pacientes con SS (6). Algunos afos después, el
cirujano Johann Mikulicz (3) reporté el caso de un hombre de 42 afos con
aumento del volumen de las glandulas salivales mayores sin adenomegalias u
organo-megalias a quien le resecd parcialmente las glandulas lacrimales vy
submaxilares; el estudio patolégico de este paciente mostré un conglomerado de
células pequenas; sin embargo, este paciente presenté recurrencia tras unos
anos. Posteriormente Haden (4), report6 el caso de una mujer de 65 afos que
cursaba con xerostomia y xeroftalmia de algunos meses de evolucién en la que
destacaban las caracteristicas de la lengua de la paciente la cual se mostré roja,
agrietada y con caracteristicas similares a la “piel de un cocodrilo” y que se
acompanaba de una mucosa palatina, seca y lisa con faringe y mucosa nasal de
caracteristicas similares; Hadden también encontré un aumento importante

en el volumen de las glandulas salivales menores; Posteriormente Fuch (1919)



asocio el aumento de volumen de la glandula parétida a la disminucion de la
secrecion salival en un mismo paciente(6).

Gougerot, médico francés, reportd tres casos de pacientes que acudian a
consulta presentando xerostomia, xeroftalmia, atrofia progresiva de las glandulas
mucosas, conjuntiva, nariz, laringe, vulva y fue el primero en agrupar todas estas
manifestaciones como parte de un sindrome (8). En 1928, Albright fue el primero
en demostrar la asociacion de un infiltrado linfocitario en las glandulas lacrimales
de un paciente con queratitis filamentosa (9).

Fue hasta 1933 cuando Henrik Sjogren, en su tesis para obtener el grado de
Oftalmélogo en el Instituto Karolinska de Suecia, describié las caracteristicas
clinicas e histopatoldgicas de 19 mujeres con “queratoconjuntivitis Seca”. En este
trabajo utiliza la tincion de Rosa de Bengala para colorear la cérnea (10). Poco
tiempo después en 1935, Sjogren publica dos articulos (11,12) en los que
describe de forma clara sus observaciones sobre la queratoconjuntivitis seca y la
xeroftalmia y en la otra publicacién amplia el concepto de enfermedad sistémica
(13). Sjégren también acufo el “Sindrome de Sicca” (10-14) para referirse a la
xerostomia y la xeroftalmia no asociadas a enfermedades del tejido conjuntivo o
sindrome seco no inmunoldgico (SSNI).

Desde 1936 hasta 1952 Sj6gren public6 mas de 25 articulos médicos sobre la
asociacion de xerostomia, xeroftalmia (queratoconjuntivitis seca) y artritis (14-

25), realizando la difusién de la presentacion clinica de esta enfermedad a nivel
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mundial. Touraine, publicé durante la primavera de 1950 en la “Press Médicale
la primera revisibn de la literatura consagrada al sindrome de Gougerot-
Houwers-Sjégren (26) que él le llama “xerodermosteosis”. Este padecimiento
también conocido como epitelitis, se caracteriza por infiltrado linfocitico de
glandulas exocrinas dando como resultado xerostomia y queratoconjuntivitis
sicca (27). Morgan y Castleman (28, 29) clinico y patélogo respectivamente
analizaron las muestras de los pacientes descritos por Mikulicz (3) vy
descubrieron que corresponden a una variante del complejo sintomatico
descritos por Sjégren. En 1952, Morgan y Ravenen (30) publicaron, por primera
vez un articulo con el titulo de “Sindrome de Sjégren, una enfermedad general’;
A finales de la década de 1950 y a comienzos de la década de 1960, se
realizaron una serie de publicaciones cientificas sobre las manifestaciones
clinicas, serolégicas, diagnésticas y sus asociaciones a la artritis reumatoide y
diversas enfermedades del tejido conectivo, comenzando a diferenciar un SSp
del SSs, los cuales fueron distinguidos por el griego Moutsopoulos (31).
Actualmente, los criterios de clasificacién diagnéstica incluyen el aspecto
histopatoldgico de las glandulas salivales y fue en 1970 en que Chisholm,
Waterhouse y Mason publican una de las clasificaciones usadas hoy en dia

para estadificar el grado de afeccion de las mismas (32).

1.3 Epidemiologia
La prevalencia del SSp varia desde el 0.01% hasta el 4.8% de los casos

en poblacion adulta; esta variabilidad refleja diferencias en la definicién,



aplicacion de los criterios diagnésticos, diferencias geograficas y en los grupos
de edad (2). En un meta analisis de estudios en poblacién europea, americana y
de Asia, se calcula una tasa de incidencia de 6.92 por cada 100,000 personas
(34).

Un estudio realizado en Minnesota, USA reportd una incidencia anual de SSp de
4 casos por cada 100,000 habitantes (33). Otro estudio transversal realizado en
Paris (2007) identifico a adultos con SSp diagnosticado en base a los criterios del
Consenso Americano-Europeo y encontré una prevalencia de SSp de 1.52 por
cada 10,000 adultos (35).

1.4 Etiologia

La etiologia del SS es desconocida, pero es importante la interaccidon
entre factores genéticos y ambientales (36). A pesar de que se han reportado
algunos casos de gemelos homocigotos con SS (40-43), no se ha establecido
aun tasas confiables de concordancia, es comun que los pacientes con SSp
tengan familiares con otras enfermedades auto-inmunes como LES, AR,
enfermedad tiroidea, y esclerosis multiple (37, 38).

El factor genético en SSp es complejo e involucra genes asociados y no
asociados al locus HLA, siendo los genes asociados DR y DQ quienes
representan la mayor parte y su prevalencia varia entre grupos étnicos. Los
alelos DQA1*05:01, DQB1*02:01 y DRB1*03:01 estan asociados con alto riesgo
para la enfermedad mientras que DQA71*03:01, DQA1*0501 y DQB1*05:01 se

han relacionado con proteccion (46).



Dentro de los factores genéticos no asociados al HLA se ha ligado a la via del
interferon-a (IFNa) a trads del factor regulador de interferén-5 (FRI5) que
codifica la transcripcidén del IFN tipo | y a la sefial de transduccién-activacién de
transcripcion 4 (STAT4) que induce la diferenciacidén de los linfocitos T en sub-
tipos Th1. Otros genes no HLA que codifican para interleucina 6 (/L-6) se han
relacionado con manifestaciones extra-glandulares y severidad de la
enfermedad, pero no con predisposicion de riesgo (47,48).

Dentro de los factores ambientales implicados al desarrollo de SSp estan los
virales, que son considerados como los principales candidatos en el desarrollo de
auto-inmunidad en SSp ya sea por invasién local, induccién de migracion
linfocitica o por mimetismo molecular. A pesar de que no se a hallado una
correlacién estricta entre SSp y un virus en particular, se ha encontrado material
genético del virus Coxsakie en biopsias de la glandula salival menor; otros
estudios han evidenciado el genoma de los Virus Epstein-Barr (VEB), Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) y Virus de la hepatitis C (VHC) en células
epiteliales de pacientes con SSp (49).

Se han implicado a componentes del sistema enddécrino en el desarrollo y
expresiéon clinica del SSp, al evidenciarse hipo actividad en el eje Hipotalamo-
Hipdfisis-Adrenal (HHA) ya sea por un defecto hipofisario y/o disfuncién glandular
adrenal (50). Se estudié en mujeres con SSp niveles plasmaticos de DHEA-S y
se mostrd la hipo actividad del eje HHA (51). Se hallaron anticuerpos anti 21-

hidroxilasa (OH) en el plasma de aproximadamente una quinta parte de



pacientes con SSp en asociacién con activacion de células B e hipofuncién
adrenal; como resultado de esta hipofuncion adrenal existe una disminucién en
los niveles de andrégenos, particularmente de DHEA-S en mujeres con SSp (50,
52). Las células epiteliales glandulares sufren apoptosis ante la disminucion de
andrégenos y estrogenos ya que el remodelado del tejido glandular salival esta
bajo control androgénico y su deficiencia puede explicar las alteraciones
observadas en la arquitectura glandular. En ausencia de una accién
compensatoria entre andrégenos y estrégenos, el estado menopausico puede
conducir hacia un proceso apoptético que detona una respuesta inmune
aberrante; La prolactina, otra hormona neuro-endocrina, se encontré elevada
entre el 16% y el 46% de pacientes con SSp (50, 53).

Se ha estudiado el papel de las vitaminas como moduladores inmunolégicos,
especialmente la asociacibn entre los niveles de vitamina D y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, no encontrandose diferencias
significativas entre pacientes y controles sanos, pero si se relacioné la deficiencia
de Vitamina D (£15 ng/mL) con manifestaciones neurolégicas y la presencia de
linfoma en estos pacientes (54,55).

Los pacientes con SSp experimentan niveles altos de estrés psicolégico con una
gran cantidad de eventos negativos en su calidad de vida en ausencia de
respuestas adaptativas satisfactorias para confrontar el estrés. La falta de
soporte social puede contribuir al riesgo relativo para el desarrollo de la

enfermedad (56).La estimulacién intrinseca de las células epiteliales glandulares



por un agente causal desconocido puede conducir a su activacion, incremento de
la apoptosis y presentacion de neo-antigenos al sistema inmune. Estos eventos
conducen a la acumulacién de células T y B de memoria y a la perpetuacion de
la respuesta inmunoldgica por auto-antigenos liberados de las células
apoptoticas

1.5 Histopatologia glandular

El sello histopatolégico de esta enfermedad es la presencia de agregados
de células mono-nucleares alrededor de los ductos y acinos de las glandulas
exocrinas, principalmente salivales y lagrimales, con deterioro progresivo de la
funcién secretora (60).
Por mucho tiempo, se considerd a los infiltrados linfociticos como la principal
causa de disfuncion secretora observada en el SS; sin embargo, la asociacion
entre sintomas clinicos y el nivel de destruccién glandular junto con hallazgos
derivados de modelos animales, sugieren la existencia de vias alternativas que
contribuyen a esta disfuncién como son: la induccién de apoptosis de glandulas
epiteliales, alteraciones en la distribucidn de aquaporinas o inhibicién de
neurotransmision por anticuerpos anti-muscarinicos (59,63,70).
Existen reportes de alteraciones en la localizacion de la aquaporina 5 (ver figura
1) con predominio en la membrana baso-lateral en biopsias de GSM en
pacientes con SSp; normalmente se sabe que las aquaporinas deben de estar
localizadas apicalmente; ademas de esto se encontré una expresion disminuida

de la misma en areas adyacentes al infiltrado linfocitario (61, 62,63). Se ha



observado la presencia de anticuerpos y citocinas dirigidos contra receptores
muscarinicos M3 (ver figura 2) lo cual influencia la localizacion y expresion en las
células en BGSM (63). Se ha comprobado que el TNF-a en células humanas
aisladas de glandula salival y la activacién de receptores tipo Toll en ratones
disminuyen la expresion de aquaporina 5 (64,65). Por el contrario, la
administracién de IFN- a administrado a cultivos de células humanas de parétida
aumenta la expresién de la misma (66); como prueba de esto hay reportes de
que el IFN-a mejora la xerostomia en algunos pacientes (67-69).

Las glandulas exocrinas estan compuestas por células epiteliales ductales y
acinares con funcion secretoria. Existen cambios en estas células en modelos
animales de SSp en ausencia de linfocitos funcionales y se ha propuesto a las
células epiteliales glandulares como los principales componentes en la
generacién de respuesta autoinmune al exhibir un fenotipo activado, debido a
que expresan altas cantidades de HLA-DR, moléculas co-estimuladoras (CD80,
CD86, CD40), moléculas de adhesién (ICAM-1), receptores de respuesta innata
del tipo Toll y factor activador de células B (BAFF) (57). Las células epiteliales
acinares también expresan auto-antigenos provenientes del citoplasma lo cual
representa una via por medio de la cual estos son presentados al sistema
inmune (14-15).

La composicion celular de los infiltrados en la glandula salival menor (GSM), (ver

figura 3) depende de la severidad de la lesidon histopatolégica: los Linfocitos T



CD4+ predominan en lesiones leves tempranas y los linfocitos B son los

predominantes en los estadios avanzados de la enfermedad (71).

Figura 1A: Tincién de inmuno-histoquimica de tejido de BGSM que muestra la localizacién apical

normal de aquaporina 5 en SSp (Riega y cols)
N . \ 2 ‘g ] W |
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SN

Figura 1B: Localizacién basal anormal de aquaporina 5 en BGSM de paciente con SSp tenido
mediante Inmunohistoquimica (Riega y cols)
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Figura 3. Biopsia de GSM. Se observan infiltrados linfocitarios en acimulos=focos

(1foco=50 linfocitos en 4mm2) (Riega y cols)
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1.6 Manifestaciones clinicas
El SS ocasiona multiples manifestaciones clinicas, las mas frecuentes son
la sequedad oral, ocular y vaginal, pero puede involucrar otros érganos y

sistemas (figura 4)

Oculares
=Xeroftalmia Neuroldgicas
*Queratoconjuntivitis *Polineuropatia
seca

Orales
*Xerostomia
*Infecciones
*Crecimiento

glandulas parotidas

Pulmonares
*Pulmon Sucio
*Enfermedad

Pulmonar Intersticial

Gastricas
*Disfagia
*Gastritis atrofica
*Hiperamilasemia

Tiroideas
*Tiroides de
Hashimoto

Sistémicas
*Artralgias
*Fibromialgia
*Xerosis
*Vasculitis cutanea

Renales
«Nefritis intersticial
*Enfermedad
glomerular

Figura 4. Manifestaciones clinicas en SS (Riega y cols)

Manifestaciones orales. El involucro de las glandulas salivales mayores y
menores conduce a disminucion de la secrecién salival, manifestandose como
xerostomia con incremento de infecciones bucales, friabilidad de la mucosa vy
caries dental debido a la pérdida de la lubricacién y capacidades antimicrobianas
de la saliva (72). Es comun la candidiasis oral manifestada como lesiones
mucosas eritematosas, fisuras linguales, atrofia de las papilas filiformes y queilitis

angular (73,74). Puede ocurrir crecimiento asintomatico y auto-limitado de las
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glandulas parétidas (parotido-megalia) o de otras glandulas salivales mayores,
pero en caso de ser persistente debe de vigilarse cuidadosamente hasta excluir
infecciones y mas importantemente, el desarrollo de linfoma (75). La xerostomia
(figura 5) puede ser evaluada por diferentes métodos diagndsticos como
gammagrafia, sialografia de glandula parétida, sialometria, sialoendoscopia y
biopsia de glandula salival menor; esta ultima es tomada del labio inferior y se
considera positiva si existe infiltracion linfocitica de mas de 50 cels por 4mm2

(76,77).

Figura 5. Manifestaciones orales caracteristicas presentes en SSp: Se observa sequedad peri-
bucal y lingual con aumento de los surcos linguales. (Riega y cols)

Manifestaciones oculares. La infiltracidn linfocitica de las glandulas lagrimales
conduce a disminucién del flujo lagrimal (xeroftalmia) y a alteraciones en la
composicion quimica del fluido lagrimal con dafo a los epitelios corneal y

conjuntival, conocido como queratoconjuntivitis seca la cual se manifiesta como
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una sensacién de cuerpo extrafio en los 0jos, irritacion (figura 6) foto-sensibilidad
y alteraciones visuales. Las complicaciones producen ulceraciones corneales,
queratitis bacteriana e infecciones oculares (72,75,78).

La Prueba de Schirmer es utilizada para medir la produccién lagrimal, se puede
realizar con o sin anestesia, se considera una prueba positiva si la produccién de
lagrima en el papel filtro es de menos de 5 mm en 5 minutos (79, 80).

La Tincién de la superficie ocular (cornea y conjuntiva) identifica y estadifica el
dafno estructural del epitelio ocular. Se utiliza la tincion con Verde de Lisamina
para tenir la conjuntiva y la Fluoresceina de sodio para tefiir la cérnea .Se

considera diagnéstico una puntuacion igual o mayor a 4 (81).

Figura 6. Manifestaciones oftalmoldgicas caracteristicas en el SS que muestran lIrritacién de la

conjuntiva ocular con inflamacién del parpado inferior. (Riega y cols.)
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Manifestaciones sistémicas. Se presentan en el 30% a 70% de los pacientes
antes o después del diagnostico de la enfermedad (82-86). Es comun la
presencia de auto-anticuerpos circulantes anti-Ro (SSA) y anti-La (SSB) en
comparacién con enfermedad local aislada, siendo los anti-Ro(SSA) mas
especificos para este padecimiento (87). Hasta 70 % de los pacientes pueden
experimentar fatiga con una correlacion moderada entre este sintoma y
depresion.

Afeccion musculo-esquelética: Aproximadamente la mitad de los pacientes
con SSp experimentan sintomas como artralgias y/o artritis en el curso de su
enfermedad y pueden ocurrir antes del inicio de los sintomas glandulares,
generalmente la artritis que distingue al SSp del SSs es que la primera cursa con
una artritis leve no deformante (75).

Otras manifestaciones incluyen rigidez matutina o cuadros sintomaticos del tipo
de fibromialgia (89). Existe una poli-artropatia tipica no erosiva que afecta
principalmente pequeinas articulaciones y que conduce ocasionalmente a una
Artropatia de Jaccoud (75, 90). El involucro muscular es principalmente en forma
de mialgias; se han descrito cuadros de debilidad muscular proximal de inicio
insidioso y/o miopatia inflamatoria leve (polimiositis 0 miositis por cuerpos de
inclusion) (17, 20).

Manifestaciones cutaneas: Existe resequedad de la piel conocida como
“xerosis”, acompafada de prurito; otras manifestaciones raras son el eritema

anular y lesiones tipo pernio (91,92).
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La vasculitis cutanea afecta a entre el 5y el 10 % de los pacientes en forma de
purpura palpable, el cual se relaciona con hiper-gamaglobulinemia con involucro
de vasos de pequefio y mediano calibre, todas estas caracteristicas son
consideradas como un marcador pronédstico adverso para el desarrollo de
linfoma. Otras manifestaciones poco comunes de la vasculitis cutanea son
papulas, Ulceras y lesiones urticariales de predominio en extremidades inferiores
(71,85,93).

Las mujeres con SS pueden padecer de sequedad vaginal y dispareunia por una
posible infiltracién linfocitaria local de la mucosa, teniendo estos sintomas un
impacto adverso en la vida sexual a consecuencia de estos sintomas (94-97). En
2013 Maddali Bongi et al. reportaron que hasta un 68% de pacientes con SSp
presentaron alteraciones en su vida sexual debido a la sequedad vaginal y
dispareunia (98).

Manifestaciones pulmonares. La infiltracién linfocitica de la laringe, traquea y
glandulas bronquiales exocrinas conduce a resequedad del arbol respiratorio que
se manifiesta como tos seca irritativa y persistente. Las pruebas de funcién
pulmonar revelan un patron obstructivo de las vias aéreas pequefias (101,102).
En la tomografia computada de alta resolucién (TACAR), tales caracteristicas
aparecen como un engrosamiento segmentario de los bronquios,
bronquiectasias, nédulos centri-lobulillares y patrén en vidrio despulido (100,103).
La Enfermedad Pulmonar Intersticial (EPI) se presenta hasta en un 25% en

algunas series y se manifiesta como disnea, tos, estertores bilaterales e
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infiltrados intersticiales en tele de térax; Los patrones histolégicos mas
frecuentemente encontrados son: neumonia intersticial no especifica (NINE),
neumonia intersticial usual (NIU), neumonia organizada (NO) y neumonia
intersticial linfocitica (NIL). Se debe de excluir linfoma en caso de hallar nédulos
pulmonares y linfadenopatia hiliar y/o mediastinal. Los patrones més frecuentes
encontrados en TACAR son los siguientes: opacidades de vidrio despulido
(92%), opacidades lineales no septales (75%), engrosamiento septal inter-lobular
(55%), quistes (30%) y fibrosis (100). La radiografia de térax es un método poco
sensible para detectar cambios tempranos, pero en ocasiones puede observarse
un aspecto de “pulmdén sucio” y nodulos de 1 a 3 mm con predominio centro-
lobulillar. Las biopsias trans-bronquiales revelan infiltracion mono-nuclear peri-
bronquial y/o peri-bronquiolar (99-101).

Los derrames pleurales son muy raros en el SSp pero comunes cuando se
asocia a otras enfermedades reumaticas (100,104).

Manifestaciones gastricas. Existe disfagia debido a la sequedad de la faringe,
el es6fago o por alteracion de la motilidad esofagica que puede acompanarse de
nauseas y dolor epigastrico. El patrdn histoldgico tipico es la gastritis atréfica
cronica con infiltracion linfocitica; es frecuente la hiper-amilasemia, aunque muy
rara vez es expresibn de una pancreatitis aguda o cronica. La hepatitis
autoinmune se diagnostica en el 1,7% y el 4% de los casos, mientras que la

colangitis autoinmune (con cambios histolégicos similar a la etapa | de la cirrosis
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biliar primaria) en el 5%a 10% de los pacientes junto con anticuerpos anti-
mitocondriales (105).

Manifestaciones renales y vesicales: En 5 % de los pacientes con SSp existe
involucro renal clinicamente significativo, principalmente nefritis intersticial (NI)
por infiltracion linfocitica del intersticio con inicio temprano, o antes de la
aparicién de los sintomas de resequedad. La presentacion clinica mas frecuente
de la NI es la acidosis tubular distal (tanto de tipo | y Il). La enfermedad
glomerular de tipo membranosa o membrano-proliferativa (GMN) es rara en
pacientes con SSp y estd mediada por deposito de complejos inmunes en el
contexto de una vasculitis sistémica que se asocia con bajos niveles de
complemento y crioglobulinemia mixta que puede aparecer tardiamente en la
enfermedad con incremento de la morbilidad y mortalidad (106-108).
Ocasionalmente puede aparecer cistitis intersticial con poliaquiuria y dolor supra-
pubico o perineal. Las biopsias revelan inflamacién en mucosa y submucosa con
infiltracion linfoide y de células cebadas (78,108).

Manifestaciones tiroideas. Se presentan en cerca del 20% de los pacientes con
SSp a través de tiroiditis autoinmune (principalmente tiroiditis de Hashimoto y en
menor frecuencia enfermedad de Graves), mas del 50% de los casos tienen
hipotiroidismo sub-clinico. Los auto-anticuerpos contra peroxidasa tiroidea (anti-
TPO) y tiroglobulina (anti-TG) se pueden utilizar como bio-marcadores para el

desarrollo enfermedad tiroidea asociada (50, 110).
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Manifestaciones neurolégicas. Varian entre 2% a 60%, la principal es la Poli-
neuropatia predominantemente sensorial (ataxia sensorial o neuropatia dolorosa
de fibras pequenas) (84,111). Otras manifestaciones menos frecuentes son: poli-
neuropatia  sensitivo-motora, polirradiculopatia, = mono-neuritis  mdltiple,
neuropatias craneales (neuralgia del trigémino) y neuropatia autonémica (pupila
de Adie e hipotension ortostatica).
El compromiso del sistema nervioso central es mucho menos comdn con
cambios parecidos a esclerosis multiple, convulsiones, mielitis transversa,
meningitis aséptica, neuritis éptica, encefalopatia difusa y demencia (112).
Otras alteraciones: Existe dispareunia en un 40% de las mujeres post-
menopausicas secundaria a pérdida de lubricacion (craurosis) en comparacion
con 3% de los controles sanos (113).

1.7 Hallazgos generales de laboratorio

El hallazgo mas comun es la hiper-gamaglobulinemia. Los niveles
elevados de y-globulinas contienen auto-anticuerpos dirigidos contra antigenos
no especificos como el factor reumatoide (FR), anticuerpos antinucleares (ANA),
antigenos celulares SSA / Ro, SSB / La y anticuerpos dirigidos contra antigenos
especificos organicos como células ductales salivales, anticuerpos anti-
mitocondriales, anticuerpos anti células glandulares tiroideas y antigenos de la
mucosa gastrica(114).
Es frecuente anemia, elevacion de la velocidad de sedimentacién globular (VSG)

con niveles de proteina C-reactiva (CRP) normal, debido posiblemente a los
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niveles elevados de IFN tipo | (78,115), ademas de citopenias (linfopenia,
trombocitopenia y neutropenia) que correlacionan con manifestaciones extra
glandulares; la neutropenia se ha propuesto como un marcador prondstico
adverso para el desarrollo de linfoma (116).
Puede existir hipocalemia y acidosis hiperclorémica debido a involucro renal por
acidosis tubular distal (107)
Se pueden detectar niveles altos de inmunoglobulina monoclonal en 10% al 15%
de los pacientes con SSp. Aproximadamente en el 20% de los casos existen
crioglobulinas en el plasma (117). El FR y las crioglobulinas juegan un papel
importante en la patogénesis ya que han demostrado ser indicadores de
aumento en el riesgo de linfoma. Los niveles de complemento pueden estar
disminuidos, especialmente C4, ya sea por estar genéticamente predeterminado
0 secundario a su consumo (complejos inmunes o crioglobulinemia (78).

1.8 Alteraciones inmunoldgicas

Los titulos del FR se encuentran elevados en el 40% al 50 % de los
pacientes con SSp. (114).Los ANA se encuentran elevados en el 50% al 90 % ;
estos principalmente estan dirigidos contra componentes nucleares aunque
también reconocen los centrémeros; Los ANAs se detectan por inmuno-
fluorescencia indirecta en células Hep-2 y exhiben un patron moteado. Los
anticuerpos anti-SSA/Ro y anti-SSB/La son los 2 anticuerpos mas utiles para
establecer el diagnéstico de SSp. Anti-SSA/Ro esta presente entre el 50% al

90% de los pacientes (2). Estos auto-anticuerpos no son especificos ya que se
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pueden encontrar en 30% a 50% de los pacientes con LES. Los anticuerpos anti-
SSB/La se detectan exclusivamente en pacientes con anti-SSA/Ro. Anti-SSB/La
son mas especificos de SSp, ya que se detectan en 30% a 60% de los pacientes
con SSp pero en solo el 20-30% de los pacientes con LES. Los auto-anticuerpos
anti-SSA/Ro se pueden unir a varios epitopos antigénicos expresados por dos
proteinas de distintas masas moleculares, 52KDa y 60 kDa. Pareciera que el
perfil de reactividad puede diferir para los pacientes con SSp (reactividad aislada
anti SSA de 52 kDa) y aquellos con LES (reactividad anti SSA de 60 kDa). La
presencia de anticuerpos anti-Ro/SSA y/o La/SSB se asocia a inicio de la
enfermedad precoz, mayor duracion de la enfermedad, inflamacién recurrente de
las glandulas paroétidas, esplenomegalia, linfoadenopatia y vasculitis en
pacientes con SSp, por lo que bien pudieran ser considerados como bio-
marcadores de enfermedad precoz y de mayor severidad (81).

Los linfocitos B secretores de anticuerpos anti-SSA/Ro y anti-SSB/La estan
presentes en los infiltrados mono-nucleares de las glandulas exocrinas, a
menudo asociados con los linfocitos T especificos para epitopos SSA/SSB, por lo
tanto SSA y SSB podrian convertirse en inmunogénicos debido a su localizacién
anormal en el citoplasma o a la expresion aumentada en la membrana de las
vesiculas apotedticas en las células epiteliales (114).

Otros autos anticuerpos:

Diferentes estudios han reportado la presencia de otros tipos de auto

anticuerpos:
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-Anticuerpos Anti-Centromero (ACA): se encuentran en un ndmero limitado
de pacientes con SSp y se caracterizan por una mayor prevalencia en el
fendmeno de Raynaud y disfagia comparado con los pacientes ACA negativos
(118).
-Anticuerpos a-fodrina: Los anticuerpos contra esta proteina del cito-
esqueleto fueron reportados en un estudio, posteriormente fue desarrollado un
ELISA comercial , sin embargo dada a su baja sensibilidad y especificidad se
impide el uso de esta prueba con fines diagnédsticos (114).
-Anticuerpos contra receptores de Acetilcolina M3R : Este es el principal
tipo de receptor muscarinico detectado en las glandulas salivales y se han
relacionado con la inhibicién de la transmisién neuro-glandular (ver figura 2)
resultando en xerostomia y manifestaciones extra glandulares de la enfermedad
asociados con disfuncion autonémica (81).
-Anticuerpos Anti mitocondriales (AMA): Son considerados como
marcador diagnostico para Cirrosis Biliar Primaria (CBP), estan presentes en
el 6,6% de los pacientes con SSp. El 92% de los pacientes con SSp con
afectacion hepatica con caracteristicas histolégicas de colangitis crénica

similares a los observados en la etapa | de CBP tienen AMA positivos (20).
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES DIRECTOS
2.1 Dificultades diagndsticas del SS

El diagndstico de SS es complejo y en ocasiones no se puede hacer
facilmente debido a que no existe un signo, sintoma o prueba patognoménica
para diagnosticar la enfermedad, ademas de existir diferentes causas de
sequedad (oral y ocular) que son unas de las principales manifestaciones clinicas
de esta enfermedad.

Por muchos afnos el diagnostico carecié de estandarizacién pero a lo
largo del tiempo se han lanzado diversos sets de criterios clasificatorios que se
han publicado (119-121), a pesar de esto, el diagndstico de SS sigue siendo un
reto diagnéstico.

2.2 Caracteristicas protedmicas de la saliva humana

La saliva humana es un fluido con diversas funciones bioldgicas
esenciales para el mantenimiento de la salud bucal; su reciente uso en el
diagnostico de diversas enfermedades como el VIH, enfermedades cardiacas,
diversos tipos de cancer y su posible papel como indicador de enfermedades
autoinmunes, la hacen una atractiva herramienta para el diagnostico clinico de
enfermedades (122). La saliva total es una mezcla de secreciones de los tres
pares de glandulas salivales mayores (parétida, sub-mandibular, sublingual), de
los miles de glandulas salivales menores situadas debajo de la mucosa oral y de

constituyentes del fluido gingival, asi como muchos otros contaminantes
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microbianos de la boca y de las células descamativas del epitelio bucal. Las
contribuciones de las diferentes glandulas salivales a la conformacion de la
saliva total son variables dependiendo del grado de estimulacion y de las
diferentes horas del dia; muchos trabajos se han enfocado al estudio en la saliva
total (123-125) y ductal, (126,127) lo que ha conducido al andlisis completo del
proteoma salival que nos puede brindar pistas importantes para el entendimiento
de la patogénesis de enfermedades sistémicas.

La amplia variedad de moléculas presentes en las secreciones salivales coloca a
la saliva como una fuente rica en bio-marcadores de diagnéstico, aunado a
ventajas como su facil recoleccién, almacenamiento y transporte a bajo costo; a
diferencia del plasma, no sufre procesos de coagulacion y es un método no
invasivo que reduce asi las molestias en el paciente cuando es necesario la toma
de muestras repetidas. La saliva, en comparacion con la sangre, puede
demostrar marcadores mas sensibles y especificos para diagnéstico de
enfermedades orales (128).

Las proteinas y péptidos salivales se han estudiado con diferentes técnicas
analiticas como cromatografia liquida, electroforesis en gel de poliacrilamida,
espectrografia de masas e inmuno- ensayos (123-124).

En los ultimos 40 afos se han identificado una gran diversidad de proteinas y
péptidos salivales con un amplio rango de propiedades funcionales como
inmunoglobulinas con actividad antimicrobiana (lisozima, lactoferrina,

sialoperoxidasa, histatinas y defensinas), lubricantes y de proteccion fisica como
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las mucinas, proteinas ricas en prolina con funciones de precipitacion de
quimicos darfinos de la dieta y otras proteinas salivales que estan sujetas a la
actividad proteolitica de proteasas salivales y bacterianas en la boca (129). En
una revisibn de Hu y colaboradores, se reveld6 el descubrimiento de
aproximadamente 1380 proteinas, todas ellas detectadas usando diferentes
técnicas de laboratorio, aunque solo 100 de estas estaban presentes en
abundancia (130).

2.3 Definicion clinica de Bio-marcador

El término Bio-marcador se ha utilizado en anos recientes para describir
especies moleculares significativas o combinacién de ellas presentes en un fluido
bioldgico que representan el estado fisiolégico o patoldgico de una persona; en
otras palabras, el término debe referirse a una especie molecular simple de alta
sensibilidad y especificidad la cual estd presente en una muestra de pacientes
con una enfermedad particular en comparacion con otros sujetos sanos y cuya
caracteristica analitica es ser detectable en concentraciones significativamente
distintas (131).

2.4 Estudios de protedmica en saliva

El conocimiento del proteoma salival humano ha ganado gran aceptacion
clinica y ha puesto sobre la mesa la posibilidad de utilizar la saliva como una
herramienta Gtil tanto en el diagnéstico como en el pronéstico del SS, se han
realizado diversos estudios aplicando diversas técnicas y usando tanto saliva

estimulada como saliva no estimulada (saliva total), donde la mayoria de ellos se
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han enfocado en la busqueda de bio-marcadores diagnésticos con el fin de
generar y validar un panel protedmico salival (132-140). Los datos obtenidos de
estos estudios indican que las proteinas secretoras de origen acinar se
encuentran sub-expresadas, mientras que las proteinas inflamatorias presentan
niveles elevados en su expresion, todo esto cuando se compararon con sujetos
sanos (132,138).

El incremento de proteinas inflamatorias tiende a correlacionarse con inflamacion
cronica y dafo persistente de las glandulas salivales en el microambiente oral.
De todas las proteinas que se han caracterizado en la saliva de pacientes con
SS, Hu y colaboradores han realizado la validacién pre-clinica de B2M, a-Enolasa
y Catepsina-D en pacientes con SSp en comparacién con pacientes con SSs,
LES y controles sanos, usando el método de ELISA y Western-Blot, asi como
tres bio-marcadores de ARNm usando la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa
(PCR) (135). En el 2011, Baldini y colaboradores estudiaron 180 pacientes con
SSp, SSs (a AR y esclerodermia limitada) controles sanos y pacientes con
xerostomia sin enfermedad autoinmune en los cuales se realiz6 un analisis
protedmico usando electroforesis en doble dimension, espectrometria masas,
Western blot y ELISA; en este estudio se encontraron diferencias significativas
en precursores de a-amilasa, anhidrasa carbénica VI,2M, gliceraldeh ido 3-
fosfato deshidrogenasa (G3PDH), proteina de unién a acidos grasos epidérmicos

(E-FABP), cadena ligera de inmunoglobulina «(IGK-cadena ligera) en la saliva
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de pacientes con SSp en comparacién a voluntarios sanos y controles con
xerostomia sin SS(132).

2.5 La B2M como potencial Bio-marcador en SS

La B2M fue aislada en 1968 por Berggard y Bearn; es una proteina no
glucosilada con un peso molecular de 11,800 kDa y se ha identificado como una
cadena ligera invariante de los antigenos del complejo de histocompatibilidad
clase HLA-A, HLA-B y HLA-C; este complejo se encuentra en la superficie de
todas las células nucleadas. La superficie de monocitos y linfocitos son
particularmente ricos en B2M, irslesis y expresion linfocitica estan
aumentadas por estimulacion con mitégenos o IFN. Como resultado del reciclado
del HLA, la B2M se disocia en la forma libre en el fluido intersticial (142).

El aumento de la expresion de la B2M es un reflejo de la activacion y el
incremento de la sintesis de inmunoglobulinas intra-glandulares. La disminucién
de las proteinas secretorias se atribuye al dafo y disfunciéon de las células
acinares y a la presencia de procesos de fragmentacion los cuales pueden estar
relacionados a un desequilibrio en la expresion entre proteasas e inhibidores de
proteasa (141).

Diversos estudios han sugerido que la medicién de B2M en saliva es un método
simple de cuantificar el dafio glandular en pacientes con SS (142); hay reportes
que muestran el incremento en la expresion depf2M en saliva paroidea (132,
135, 143-146). Hu y cols. indican que esta proteina es un marcador altamente

sensible y especifico para distinguir entre pacientes con SSp y SSs (145) y se
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puede usar como prueba diagndstica suplementaria (142). Por otro lado, se ha
comprobado que en pacientes con SSp y con niveles plasmaticos elevados de
B2M y cadenas libres de inmunoglobulinas esé asociado a un incremento en la
actividad sistémica de la enfermedad , lo que permite poner de relevancia la
saliva como herramienta clinica (147).

Existen reportes de la medicion d@2M  en saliva no estimulada usando
diversos métodos en SS en poblacién caucasica y japonesa pero no se ha
explorado la presencia de esta proteina en saliva en poblacion mestiza mexicana
mediante el método de ELISA, por lo que nos planteamos el problema de medir
los niveles de B2M salival en una poblacién de pacientes con SS tanto primario
como secundario y determinar su utilidad como bio marcador que nos permita

distinguirlos de una poblacién sana y de sujetos con SSNI.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

El SS es una enfermedad de diagnéstico complejo, con un impacto en la
calidad de vida de los enfermos. Las pruebas actuales de diagndstico son
invasivas, poco accesibles y/o costosas como por ejemplo la BGSM, los auto-
anticuerpos los cuales no son muy especificos ya que pueden estar presentes en
otras enfermedades auto inmunes como LES, las tinciones oculares, todos estos
procedimientos no estan al alcance de los pacientes ya que son realizados por
diversos especialistas lo que provoca retraso en el diagnostico en promedio de 8-
10 anos segun reportes de la literatura.

Se necesitan de nuevos meétodos no invasivos para el diagnéstico de la
enfermedad .

Ademas de la necesidad de contar con éstos nuevos métodos no invasivos,
también se necesitan pruebas que reunan la suficiente sensibilidad vy

especificidad que le ayuden al reumatdlogo a realizar un diagnéstico preciso .
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CAPITULO 4

ORIGINALIDAD Y CONTRIBUCION

La evaluacién de los niveles de B2M salival en una poblacién de pacientes
mestizos mexicanos con diagnostico conocido de SS tanto primario como
secundario en comparacion con pacientes con sindrome seco sin auto inmunidad
y un grupo control sano es fundamental para determinar su papel como bio-

marcador diagnéstico en esta enfermedad.

Este estudio constituye el primero en su tipo al evaluar la presencia de un bio-

marcador salival en una muestra de pacientes mexicanos usando como prueba

analitica el método de ELISA .
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CAPITULO 5

HIPOTESIS

HO. La B2M salival es un bio-marcador que no es util para distinguir entre SS de
No SS.
H1. La B2M salival es un Bio-marcador que me permite distinguir entre pacientes

con SSy sin SS.

31



CAPITULO 6

OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar la utilidad de la B2M salival como Bio-marcador diagnéstico para SS.

6.2 Objetivos Especificos

a) Determinar las diferencias cuantitativas entre los niveles 2M salival entre
pacientes con SSp y SSs.

b) Determinar un valor de corte de la B2M salival en pacientes con SS y

sanos.

c) Determinar diferencias entre los niveles de la 2M en saliva entre
pacientes con SSp y con SSNI.

d) Comparar los niveles de B2M en saliva y en plasma tanto de pacientes

como de controles.

e) Relacionar los valores de B2M y la presencia de focos de infiltrado

linfocitario en biopsias de GSM.
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CAPITULO 7
MATERIALES Y METODOS

La realizacién del presente estudio fue aprobada por el Comité de Etica en
Investigacion de nuestra Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” de la U.A.N.L. bajo el numero de registro RE14-009. Nuestro
trabajo tuvo financiamiento a través de recursos propios de nuestro Servicio de
Reumatologia; ademas, declaramos no haber obtenido ganancias financieras o
comerciales por la realizacion del mismo ni tener algun tipo de conflicto de

interés.

7.1 Lugar de Referencia

Para este trabajo se reclutaron pacientes provenientes de Servicio de
Reumatologia de nuestro Hospital Universitario José Eleuterio Gonzalez con
diagnéstico confirmado de SS tanto primario como secundario que acudieron
regularmente a su consulta; se incluyé a pacientes con sindrome seco de
etiologia no inmunoldgica (SSNI) con ingesta de medicamentos, xerogénicos,
portadores de diabetes Mellitus, fibromialgia ,menopausia, etc como grupo
control se incluyd a pacientes sanos (acompafnantes de pacientes que no
tuvieran lazos familiares) sin enfermedad conocida, sin sequedad y que no

tomaran ningin medicamento xerogénico ; A cada paciente se le explicé
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ampliamente y en lenguaje comprensible en qué consistié el estudio y se les
invitd a formar parte del mismo; su participacion quedé formalizada a través de la
firma de consentimiento informado.
7.2 Caracteristicas de los pacientes
Los pacientes incluidos en este estudio reunieron criterios clasificatorios

para SSp (grupo 1) y SSs a AR y a LES (grupo 2) asi como pacientes que
cursaron con sindrome seco de pero sin datos de enfermedad autoinmune
(SSNI) (grupo 3). Ademas, se incluyd un grupo de voluntarios sanos (grupo 4:
control negativo) acompafantes no familiares de pacientes sin antecedentes de
enfermedad autoinmune o de ningun otro tipo sin ingesta de medicamentos ni
signos o sintomas de resequedad.
Criterios de inclusion (para los grupos 1 al 3)

e Mayores de 18 afos.

e Diagnostico de SSp.

e Diagnodstico SSs a ARy LES

e Con sintomas de resequedad sin enfermedad auto- inmune.
Criterios de exclusion:

e Pacientes menores de 18 anos.

e Pacientes sin historia de infeccién por VHC o VIH.

e Pacientes que nieguen presencia de inmunodeficiencias.

e Pacientes sin historia de ser sometidos a radioterapia de cabeza y cuello.

e Pacientes sin historia de enfermedad asociada a IlgG4 o sarcoidosis.
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e Mujeres embarazadas.
Criterios de eliminacion:
Pacientes que no aceptaron participar en el estudio, que retiraron su

consentimiento informado y pacientes que no produjeran saliva.

7.3 Numero de sujetos por incluir y fundamento del calculo del

tamano de la muestra

Se calculé un tamano muestra para el contraste de dos curvas ROC
mediante la validacion de Obuchowski y McClish, asumiendo la igualdad entre
ellas en datos continuos para dos colas. Considerando un poder de 0.8, una alfa
de 0.05, una area bajo la curva ajustada para HO de 0.87 y para H1 de 0.95, una
taza de falsos positivos minima de 0.00 y maxima de 1.00 y una relacion entre
las desviaciones estandar de 1 (basados en lo observado en el articulo de Shen

Hu y cols. se determiné un tamafo muestra de 64 pacientes por grupo.

7.4 Metodologia a realizar
Este proyecto se llevd a cabo en cuatro etapas:
Etapa 1 de identificacion :Se identificaron pacientes que reunieron criterios
clasificatorios para SSp, los cuales fueron clasificados dentro del Grupo 1 de

estudio; para el grupo 2, se incluyeron pacientes con SSs a AR
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y LES; nuestro grupo 3 estuvo conformado por pacientes con sintomas de
resequedad sin datos de autoinmunidad pero si asociados a padecimientos
como fibromialgia, diabéticos o que tomaran alguna medicacion que les
condicionen boca seca denominado grupo Sicca(SSNI); y como grupo 4 se
identificaron a controles sanos que no padecieran ningun sintoma de sequedad
ni historia de enfermedad ni ingesta de medicamentos, regularmente estos
fueron acompanantes de pacientes sin parentesco con el paciente y pareados
por sexo y edad con una diferencia de +/- 5 afos.

Etapa 2 o colecta y procesamiento de bio-especimenes. Aquellos pacientes
que aceptaron y firmaron su consentimiento informado para participar en el
estudio, se les explico en qué consistia su participacion en el protocolo, a cada
uno de estos pacientes se les proporcion6 informacién escrita y oral acerca del
procedimiento a realizar y se respondieron todas sus dudas; a los pacientes se
les realizO una encuesta que recab6é datos epidemioldgicos, clinicos,
antecedentes familiares de otras enfermedades autoinmunes relacionadas y
factores ambientales entre otros; posterior a esto, se procedié a la toma de una
muestra de saliva no estimulada y una toma de sangre para determinar las
concentraciones de B2M. Las muestra de sangre y saliva fueron transportadas a
la Unidad de Diagndstico Molecular del Departamento de Bioquimica y Medicina
molecular de nuestra Facultad de Medicina, ambos bio-especimenes fueron
transportados en hielo; la saliva se centrifugé a 14000 g durante 20 minutos a

una temperatura de 4°C para remover materiales insolubles, detritos y
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remanentes de alimentos; el sobrenadante de cada muestra fue dispuesto en

alicuotas y almacenado a -80°C hasta su andlisis.

Etapa 3 o analisis de los resultados. Cada una de las muestras colectadas, asi
como toda la informacién clinica y epidemioldgica fue codificada dentro de una
base de datos predisefiada para salvaguardar la informacion personal de los
pacientes y volverla de caracter confidencial; en el analisis se compararon los
niveles de B2M entre los diferentes grupos estudiados y se establecid un valor de
corte entre casos y controles, se correlacion6 con variables clinicas,
inmunolégicas, demograficas.
7.4.1 Recoleccion de bio-especimenes

Para la toma de saliva total fue importante comunicarle al paciente las siguientes
instrucciones,

¢ No consumir ningun liquido ni alimento solido 1 hora antes de la cita.

No cepillarse, fumar, masticar goma de mascar durante este periodo.

e Suspender cualquier medicamento 8 horas antes de la sesion con
autorizacion de su médico.

e Se le explica al paciente el procedimiento y se le dieron instrucciones a
seguir.

e El paciente realizé un enjuague con agua destilada y se le pidié que se

relaje por 5 minutos

37



Se le pidié que incline su cabeza hacia adelante colocando su boca en
donde se recolectara la muestra y se pidié que trague una vez y a partir de
ese momento evitar pasar saliva por 5 minutos, reteniéndola en su boca
hasta completar los 5 minutos y posteriormente se le solicito que la
deposite en uno de los micro-tubos que previamente se le proporciono.

Al terminar los 5 minutos se le pidi6 al paciente que escupa cada minuto
por los préximos 5-15 minutos en el micro-tubo.

Al finalizar la colecta se pesé el micro-tubo para saber el peso total de la
muestra (restdndole el peso del micro-tubo sin la muestra). Se
transportaron los micro-tubos en hielo y se centrifugé la saliva en el equipo
Z400K (Lab-International Inc. Woodbridge, NJ, USA) hasta obtener un
sobrenadante y este se almacen6 a -80°C hasta su procesamiento por el
método de ELISA.

7.4.2 Toma de muestra de sangre para medicion de p2M

A los sujetos de estudio se les solicitd acudir a la toma de sangre con al

menos 8 horas de ayuno; se les realizd la toma con una jeringa de 10 cc (la cual
se llendé al maximo correspondiente), para posteriormente colocarla en tubos con
anticoagulante (EDTA) para su posterior traslado al laboratorio La sangre se
centrifugd a 3000 x g por 5 minutos, y el plasma fue extraido y almacenado a 4°C
hasta su uso.

El procedimiento detallado de como se realizd la toma de sangre se expone a

continuacién:
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Se identificd al paciente y se le explicé el procedimiento al que fue
sometido.

Se realizd la asepsia de manos del flebotomista.

Se acomodo al paciente con la zona a puncionar sobre la almohadilla.

Se revisé la piel y las venas del paciente para seleccionar el sitio que
oferté mejor seguridad de éxito de la técnica.

Al seleccionar el sitio de puncién, se prefirieron las venas del pliegue del
codo por tener mejor calibre, permitiendo un mejor acceso.

Se colocé la ligadura a 4 traves de dedos sobre el lugar a puncionar.

Se desinfect6 un area de 5 cm de la piel del paciente, con alcohol al 70%.
Se insert6 la aguja con el bisel hacia arriba, puncionando la vena en la
misma direccidn en que ésta se encuentra.

Se obtuvo la cantidad de sangre adecuada.

Se solt6 la ligadura.

Se retird la jeringa, dejando la torunda seca en el sitio de puncion,
pidiéndole al paciente, dentro de lo posible, que la afirmara sin doblar el
brazo.

Se llend con la cantidad necesaria los frascos de examen, siempre llene
primero los frascos que tienen anticoagulantes, girandolos segun
corresponda.

Se coloco tela adhesiva con un pequefio trozo de algoddén seco o parche

curita en el sitio de puncion.
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7.4.3 Medicion de p2M

La cuantificacion de la B2M se realizé mediante el Human Beta 2 Micro-
globulin ELISA Kit de la casa comercial Abcam (Cambridge, Reino Unido,
catalogo No. ab108885). El ensayo esta disefiado para la mediciéon cuantitativa
de los niveles de B2M en fluidos distintos fluidos bioldégicos como plasma,
plasma, leche, saliva, orina, liquido cefalorraquideo; asi como sobrenadantes de
cultivos celulares.
Se empled una placa de 96 pozos recubierta con un anticuerpo especifico contra
B2M. Se afnadié a cada pozo muestra o estandar, y posteriormente se afadid un
anticuerpo primario biotinilado contra p2M; posterior a un lavado se afnadié un
conjugado anticuerpo-estreptavidina—peroxidasa, se lavd nuevamente y
finalmente se agregd una solucion de TMB para visualizar la reaccidén enzimatica,
la cual produjo una coloracién azul que cambié a amarillo tras la adicién de una
solucién &cida para detener la reaccion. La intensidad de la coloracién amarilla
es directamente proporcional a la cantidad de B2M capturada en la placa
proveniente de las muestras o estandares. Los resultados se leyeron en un
Lector de ELISA E9032 de la casa comercial Promega Bio-Systems (Sunnyvale,
Inc. Sunnyvale, CA, Estados Unidos).
A partir de los resultados de los estandares se construyé una curva de
calibracién para calcular la ecuacion de la recta y de ella se calcularon las

concentraciones de B2M presente en saliva y en sangre para cada una de las
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muestras analizadas. La figura 7 muestra un panorama general de de la reaccion

de ELISA que llevamos a cabo para determinar las concentraciones de p2M:

Anticuerpo anti B2M fijo en el pozo

i Saliva / estandar

Anticuerpo primario anti B2M marcado

. B2M presente en saliva o estandar
{J‘\\ con biotina

N
ﬁ Anticuerpo secundario marcado con
estreptavidina-peroxidasa

l Primer anticuerpo - biotina

H. Beta 2 Maeroglobulm
Standand Curve

l Segundo anticuerpo- estreptavidina-peroxidasa [ /'F‘
1
Sustrato TMB (color azul) + Solucion '
acida (color amarillo proporcional a la L
Lectura Grafica

concentracion de B2M)

El procedimiento para la elaboracion de la ELISA se detalla a continuacién:

Los reactivos se utilizan a temperatura ambiente (20-25°C).

Preparacion de los reactivos. Se prepararon los reactivos frescos

inmediatamente antes de su uso. Si se formaron cristales, se mezclo

suavemente hasta que se disolvieron.

1. Diluyente 1X N: Se diluy6 la
cantidad requerida del concentrado del diluyente 10X en una dilucién1:10 con

agua ultrapura. Se mezclé suavemente (Se puede almacenar un maximo de

30 dias a 4°C).
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2. Tampén de lavado 1X: Se
diluyé el concentrado 20X de tampédn de lavado a una dilucion 1:20 con agua
ultrapura. Se mezcl6é suavemente.

3. Anticuerpo detector anti beta 2
microglobulina biotinilado 1X. Se diluy6é con diluyente 1X de acuerdo con las
instrucciones de la etiqueta y de acuerdo al numero de pozos que se
analizaron. Por ejemplo, para 4 tiras, 32 pozos, se requiri6 1,760 pl de
volumen total. El remanente se guardé a -20°C.

4. Conjugado SP1X. Se centrifugé
el concentrado 100X de estreptavidina conjugada con peroxidasa (Conjugado
SP) y se diluyé la cantidad deseada con Diluyente 1X N. El remanente se
guardd a -20°C.

5. Estandares. Se prepararon
diluciones seriadas inmediatamente antes de su uso. Cualquier restante se
almacené a -20°C después de su reconstitucidén y utilizado dentro de los 30

dias.

Procedimiento
Se removieron del empaque el numero de tiras de pozos necesarias para el

namero de muestras a ensayar.
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A cada pozo se anadieron 50
WL de muestra de saliva o estandar. La placa se cubri6 e incub6 durante 2

horas a temperatura ambiente (20-25°C).

Después de la incubaciéon se
aspir6 el contenido de cada pozo con ayuda de una linea de vacio y lavo
cinco veces con 200 uL de tampdn de lavado diluido al 1X, secando sobre

toallas de papel después del ultimo lavado.

A cada pozo se le anadié 5QL

de Anticuerpo detector anti beta 2 microglobulina biotinilado 1X.La placa

se cubridé e incub6 durante una hora a temperatura ambiente.

La placa se lavé como en el

paso 2.

A cada pocillo de la placa se

anadieron 50 pL de Conjugado SP 1Xy se incubé por 30 minutos.

La placa se lavé como en el

paso 2.
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A cada pocillo de la placa se
anadieron 50uL de sustrato cromégeno (TMB) y se incubd la placa

durante 10 min a temperatura ambiente.

A cada pocillo de la placa se
anadieron 50uL de la soluén de paro en el mismo orden y con los
mismos intervalos de tiempo que para la adicion de TMB. Se mezcld con
agitacion suave. En los pocillos con B2M detectable el color azul cambi6 a

amarillo.

Se realiz6 la lectura de manera

inmediata a una absorbancia 450 nm. Se rest6 a las lecturas la correccidon

de longitud de onda a 570 nm de (para corregir imperfecciones o6pticas).

Se construyé la curva de

calibracién en el programa Excel.

7.4.4 Analisis estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva para las variables cuantitativas

describiendo su media y desviacion estandar (variables normales) o mediana y

rango intercuartil (no normales), dependiendo de su distribucion y las pruebas de
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normalidad (ShapiroWilk o Kologorov- Smirnov, segun sea el caso). Se realizaron
graficos de barras o diagrama de cajas, respectivamente.

Se realizd estadistica descriptiva para las variable cualitativas o categoricas y
ordinales describiendo su frecuencia y su porcentaje, se graficaran en barras.

Se realiz6 estadistica analitica, formando diferentes grupos clinicos vy
comparando las variables segun su descripcién y distribucion. Para variables
cuantitativas normales se utilizé el estadistico de T de student; para variables
cuantitativas no normales se utilizé el estadistico U de Mann Whitney. Para las
variables categoéricas, la CHI cuadrada o exacta de Fisher.

Con esto se realizd el andlisis univariado para encontrar factores asociados a las

variables principales.

U ¥ < ‘ - > _&'/
e | - 'ﬂl‘llll
rd
Identificacion Evaluacién y e
de candidatos diagnéstico Tomatde Andlisis y ;
_para el estudio _ reumatolégico ML il

- - Py T
ELISA-
AnaII:ldeE medicion de
resultados £ p2M

En resumen, la figura 6 muestra a la estrategia general que siguid este
proyecto.
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CAPITULO 8

RESULTADOS

Se evaluaron 256 individuos, 128 con diagnéstico de SS de los cuales 64

cursaban con SSp y 64 con SSs (de este ultimo grupo se incluyeron 50 pacientes

con SS secundario a Artritis reumatoide y 14 con SS secundario a Lupus

Eritematoso Sistémico), ademéas de 64 pacientes con SS seco no inmunolégico

(SSNI) y 64 sujetos sanos.

La tabla 1 y 2 muestra las principales variables clinicas, demogréficas y

serolégicas de la poblacion; los pacientes sanos mostraron ser mas jovenes que

los controles.

Tabla 1. Variables clinicas y demograficas de los sujetos participantes.

Caracteristicas SSp SSs + SSs + Sicca Sanos
generales n=64 AR LES No-Al n=64
(o/o) n=50 n=1 4(0/0) n=64 (o/o)
(%) (%)
Edad (RIQ) 50 (15) 54.5(16) 50 (14) 55.5 47 (18)

(18)
Género femenino 64 (100) 50 (100) 14 (100) 62 (97) 63 (98)

Uso de farmacos 28 (44) 18(28) 5(8) 46(72)
xerogénicos

Uso de 18 (28) 22 (44) 5 (36) 0 -
esteroides

Uso de 30 (47) 13 (26) 6 (43) 0 -
Hidroxicloroquina

Uso de MTX 15 (23) 24 (48) 6 (43) 0 -
Uso de 0 4 (8) 0 0 0
biolég_]icos
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Tabla 2.Principales Hallazgos seroldogicos, de flujo lagrimal, salival e

histopatologicos en los grupos de estudio.

n= 256 SSp SSs + AR SSs + Sicca Sanos

n=64 (%) n=50 (%) LES No-Al n=64 (%)
n=14 (%) n=64 (%)

SSA/Ro 44 (69) 7 (16) 3(23) 0 -

SSB/La 14 (22) 2 (5) 2(17) 0 -

Schirmer 52 (81) 35 (73) 9 (64) 40 (63) -

positivo

Biopsia de 54 (87) 20 (61) 4 (50) 0 -

GSM positiva

Flujo salival 0.06 0.06 0.09 0.08 -

ml/min (RIQ) (0.06) (0.06) (0.05) (0.07)
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La mediana de 2M salival en SSp fue de 0.71 pg/ml, en SS secundario a AR fue

de 0.84 y en LES su valor fue de 0.63 ug/ml. Por lo que no se encontraron

diferencias significativas entre estos grupos.
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Figura 9. Comparacion de niveles de B2M en saliva entre pacientes con SSp y SSs.
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Un valor de corte B2MG de 0.28 ug/mL con una sensibilidad de 88% y una
especificidad de 31% puede distinguir entre pacientes con Sindrome Sjégren y

no sjogren (SSNI y sanos) como se visualiza en la figura 10
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Se encontraron diferencias significativas en los niveles B2M salival entre
pacientes que cursaban con SSp y pacientes con Sd Seco sin enfermedad

autoinmune (SSNI)
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Figura 11. Comparacion de las concentraciones de 32M salival de pacientes con

SSp y con sindrome seco sin autoinmunidad (SSNI)
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Comparacion entre los niveles p2M en saliva/plasma tanto de pacientes y

testigos.
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Se puede observar en la figura 12 que los valores plasmaticos no son constantes

ya que existen variaciones que la hacen alejarse por debajo de la curva estimada

Se realiz6 una prueba de Rho de Spearman para comprobar si existi6 0 no
una correlacion entre los niveles de B2M y la cantidad de infiltrados

linfocitarios en la BGSM obteniendo un coeficiente de correlacion de 0.458 y
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un valor de p<0.01 por lo que existi6 una diferencia estadisticamente

significativa entre ambos parametros.
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Figura 13. Grafica de dispersion. Correlacion entre la medicion d@2M en saliva con la
cantidad de focos de infiltrado linfocitario en la BGSM.
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La tabla 3 muestra los resultados generales de los niveles obtenidos de B2M,

tanto salival como plasmatica para los 4 grupos de estudio.

Paciente

WWWWRNNNRNNNRNRNNDN = = oo
ON21CCOOVOURWNIOOONOURWNaROPR®NOORWN =

SSp SSs Sicca Controles sanos
Saliva Plasma Saliva Plasma Saliva Plasma Saliva Plasma
3.0114 2.1413 0.6989 1.0322 0.6595 0.7098 0.6250 0.8119
0.6823 0.4133 0.7044 1.0662 1.0292 25753 0.6995 0.8429
0.3433 1.7843 0.8698 0.7071 0.4137 0.8429 0.5417 ND
2.6403 0.4410 3.2583 0.8155 0.5316 2.0006 0.6652 1.0440
2.598 2.4487 0.2116 0.8207 0.3317 ND 1.5298 0.8920
0.4718 0.8739 0.3976 0.4747 0.2044 1.6674 0.7336 0.5681
1.9765 1.6105 1.6601 ND 1.0945 1.5657 0.3433 0.8882
1.3044 0.9057 0.3433 1.3038 0.4102 0.2625 0.2026 0.7578
0.5255 0.3820 2.6824 0.6471 0.6499 2.3412 0.3628 1.0250
0.8374 0.7136 7.1259 0.3844 0.5382 1.2768 0.0835 0.7044
0.3144 0.6250 0.7285 0.5027 0.2634 1.9005 0.2561 0.5083
1.4275 1.1466 2.1042 2.0427 0.4169 1.0750 0.2805 1.2042
1.0353 0.7887 1.6676 1.5480 0.4962 0.9762 0.2738 0.6404
1.0745 0.7136 0.1564 0.7483 0.1691 0.5998 0.3566 0.9166
1.2923 2.9244 0.7661 2.9758 0.1064 0.6656 0.3333 0.7800
0.4729 2.3100 0.5681 0.9630 0.2172 0.4709 0.2484 ND
0.8071 0.7882 0.6250 0.9166 0.3355 0.8885 0.2204 0.9030
0.1122 0.6087 0.7305 0.7407 0.7780 1.1615 0.4448 0.8223
1.4667 0.4390 0.2634 0.9687 0.7231 1.2333 1.0195 1.1671
42118 0.8478 0.3080 0.7231 0.5826 0.4731 0.2528 ND
0.7166 0.2835 1.3044 ND 1.0569 1.2736 0.4916 0.8949
0.3290 0.6455 0.6522 1.3782 0.6981 2.4072 0.6766 0.9630
4.0719 1.5323 1.2768 6.5675 2.2779 0.7578 1.1296 0.9278
0.3312 0.7690 0.2116 0.9057 0.7350 0.8119 0.2805 0.8683
0.9293 0.9653 0.7541 1.4414 0.1262 0.3007 0.4214 ND
0.6431 0.7708 0.7733 ND 0.4054 1.8846 0.2857 0.9882
0.3691 0.3820 1.4661 25670 2.6754 0.8327 0.5385 0.8429
0.6800 4.244 0.4843 2.2688 0.1054 0.9950 0.3013 0.8284
0.6449 1.3478 0.2289 0.7965 3.6381 ND 0.3802 0.7800
1.0644 1.5530 0.1767 0.0362 0.5139 1.3803 0.4916 0.7690
0.3030 0.7274 2.5402 0.6710 0.2528 ND 0.2699 0.7086
0.6710 0.7708 3.0682 1.4318 1.0730 1.6244 0.4272 0.7800
0.4028 0.8155 1.3909 0.5122 0.9586 1.3554 0.1669 0.6387
1.5843 0.4731 0.6656 2.7454 0.7946 ND 0.2204 0.8739
0.5255 0.5287 0.5970 1.4752 0.1907 1.0365 0.2383 0.5205
6.1333 0.7274 0.8473 1.8726 0.8525 0.8473 0.1967 0.8949
0.4703 0.1278 0.6111 0.3355 0.2661 0.9906 0.1372 1.3761
0.2902 0.7274 2.8285 1.6337 0.5312 0.9820 0.625 0.7578
0.7839 1.0039 0.4458 0.2411 0.4437 15433 1.0548 1.3044
0.2195 0.4437 0.8885 1.5168 0.2250 1.5103 0.1431 0.9509
0.1122 0.5796 1.0562 1.8866 0.8360 ND 0.3330 0.7690
22792 0.8104 1.3184 0.3115 1.0569 1.3937 0.3623 0.8782
0.8000 0.6471 0.8417 1.0768 0.5681 0.6522 0.4624 1.2273
0.5509 0.7790 0.1410 0.8576 0.8417 0.8532 0.8131 ND
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

0.7051
0.3196
1.1922
1.1529
1.0754
0.8784
0.3361
0.2803
0.6431
9.1018
0.2116
1.159
0.206
0.4769
0.7001
1.0903
0.2027
0.2592
0.1702
0.8651

0.8025
0.6250
0.3724
0.6250
0.6360
0.6813
0.8121
0.7136
0.625
0.7879
0.8635
0.7941
0.6986
1.1066
0.8136
0.8121
1.3704
ND
0.9950
1.2683

1.0125
3.3846
0.4137
0.3974
0.7044
0.7086
1.0529
0.9148
1.6270
0.7350
1.7101
0.4106
1.0561
0.9984
0.9052
1.1140
0.6387
0.4527
0.8212
0.9359

1.0751
1.1832
0.7776
1.1647
1.0174
0.8417
0.5874
1.6737
1.1262
1.2346
1.1102
0.7223
1.4626
0.3077
0.4979
1.1003
0.7601
ND
0.8264
1.8424

0.4703
0.2971
0.2805
0.3271
0.6387
0.1020
0.5531
0.3080
2.6163
0.9687
0.0887
0.6656
0.5245
1.8963
0.8912
0.4703
0.7709
0.1064
0.1633
0.2131

1.1023
1.2664
0.7607
0.6835
0.7908
0.7354
2.6479
1.2333
0.9352
0.4137
1.3234
1.0751
0.5770
1.0457
ND
1.3021
ND
ND
0.9341
0.8777

0.3026
0.5970
0.7676
1.0548
0.8351
0.2857
0.4616
0.6192
0.2738
0.3212
0.2679
0.8963
0.1491
0.3448
0.3507
0.3625
1.5139
0.7620
0.1129
0.2915

1.1495
1.0014

0.9392
0.9166
0.9278
0.9882
1.1452
0.5377
0.6835
0.6553
1.0916
0.9509
1.3495
1.7430
0.9754
1.0873
1.3234
ND
ND
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La figura 14 muestra, las diferencias en los niveles de cuantificacién de p2M

salival entre todos los grupos de estudio.

B2-MGB en saliva
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CAPITULO 9
DISCUSION

Consideramos que la p2M se debe usar como bio-marcador en pacientes con SS
esto en base a que se cumple la definicibn de Bio-marcador propuesta por
Sausan y cols: "molécula simple o su combinacion en un fluido ya sea saliva o
sangre el cual esta presente en muestras de pacientes con una enfermedad
particular en comparacion con otros sujetos.”(149)

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en otras poblaciones
estudiadas ya que desde 1975 Talal y cols reportaron elevaciones de la B2M en
saliva parotidea en SS y en fluido sinovial en AR y desde esos tiempos se ha
reportado que las concentraciones en los fluidos bilégicos exceden las
concentraciones séricas sugiriendo que estas elevaciones son secundarias a la
secrecion local por infiltrados linfoides caracteristicos en estas enfermedades. En
este trabajo Talal y cols estudiaron 17 pacientes con SSp y se usoO saliva
parotidea (estimulada), los niveles de p2M promedio fueron 4.99 +/- 1.97 para lo
cual usé el método de radio-inmuno-ensayo y los criterios que se usaron para
clasificar a los pacientes fué la presencia de keratoconjuntivis seca y disminucién
de la secrecién salival (150). A diferencia de Talal nosotros medimos saliva total
no estimulada y usamos el método de ELISA y clasificamos pacientes de
acuerdo a criterios 2002/2012, nuestros niveles mas bajos se deben (0.71
mcgr/ml) probablemente a diferente método usado y a que en nuestra poblacién

la mayoria de los pacientes se encontraban recibiendo tratamiento ya sea
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inmuno-modulador y/o inmunosupresor, estas aseveraciones las hacemos en
base a los trabajos de Talal y cols en donde mencionan variaciones de esta
proteina en respuesta a tratamiento meédico.

En el 2011 Hu y cols. Pre-validaron un panel Bio-marcadores salivales: p2M,
Alfa-Enolasa y Catepsina D en 34 pacientes con SSp, 34 con LES y 34 sanos
(135); se uso ELISA para medir la p2M y Western blotting para Alfa Enolasa y
Catepsina D; a diferencia de nuestra poblacién usoé saliva_ parotidea estimulada
con parafina; en sus resultados este panel de proteinas puede distinguir SSp de
controles sanos con una area bajo la curva (ABC) de 0.99(sensibilidad de 94% y
especificidad de 97%),cuando se us6 para distinguir SSp de LES arrojé una
curva ABC de 0.94 con una sensibilidad de 92 % y especificidad de 88%. En este
trabajo se desconoce si fueron pacientes con Sjégren secundario a LES.
Nuestros niveles de p2M comparados con los pacientes con Sjégren secundario
a LES no fueron significativos (p=0.22).

Los valores de Hu de p2M en promedio fueron de 1.5 mcrg/ml; desconocemos
las caracteristicas de su poblacion para inferir acerca de estas diferencias con
nuestra muestra; en este trabajo Hu no comparé SSp de pacientes con SSNI ni
tampoco SSs a AR.

Nuestros resultados no permiten distinguir entre pacientes con SSp de SSs
inclusive  nuestros valores mostraron una tendencia mas alta aunque no
significativa de B2M salival en pacientes con SSs a AR (B2M de 0.84 mcgr/ml

p=0.25). Baldini y cols en el 2011 encontraron resultados discordantes entre
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estos dos grupos (40 pacientes con SSp y 7 con SSs a AR) ya que al utilizar
electroforesis en gel de segunda dimension y Western Blot encontraron aumento
de esta en comparacién a SSs a AR (P< 0.05), pero al realizar ELISA no existié
diferencias significativas (p=0.514) entre ambos grupos (132).

Asashima y cols en el 2013 compararon los niveles de p2M salival con el método
de aglutinacion en latex entre 71 pacientes japoneses con SSp y 50 pacientes
con SSs a otras enfermedades auto inmunes mas frecuentemente AR, LES, ESp
(18, 15 y 7 pacientes respectivamente) en este trabajo al igual que nosotros no
encontré diferencias estadisticamente significativas  entre los grupos sin
embargo los niveles de esta proteina en promedio resultaron mas altas que
nuestro grupo (5.3+/-5.1) y no se hizo analisis separado en el grupo de SSs a AR
sino que se analiz6 todo el pool de pacientes con SSs (148).

El valor de corte de B2M salival que escogimos fue de 0.28 mcgr /ml esta area
bajo la curva se encuentra solo por debajo de la biopsia de GSM y los
anticuerpos para distinguir entre pacientes con SS ya sea primario o secundario
de aquellos con SSNI y sanos con una adecuada sensibilidad (88%) y baja
especificidad (31%); al tener una buena sensibilidad se puede convertir en una
herramienta de tamizaje ya que la podemos utilizar como screening de pacientes
y evitar un primer paso como seria realizar biopsia 0 anticuerpos los cuales son
procedimientos caros, invasivos y que solo deben de ser realizados por personal
experto lo que muchas veces provoca retraso en el diagnéstico de la

enfermedad. Asashima y cols establecieron un valor de corte de 2M en saliva
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no estimulada de 2.3 mg/L (AUC=0.9) en la poblacion japonesa con una
sensibilidad de 89 % y especificidad de 83% y una agudeza diagnéstica de 0.72
para distinguir entre SS del grupo No SS, a diferencia de la poblacion japonesa
nuestro valor de corte es mucho mas bajo probablemente debido a diferencias
raciales (148).

Un resultado concordante con la literatura de otras poblaciones caucasicas y
japonesas fue en que la p2M nos ayuda a distinguir entre pacientes con SS
(primario o secundario) de aquellos pacientes con SSNI, Maddali Bongi et al
estudiaron hace tres décadas el rendimiento diagnéstico de p2M en una pequena
muestra. En este estudio, el diagndstico de SSp se hizo sobre la base de los
criterios propuestos por Fox et al (84,85) los cuales actualmente no se utilizan
(151).

Al comparar los valores de 2M en saliva y plasma detectamos una media menor
en plasma en comparacién a la de la saliva; sin embargo la curva muestra
desigualdad esto no nos permite usarla como herramienta diagnédstica. En
relacion a este hallazgo Talal y cols encontraron altas concentraciones séricas
de B2M en 135 pacientes con SS comparacién a pacientes con posible SS vy
sanos estos valores elevados estaban asociados a manifestaciones extra-
glandulares de la enfermedad como alteraciones renales (nefritis o acidosis
tubular renal), Macro-globulinemia de Waldestron o a malignidades
hematolégicas como leucemias o linfomas, ademas de estas observaciones.

Talal y cols realizaron determinaciones seriadas de p2M y detectaron variaciones
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en la misma relacionadas ya sea a exacerbaciones de la enfermedad o a
respuesta a tratamiento; en nuestra poblacion no medimos seriadamente la § 2M
por lo que no podemos realizar aseveraciones al respecto (152).

Concordantemente con Talal y cols. encontramos correlacién entre focos de
infiltrado linfocitico en la BGSM y los niveles de B2M salival , aunque se
observaron bajas concentraciones de B2M salival en algunos pacientes con
biopsia positiva, Talal encontré 17 de 18 pacientes con biopsia negativa y bajas
concentraciones de B2M, en nuestro estudio a diferencia de Talal realizamos 54
biopsias (84%) en pacientes con SSp y un nimero menor (20%) en pacientes
con SSs . Maddali-Bongi y cols. en 1995 similar a nuestros resultados encontré
una correlacion positiva de B 2M en saliva no estimulada de 12 pacientes con
una correlacion positiva entre el numero de focos vy la concentracion del 2M
salival ; a diferencia de Markusse y cols en 1992 quien no encontrd correlacion
usando saliva parotidea (151, 153). Baldini y cols no encontraron correlacién
entre el numero de focos en la BGSM, factor reumatoide y SSB/LA y los valores
de B2M en saliva no estimulada, pero si encontrd similar a nuestro estudio una

correlacion positiva entre el numero de focos y los valores de anti SSA/RO. (132)
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CAPITULO 10

CONCLUSIONES

Se propone a la B2M salival como un Bio-marcador sensible para distinguir
entre pacientes con SS ya sea primario 0 secundario, de aquellos pacientes
sanos o que cursen con SSNI ya que es una herramienta sencilla y no invasiva
que puede evitar retrasos en el diagnostico debido a la complejidad en el
diagnostico de esta enfermed. Necesitamos mas estudios en nuestra poblacidén

que corroboren estos resultados.
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