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Resumen
ANTECEDENTE
El Sindrome de Sjogren es una enfermedad autoinmune que afecta las glandulas salivales y

lagrimales, la cual clinicamente se manifiesta con fatiga, ojos secos y resequedad oral, afecta de 0.3
a 3% de la poblacién, con una predileccién de afectacidon en mujeres. El diagnéstico de este sindrome
se realiza por medio de algunos parametros clinicos e histopatoldgicos que en conjunto otorgan una
puntuacion, la interpretacion de ambas ayuda a sugerir la presencia de este sindrome en el paciente,
dependiendo de la cantidad del puntaje otorgado, el paciente puede o0 no ser diagnosticado con
sindrome de Sjogren.

JUSTIFICACION

Actualmente existen pocos estudios histopatoldgicos que utilizan tecnicas de inmunohitoquimica en
las biopsias de pacientes con sindrome de Sjégren. Si bien la fisiopatologia de la enfermedad no
esta comprendida del todo, muchos de los mecanismos desencadenantes de esta tienen que ver
con la regulacion del proceso de inflamacion.

OBJETIVO

Esto desde el punto de vista célular se pretende estudiar mediante las técnicas de
inmunohistoquimica para PD1y PDL1, los cuales son mediadores marcados por inmunohistoquimica
gue regulan la respuesta inmunitaria del cuerpo, aunado a esto se pretende como un objetivo
secuandario, ver como esta expresion en las biopsias de los pacientes con sindrome de sjogren se
relaciona con la clasificacion clinica del paciente.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 38 biopsias de pacientes con diagnéstico de sindrome de Sjogren y 46 biopsias de
pacientes con diagndstico de Sindrome Seco de 2014 a 2020, sobre los cuales se realizo por IHQ
tincién para PD1y PDL1 y se relaciono concriterios clinicos para el diagnostico de sindrome de
Sjogren.

RESULTADOS

Pudimos observar positividad en 37 casos para PDL1 y 35 para PD1 en pacientes con Sindrome
de Sjogren de los 38 evaluados; para Sindrome Seco se observo positividad solo en 10 casos para
PDL1y 18 para PD1, de los 46 evaluados. Teniendo 78% de los casos negativos para PDL1y 61%
negativos para PD1.

CONCLUSION

Extiste una asociacion entre expresion de PDL1 y PD1 con criterios mayores y menores
estadisticamente significativo con P<0.001. Lo cual ayuda a comprender mejor la fisiopatologia de

la enfermedad y posteriormente el uso de terapias blanco en estos pacientes.
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Marco teodrico

Antecedentes

Historia.

El sindrome de Sjogren lleva el nombre de Henrik Sjogren (1899-1986), quien a
mediados de 1900 fuera oftalmologo sueco que identificd en un grupo de mujeres
y correlaciond la triada de queratoconjuctivitis sicca, xerostomia y poliartritis. *

En 1925 identificé los sintomas clasicos de su primer paciente que llevarian su
nombre y cuyo nombre lleva el epdénimo. En 1933 escribid su tesis “Zur Kentniss
der Keratoconjunctivitis Sicca” en la cual reconocia 19 pacientes con
gueratoconjuntivitis sicca. 2

Sicca es una palabra latina definida como sequedad y se uso junto con la
gueratoconjuntivitis para acufar el término queratoconjuntivitis sicca que define la
sequedad de la cérnea y la conjuntiva, la manifestaciéon de la triada de la
enfermedad de Sjogren.

No fue si no hasta 18 aflos mas tarde posterior a su trabajo inicial, que el Dr H.
Sjogren obtuvo reconocimiento por la publicacion de su trabajo incial en ingles, la
cual se llevo a cabo en 1943 otorgandole ademas el titulo de profesor honorario en
la universidad de Gotemburgo.

Algunos registros de lo que actualmente conocemos como sindrome de Sjégren
se pueden encontrar previo a Henrik Sjogren; en 1871 se reconoce el primer caso
de ojo y boca secos de Dr. W. B. Hadden (1856-1893) y J.W. Hutchinson.3 El
aleman Theodor Karl Gustav von Leber (1840-1917) describié por primera vez una
inflamacion seca de la superficie ocular bajo el nombre de "queratitis filamentosa"
en 1882. El cirujano polaco Jan Mikulicz-Radecki describio el caso de un hombre
con agrandamiento bilateral de las glandulas par6tida y lagrimal asociadas con un

infiltrado de células pequefias y redondas 4 1°
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Definicion.

La inflamacion se reconoce como una respuesta del organismo frente a diferentes
lesiones ya sean infecciones o agentes externos, que aporta células y moléculas
del mismo huesped desde su circulacion para atacar y eliminarlos; aunque en
condiciones normales su proposito es protegernos, hay circunstancias donde la
reaccion inflamatoria es la causante principal de la enfermedad misma. Si bien la
inflamacion termina cuando el agente que infrige dafio se retira, en algunas

ocaciones hay falla en mediacién de la inflamacion.

La inflamacion se divide en inflamacion aguda con tres propositos principales:
dilatacion vascular y aumento de flujo, aumento en permeabilidad vascular para
faciliatar la salidad de moleculas en circulacion y finalmente migracion de
leucocitos al sitio lesivo con su posterior activacion y eliminacion del agente
causal.

Despues tenemos a la infamacion cronica la cual es de respuesta mas bien
prolongada de semanas a meses y se combina la inflamacion con dafio tisular e

intentos de reparacion.

Por lo tanto el sistema inmunitario es el encargado de defender el cuerpo de los
patogenos mediante la respuesta inmunitaria la cual se divide en respuesta innata
0 nativa (proporcionan una primera linea de defensa compuesta de barreras
epiteliales asi como linfocitos nk, fagocitos y células dentriticas) y la respuesta
adquirida o especifica (se divide en dos la respuesta humoral o extracelular
mediada por anticuerpos de productos de linfocitos b y la respuesta célular o
mediada por linfocitos t, ambos con funcibn mas especializada y potente que la
primera linea de defensa) que tiene la participacion de linfocitos T CD4+
colaboradores que ayudan a producir anticuerpos, activan macrofagos y regulan la
respuesta inmunitaria, ademas la participacion de linfocitos T CD8+ citotoxicos que
directamente matan a las células con expreseién de antigenos. Es importante

mencionar que las respuestas mediadas por linfocitos T estan reguladas por un
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equilibrio entre sus receptores que son co-estimuladores como CD28 y otros que

son co-inhibidores como CTLA-4y PD-1.

Autoinmunidad es un termino que se refiere a reacciones inmunes contra
antigenos propios, este termino se comparte con un grupo de enfermedades en
las cuales existe un fallo en la tolerancia inmunitaria, ya que en individuos
normales la tolerancia inmunitaria otorga una falta de respuesta frente a antigenos
propios, estas enfermedades estan mayormente destinados a pacientes con
genes predisponetes como los ligados a locus HLA-DR y HLA-DQ en cuyos casos
Su asociacion con estas confiere una mayor probabiliadad de padecer una
enfermedad autoinmune que un sujeto que no la haya heredado; en cuanto a los
factores ambientales mas que nada se encuentran las infecciones, radiacion UV,

el tabaco y frecuentemente el sexo femenino.’

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad sistémica cronica caracterizada
por la infiltracion mononuclear de las glandulas exocrinas, especialmente las
glandulas salivales y lagrimales, responsables del sindrome seco y
manifestaciones sistémicas.

El SS puede ser "primario” si ocurre solo (pSS) o "secundario” (sSS) cuando se
asocia con otra enfermedad autoinmune. °

Existen otras formas de presentacion de la enfermedad como lo son en debutar
con complicaciones de manifestaciones sistémicas tales como alteraciones
cutaneas, nefritis intersticial, sindrome constitucional, artralgias, debilidad
muscular, neuropatias, linfadenopatia e incluso riesgo de linfoma B en 15 a 20
mas veces que la poblacion general, debido a una activacién crénica de células B,

entre muchas otras.*?
Los puntos de control inmunitario son especialistas inhibitorios del sistema inmune

los cuales son de vital importancia para el mantenimiento de la auto-tolerancia y

prevencion de autoinmunidad mediante el control de la extension, duracion e
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intensidad de la respuesta inmune montada, previamente se coment6 de CTLA-4y

PD-1 como co-inhibidores.

PD-1y PDL1

PD-1 0 CD279y PDL1 o CD274 son ambas proteinas transmembrana expresadas
en multiples células inflamatorias que se activan por citocinas pro-inflamatorias,
posteriormente la union de estas dos activa la regulacion a la baja en las células
receptoras por lo cual inhibe la proliferacién, generacion y respuesta de citocinas y
citotoxicidad de las células T, previniendo asi el ataque dafiino de autoantigenos

durante una respuesta inmune.

Actualmente se estudian los microambientes tumorales en busqueda de PDL1 y
PD1 ya que algunos tumores utilizan esta via para escapar del sistema
inmunitario, y si bien PD1 y PDL1 no son los Unicos co-inhibidores que utiliza el
sistema inmunitario, si son un potencial blanco terapéutico en la actualidad y es
por eso por lo que hoy en dia cobran mucha importancia. Sin embargo, para fines
de este estudio no se mencionan mas los farmacos anti-PDL1 ni su conteo en
microambientes tumorales.

PDL1 y PD-1 se pueden medir con diferentes métodos incluso en sangre, aunque
la forma comercial mas accesible hoy en dia sea mediante técnicas de
inmunohistoquimica, la FDA aprueba 4 diferentes anticuerpos que son 22-C3, 28-
8, SP142 y SP263 en dos diferentes plataformas ya sea DAKO o VENTANA, cada
una con sistema de puntajes diferente los cuales son aprobados para su uso
especifico en tumores con cada clona a utilizar mediante ensayos preestablecidos.
Por lo cual la interpretacion de esta técnica solo esta pre-establecida en su uso en
neoplasias para la designacion posterior de algin farmaco. 8

En cuanto a la asociacion con PD1 y PDL1 Existe evidencia de que:

PD-1 se expresa en linfocitos infiltrantes de glandulas salivales de pacientes con
Sindrome de Sjogren y PD-L1 se expresa fuertemente en el epitelio acinar y ductal

de la glandula salival de pacientes con Sindrome de Sjogren, incluso distante al
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foco de infiltrado inflamatorio, y este es paralelo al grado de infiltrado detectado
con el método Greenspan (puntaje por focos), no observando positividad en

glandulas salivales normales. Usando la clona 18B7 en poblacién china. 14

Zamani menciona una sefial alterada en diferentes estudios entre PD1 y PDL1
con distintas enfermedades autoimunes, ya que juegan un papel importante en
homeostasis y sefiala un panorama prometedor con el uso de bioldgicos y terapias
moduladores en respuesta a enfermedades autoimunes en estudios

experimentales.!

CMTM 6 es una proteina que se expresa en la superficie celular, participando en
la regulacién epigenética, el desarrollo embrionario y la tumorigénesis. CMTM6
regula la expresion de PD-L1 disminuyendo su ubiquitinacion y promoviendo su
vida media. Asi como la sobrexpresion de PD1 y PDL1 vista en pacientes con
sindrome de Sjogren, el aumento de niveles de CMTM6 supone un agotamiento
de la toleracia periferica con esta via y una disregulacion subsecuente, teniendolo
como un efecto compensatorio y segun Qian como un blanco terapeutico en estos

pacientes.16

Epidemiologia

pSS afecta 0.1% a 4.8% de la poblacién con una relacidén mujer-hombre de 9:1, la

prevalencia mas comunmente aceptada es de 0.5-1%. Mientas un metaanalisis de
7 estudios mostro que la tasa de prevalencia es realmente de 0.043%

Existe una heterogeneidad manifiesta de la incidencia de SS entre varios estudios

gue abarca de 3.9 a 6.9 casos por 100,000 habitantes.5 °
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Fisiopatologia.

La etiologia no esta del todo bien comprendida, su fisiopatologia se debe a
pérdida de la funcidén de las glandulas mediada por el sistema inmunolégico,
especificamente de las glandulas salivales y lagrimales, ciertamente explica los
sintomas comunes de la boca y los ojos secos. En este ambiente inflamatorio, las
células T median una destruccién directa del tejido glandular y la activacion de las
células B, lo que lleva a la produccién de autoanticuerpos.

Actualmente existen pocos estudios histopatolégicos que utilizan tecnicas de
inmunohitoquimica en las biopsias de pacientes con sindrome de Sjogren. Si bien
la fisiopatologia de la enfermedad no esta comprendida del todo, muchos de los
mecanismos desencadenantes de esta tienen que ver con la regulacién del
proceso de inflamacion, ciertos mecanismos desencadenan una inflamacion
crénica perpetua que afecta al mismo organismo.*3

Mas de 20 autoanticuerpos podrian estar involucrados en las SS, pero los mas
comunmente utilizados para las SS y son utilizados como diagndéstico son anti-
Ro/SSA y anti-La/SSB

DIAGNOSTICO
Histol6gicamente el SS se presenta con un infiltrado inflamatorio de predominio
cronico que afecta el epitelio glandular de las biopsias de glandulas salivales

menores.
Inmunolégicamente los anticuerpos mas comunes y estudiados en pacientes con
SS son los dirigidos contra los autoantigenos Ro/SSA y La/SSB Estos dos
anticuerpos se detectan en el 50% al 70% de los pacientes con SS primaria, pero

el anti-La/SSB por si solo se observa en tan sélo el 2% de los pacientes. ©

No existe una prueba diagndstica Unica para confirmar el diagnostico de pSS.
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Varios consensos han definido criterios de clasificacion que permiten una
definicibn comudn de qué es pSS, que son especificos, pero con falta de
sensibilidad:

Los criterios de clasificacion de American College of Rheumatology/European
League Against Rheumatism (ACR-EULAR) son el resultado de una colaboracién
internacional que finalmente son bien validados para establecer el criterio
diagnéstico de pacientes con sindrome de Sjogren primariol, los cuales se
pueden observar en la tabla 1. Y se puede ver comparado con criterios

previamente usados en 2002 por el consenso grupal Americo-Europeo (AECG).1!

Tabla 1. Criterios ACR/EULAR 2016 contra criterios 2002 AECG.

2002 AECG 2016 ACR/EULAR

puntaje

Elementos: 1. Sintomas de sequedad ocular Focos de inflamacién con 3
infiltracion linfocitica en la

glandula salival labial y 21 foco

2
en 4 mm ; valoracion segun

Daniels y cols.

2. Sintomas de sequedad oral Presencia de anticuerpos anti- 3
SS-A/Ro.
3. Sintomas oculares: Test de Tincién conjuntival y corneal 1

Schirmer < 5 mm/5 m; Puntuacion =5 en escala de Whitcher y cols.

2 4 en tincidn rosa de Bengala 0 24 en escala de van Bijsterveld
(escala Bijstervled). por lo menos en un ojo.

4. Histopatologia Biopsia de Prueba de Schirmer <5 mm 1
glandula salival (escala de pasados 5 min por lo menos en
Chisholm y Mason). un ojo.

5. Alteraciones de glandulas Secrecion salival no estimulada 1

salivales Flujo salival sin estimular  valorada con el método de

Navazesh y Kumar <0,1 ml/min.
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de 1,5 ml o menos en 15

segundos.

6. Inmunologia Anti-Ro/SS-A Anti-
Ro/SS-B

Reglas para la clasificacién

Ausencia de criterios de exclusién

Interpretacion: Presencia de 4 de
cualquiera de los 6 criterios con al

menos los criterios 4 o 6.

Versién 1.2 noviembre 2023

Casos excluyentes: irradiacion
anterior de cabeza y cuello,
infeccion activa por VHC
(confirmada mediante PCR),
SIDA, sarcoidosis, amiloidosis,
reaccion de injerto contra
huésped, enfermedad sistémica

asociada a 1gG4.

Interpretacion: Un resultado 24
puntos sugiere sindrome de

Sjogren primario.
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JUSTIFICACION

Debido a que existen pocos marcadores por inmunohistoquimica estudiados en

las biopsias que se relacionen directamente con el desarrollo del sindrome de

Sjogren y a pesar de esto, algunos de estos marcadores cobran gran
importancia para el diagnostico y pronostico en estos pacientes.

En la actualidad no se ha publicado la asociacion entre los parametros
histoldgicos, los criterios clinicos y de laboratorio junto con la expresiéon de

PD1/PDL1, para el sindrome de Sjogren.

OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Determinar la expresion de PD1 y PD-L1 en las biopsias de glandulas salivales

menores en pacientes con sindrome de Sjogren.

OBJETIVO SECUNDARIO

Relacionar la expresién de PD-1 Y PD-L1 en biopsias de glandulas salivales
menores con los criterios clinicos para la clasificacion clinica en pacientes con

sindrome de Sjogren.

Versién 1.2 noviembre 2023
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HIPOTESIS

» Existe asociacién en la expresion de PD-1Y PD-L1 en
biopsias de glandulas salivales menores con los criterios

clinicos positivos para sindrome de Sjégren.

HIPOTESIS NULA

* No existe asociaciéon en la expresion de PD-1Y PD-L1 en
biopsias de glandulas salivales menores con los criterios

clinicos positivos para sindrome de Sjogren.

Versién 1.2 noviembre 2023
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio:
e Observacional
e Transversal.

¢ Descriptivo.

Criterios de inclusion;

» Pacientes con reporte histopatol6gico por biopsia de glandula salival
menor recibidos con diagnadstico clinico de Sindrome de Sjogren.
* Se obtendra toda la informacion del sistema Pathox dentro el cual los

pacientes estan registrados con su numero interno.

* Que se encuentren disponibles en nuestro archivo las laminillas y los
bloques con tejido suficiente.

* Que se cuente con la informacién clinica suficiente para clasificarlo:

« Cuenten con parametros de laboratorio (anti-Ro, anti-La), tincién

conjuntival, prueba de Schirmer, flujo salival
Criterios de exclusion:

* Blogue no disponible.
« Tejido insuficiente o con defectos de fijacion.

* Casos sin informacion clinica.
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Grupol

Por clinica y/o estudios de laboratorio reune criterios para sindrome de sjogren
Biopsia: focos de inflamacién >1 Sd. Sjégren

Grupo control

Por clinica y estudios de laboratorio NO reune criterios para sindrome de sjogren

Biopsia: focos de inflamacion <1 = sindrome secco

Tamano de la muestra

Tabla 2. Tamano de muestra

DIFERENCIA DE DO5 PROPORCIONES

n—{ g+ p2q:2 )(K)
- 2
(pr—p2)

valor P1 0.64 0.2304 n=|37.116025
valor Q1 0.36 0.0961
valor P2 0.33 0.2211
valor Q2 0.67
valor K 7.9

Se utilizé una formula de diferencia de dos proporciones, con el objetivo primario
de: Determinar la expresion de PD1/PDL1 en las biopsias de glandulas salivales
menores en pacientes con sindrome de Sjogren
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Esperando una expresion de PD1/PDL1 en el 64% con sindrome de Sjogren y del
33% en pacientes sin sindrome de Sjogren, con una significancia bilateral del 5%, y
un poder del 80%, se necesitan por lo minimo 37 sujetos de estudio por grupo.

Los parametros fueron establecidos en base a esta referencia: Qian, S., Xu, J.,
Zhao, S., Yang, P., & Yang, C. (2022). CMTM6: increased circulating level and up-
regulated expression in labial salivary glands in patients with primary Sjogren's
syndrome. Clinical and experimental immunology, 207(1), 65-71.
https://doi.org/10.1093/cei/uxab003

PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

En la estadistica descriptiva se reportaran frecuencias y porcentajes para variables
categoricas. Para las variables cuantitativas se reportaran medidas de tendencia
central y dispersién (media/mediana; desviacion estandar/rango intercuartil).

En la estadistica inferencial se evaluara la distribucion de la muestra por medio de
la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se compararan variables categoricas por medio de la prueba de Chi cuadrado de
Pearson o test exacto de Fisher. Para las comparar grupos independientes se
utilizaran las pruebas de t-Student y/o U de Mann Whitney. Se utilizaran modelos
de regresion logistica para predecir la mortalidad entre los grupos.

Se considerara un valor de p < 0.05 y un intervalo de confianza al 95% como
estadisticamente significativo. Se utilizara el paquete estadistico SPSS version 25.

Descripcion de metodologia del estudio:

Se realizé una busqueda retrospectiva de casos en el sistema Pathox
(TesiUpDate®) del servicio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia del Hospital
Universitario José Eleuterio Gonzalez misma que se complementé con la base de
datos del servicio de Reumatologia de los pacientes con diagnostico clinico de
Sindrome de Sjogren primario desde 2014 al 2020, se incluye todas las biopsias
con datos clinicos suficientes y material disponible (que cuenten con bloques con

material suficiente para realizar los estudios por inmuhistoquimica de este trabajo
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y de tal forma que no se acabe el tejido y puedan ser utilizados en el futuro), se
valoré nuevamente corroborando el previo diagnostico emitido y mediante la
tecnica de histoarreglos se procede a organizar el material para cortar y tefiir con
hematoxilina y eosina, ademas de utilizar las tinciones de inmunohistoquimica de
PDL1 SP142 y PD1 con plataforma y metodologia estandarizada previamente por
nuestro laboratorio. Se utiliza el sistema de tincion de inmunohistoquimica
automatizado Ventana BenchMark XT, ademas se incluye un segundo grupo como
control: los pacientes con diagnostico de sindrome seco que tengan biopsias y que
no fueron diagnosticados como sindrome de Sjégren por el servicio de
Reumatologia del Hospital Universitario, por no cumplir con los suficientes criterios
tanto por clinica como por patologia, dicho grupo se realizé de igual manera
ambas tinciones de inmunohistoquimica de PDL1 SP142 y PD1 utilizando el
mismo metodo y separando diferentes bloques y laminillas teniendo al final 433
casos de pacientes con sindrome de Sjogren y sindrome Seco con biopsias, sin
embargo para ser incluidos en este trabajo de investigacion, los pacientes con
suficientes datos tanto por clinica ( por contar con datos como edad, laboratorios
Anti-Ro, Anti-La, tiempo de duracion de sintomas, pruebas de tincién conjuntival,
test de Schirmer y prueba de flujo salival) asi como contar con biopsias ( con
material suficiente para volver a hacer un corte para hematoxilina y eosina, uno
para PD1 y otro para PDL1) se obtienen al final 38 sujetos con diagnostico de
sindrome de Sjogren y 46 sujetos con diagnostico de Sindrome Seco incluidos en

el estudio.

Se obtienen 4 bloques donde se incluyen histoarreglos circulares de 3 milimetros
cada uno, de cada bloque que en promedio tiene 2 biopsias las cuales en
promedio miden 4 milimetros. De estos cuatro bloques se procedio a hacer cortes
con microtomo de 4 micras en promedio dejando 4 laminillas para ser utilizadas de
la siguiente manera: 1 para tincion de Hematoxilina y eosina, 1 para tincion de

PD1, 1 paratincion de PDL1 y dejando una en blanco. Ver figura 1.
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Figura 1. Metodologia de seleccién de bloques:
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Figl. Se observa un bloque original del cual sobre su laminilla se selecciona el tejido para hacer un bloque conjunto con
otros bloques, para en uno tener identificados varios tejidos y hacer tinciones de hematoxilina e inmunohistoquimica, para

su posterior evaluacion.

De cada una de las biopsias se cuenta en archivo una laminilla donde se realiz6 el
diagnostico original y cada una de las biopsias tiene un cometario donde se
identifica el numero de l6bulos glandulares observados asi como, el numero de
inflitrado linfocitico mayor de 50 células definido como criterio mayor por Chisholm
y Mason en caso de contar con este Ultimo y si estas tienen atrofia, infiltrado

adiposo, fibrosis y dilatacion ductal independientemente del infiltrado inflamatorio.

El servicio de reumatologia ademas nos proporciona datos clinicos de cada
paciente, asi como sexo, edad, sintomas, duracion de estos, tratamientos o
diagndsticos agregados, estudios de laboratorio: Anti-Ro, anti-La, factor
reumatoide, ANA, ademas de prueba de Schirmer, tincion conjuntival, flujo salival

y si cumplian con criterios para diagnéstico de sindrome de Sjégren o no.
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Para la realizacion de nuestra base de datos se toman en cuenta los siguientes

parametros antes descritos:

Biopsia con el numero de infiltrados inflamatorios (linfocitico) mayor a 50 células
definido con escala de Chisholm y Mason de 1 a 4, anticuerpos Anti-Ro, anti-La,
prueba de Schirmer, tincion conjuntival, flujo salival con parametros ACR/EULAR

2016 usados por el servicio de reumatologia para definir positivo o negativo.

Interpretacion

El uso actual de PDL1 y PD1 asi como su interpretacién se basan en pruebas de
ensayos para el uso de terapias blanco, por lo que las interpretaciones de estos
son distintas y varian dependiendo el 6rgano que se este estudiando, pero su uso
en su intensa mayoria se ven limitados a interpretacion en tumores malignos y

respuesta a terapias blanco frente a estos anticuerpos.

Por este motivo nosotros nos vemos limitados a la poca informacion que se tiene
respecto a estas tinciones en tejidos sanos o sin tumores malignos y mas

especifico en tejido glandular salival menor para definir como positividad.

Dentro del manual de operacion e interpretacion incluido en cualquier ensayo con
aprovacion de la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA), se incluye
una correta interpretacion de positividad asi como control de calidad para cada
prueba, la utilizacion de controles de tejido sano (amigdala o placenta), teniendo
por definicion como aceptable una positividad de moderada a intensa en células
inlfamatorias (linfocito o macréfago). Mismo criterio que se utiliza en nuestras

biopsias para definir como positivo. Ver figura 2.
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Figura 2. Positividad para PDL1:

% . Criterios de evaluacion de control de tejido de amigdalas.
< 2 :
AT VENTANA Aceptable Inaceptable
Elementos tisulares positivos: Moderados a Fondo inespecifico excesivo tincion
tincion fuerte de PD-L1 observada que oscurece la identificacion de Células
VENTANA PD-L1 (SP142) Assay en linfocitos y macréfagos en centros positivas para PD-L1.
erminales, con tincion difusa en células
7404859 e :
epiteliales de criptas reticuladas.
07709374001
Elementos tisulares negativos: PD-L1 Tincion de PD-L1 débil o nula
; 50 células inmunitarias negativas observada en linfocitos y macrofagos
en el regiones interfoliculares con en centros germinales y cripta reticulada
negativo epitelio escamoso superficial. células epiteliales.

Fig2. Manual de proceso para la clona SP142 de ventana en pagina de la FDA, definicion de positividad en tejido control.

Cada uno de los blogues se incluye tejidos de amigdala con controles aceptados
para comporbar la positividad de cada una de las biopsias estudiadas. Ver figura
3.

Figura 3. Controles utilizados:

Fig3. Estos son los controles adecuados (tejido amigdala) que se utilizaron para PDL1 y para PD1, interpretando positividad

para cualquier célula inmune con tincién moderada a intensa (ver figura 2).

Esta interpretacion queda a cargo de dos patdlogos con experiencia en la
interpretacion técnicas de inmunohistoquimica asi como en biopsias de glandulas

salivales menores.
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VARIABLES

Variables dependientes

- Diagndstico clinico de sindrome de sjogren.

Variables independientes

- Expresion de PD1y PDL1 por inmunohistoquimica.

- Infiltrado inflamatorio en biopsias mediante el grado de CHISHOLM Y
MASON evaluado por patologia.

- Niveles de anticuerpos en sangre de Anti-Ro y Anti-La.

- Test de Schirmer, flujo salival y tincion conjuntival.
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Aspectos éticos y mecanismo para proteger la
confidencialidad de la informacion:

Siguiendo lo establecido por la ley general de salud en materia de investigacion
para la salud, La Norma Oficial Mexicana (NOM-012-SSA3-2012) se protege la
confidencialidad de los sujetos del proyecto de investigacion por medio de un
sistema de numeracion interna que el servicio de patologia utiliza una vez que
recibe el especimen hasta emitir el diagnostico, de tal forma que sin tener que
utilizar informacion personal del paciente, y solo por el personal de patologia, se

puede identificar las muestras utilizadas en el estudio. Ningun dato personal como

nombre, direccidn o teléfono estaran en la base de datos y/o publicacion que se
derive.
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Resultados

De un total de 433 casos con material desde 2014 a 2021. 50 pacientes con
diagnéstico de sindrome de Sjogren y 50 pacientes con diagnostico de Sindrome
seco fueron incluidos por tener suficientes datos clinicos, sin embargo por cuestion
tecnica solo se pudo evaluar 38 SSP y 46 SS (ver figura 4).

Figura 4. Total de casos

Sindrome seco SS-46
Sindrome de Sjogren primario SSP-38

PACIENTES

2014-2021

TOTAL 433

LABORATORIOS
Y MATERIAL SUFICIENTE

50 BLOQUES SS
50 BLOQUES SSP uSs mSSP

Fig4, de 50 bloques de pacientes con SS 'y SSP, 46 y 38 respectivamente fueron capaces de ser evaluados por

inmunohistoquimica.
SS. Sindrome seco. SSP. Sindrome de Sjoégren primario.
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De estos pacientes previamente se realizé un andlisis del infiltrado inflamatorio
como criterio mayor definiendo el grado de CHISHOLM Y MASON, estos autores
en 1968 describieron en autopsias de pacientes con sindrome de Sjogren tener un
foco de almenos 50 células (linfocitos) haciendo un puntaje de entre 0 a 4,
entendiendo como 0, sin focos. 1, infiltrado discreto y menor a un foco. 2, infiltrado
moderado y menor a un foco. 3, un foco de 50 linfocitos. 4 infiltrado intenso y
mayor a un foco. Por lo tanto 3 y 4 son considerados como un criterio mayor
positivo y 0-2 negativo.t” Ver figura 5

Figura 5. Analisis descriptivo del infiltrado inflamatorio:

INFILTRADO INFLAMATORIO

CHISHOLM Y MASON *

CHISHOLM Y MASON

0 AUSENTE

1 DISCRETO !
2 MODERADO Y MENOR A UN FOCO 35
3 UN FOCO 3

4 INTENSO MAS DE UN FOCO 55

A A

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

mSS mSSP

1.CHISHOLM DM, MASON DK. Labial salivary gland biopy in Sjo€gren’s disease. J Clin Pathol 1968; 21: 656-660.

Fig5, Imagen histologica representativa de un caso negativo y un caso positivo, respectivamente en HyE, mediante el uso
del metodo Chisholm y Mason. En la gréafica se observa en color naranja los casos que fueron diagnosticados como
Sindrome de Sjogren primario (SSP) y en azul como Sindrome Seco (SS).

Versién 1.2 noviembre 2023 31



La medicidn de los anticuerpos en suero de los pacientes que fueron

diagnosticados como Sindrome seco y Sindrome de Sjogren primario pueden
verse en las figuras 6y 7.

Fﬁura 6 niveles de anticuerpos en Sindrome de Sj('jgren primario:

PACIENTES CON SINDROME DE SIOGREN

PD1 PDL1
NIVELES DE ANTICUERPOS UI/ML ATIPICO By
“ ESTANDAR]:"

UN RESULTADO ATIPICO

- A A\ AT . :
—-Anti-RO —=-Anti-La 1 o , , o w0 w0 0 0o
F_iqura 7. Niveles de anticuerpos en Sindrome seco:
PACIENTES CON SINDROME SECO
PD1 PDL1
NIVELES DE ANTICUERPOS UI/ML  antiro + !
5 ANTI LA + A

2 valores atipicos.

3 45 6 7 8 9 1011121314151 7 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 Sl

e Anti-RO 4.06 3.96.33.28 0217.89.73594 e Anti-L2 3.893.66.81.79 023.725.8592.6 1 0

Anti-RO

Fig6, en Sindrome de Sjogren primario se ven valores desde 9 hasta 700 UI/ML para anti-Ro y de 0 a 550 UI/ML para anti-
La con valores atipicos muy altos vistos tambien en inmunohistoquimica.

Fig7, en Sindrome Seco se ven valores desde 0 hasta 67 UI/ML para anti-Ro y de 0 a 134 UI/ML para anti-La con valores
atipicos muy altos vistos tambien en inmunohistoquimica.
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En cuanto a inicio y duracion de los sintomas no hay mucha diferencia entre
pacientes con sindrome de Sjogren y pacientes con Sindrome seco (ver figura 8)

F_iqura 8, inicio y duracion de Sintomas:

Counts
w
1

Counts
w
1

1 T T T 1
30 40 50 60 70

Inicio de Sintomas afios

1 T I 1 1
30 40 50 60 70

Inicio de Sintomas afos

Counts

Counts

Edad de inicio y duracion de sintomas

12 5

10 5

2 Sjogren

o- -

T T T 1 1
0 50 100 150 200

duracién (meses)

15 = Sindrome seco

o- —r——T1——

1 1 I 1
0 100 200 300 400
duracién (meses)

Fig8, gréaficas de distribucién de edad a la cual fueron diagnosticados (entre 20 y 70 afios) y cuanto tiempo duraban los

pacientes con sintomas (entre 3 meses a 400 meses).

Otros datos descriptivos (criterios menores) como:

Prueba de Schirmer <5 mm pasados 5 min por lo menos en un ojo.
Tincion conjuntival y corneal 25 en escala de Whitcher y cols. o0 24 en
escala de van Bijsterveld por lo menos en un ojo.

Secrecidn salival no estimulada valorada con el método de Navazesh y
Kumar 0,1 ml/min.

Se pueden observar con las siguientes graficas de frecuencias en las figuras 9,10

y 1.

Versién 1.2 noviembre 2023

33




Figura 9. Frecuencia de Test de Schirmer.

40
30
30
& 2 20
= c
3 20- 3
U @]
10 4 10
) S ..
[ 1 [ 1
0 1 0 1
Schirmer <5mm/5min Schirmer <5Smm/Smin
Sindrome Seco Sindrome Sjogren

Figura 10. Frecuencia de Tincién conjuntival.

30 +
40 -
30 - 20 -
o 20 - o
9] v 10 -
0- 0-
[ 1 [ 1
0 1 0 1
Tincién conjuntival >4 Tincién conjuntival >4
Sindrome Seco Sindrome Sjogren

Figura 11. Frecuencia de flujo salival.

40 - 30
30 -
20 -
20 -
10 -
10 -
—— 0. [
[ 1 [ 1
0 1 0 1

Counts
Counts

0 -
Flujo Salival <1lmm/seg Flujo Salival <1mm/seg
Sindrome Seco Sindrome Sjogren
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Del total de las biopsias se pone un ejemplo de casos definidos como positivos y
como negativos (ver figuras 12 y 13)

F_iqura 12. Casos positivos.

POSITIVOS
A ; ? ‘,*" N
, s
& Py
PD1 PDL1 B o
+ RIS AR |

Fig12, Ejemplo de un caso con infiltrado inflamatorio prominente, un caso con infiltrado mayor a 1 foco y un caso sin focos,
todos con positividad tanto para PD1 y para PDL1

Fﬁura 13. Casos nec_;ativos.

NEGATIVOS

PDL1

PD1

= =
5 L
\‘v ® )/
s
|
;
. J
¢ L s
» ]
{ %
4 » :.
B © o
0
L )
\) (]
[}

Fig13, casos completamente negativos para PD1 y PDL1 un ejemplo sin infiltrado y otro con infiltrado inflamatorio de un

foco.
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En cuanto a positividad por grupos:

Pudimos observar positividad en 37 casos para PDL1 y 35 para PD1 en pacientes
con Sindrome de Sjogren de los 38 evaluados, definiendo un porcentaje de
positividad del 97% y 92% para PDL1 y PD1 respectivamente. Ver figura 14.

Fi_gura 14. Positividad en Sindrome de Sj('jgren.

SINDROME DE SJOGREN PRIMARIO (38)

PD1 PDL1

B NEG 3 mPOS 35

mNEG1 mPOS37

Ademas para Sindrome Seco se observo positividad solo en 10 casos para PDL1
y 18 para PD1, de los 46 evaluados. Teniendo 78% de los casos negativos para
PDL1y 61% negativos para PD1. Ver figura 15.

F_igura 15. Positividad en Sindrome Seco.

SINDROME SECO (46)

PD1 PDL1
m NEG 28 mPOS 18 m NEG 36 mPOS 10
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Al momento de observar los casos con positividad para PDL1 en pacientes que
fueron diagnosticados como Sindrome Seco, se pudieron identificar 22% que
fueron positivos, el total de estos tenia almenos un criterio mayor. Por lo tanto el
total de los casos negativos podrian ser casos sin criterios para Sjogren. (Ver
figura 16).

Fﬂura 16. Positivos de PDL1 en sindrome seco:

PDL1 EN SINDROME SECO

PDL1
m NEG.36 mPOS. 10

TIENE AL MENOS 1 FOCO (10)
Y/O TIENE ANTICUERPOS (+)

En tanto a la positividad de PD1 en casos con sindrome seco del total de los 18 de
46 casos, osea 39% fueron positivos, de estos el 21% tenian almenos un criterio
mayor, dejando solo un 18% del total de los 46 casos positivos sin criterios para
Sjogren. (Ver figura 17)

F_iqura 17. Positivos de PD1 en sindrome seco:

PD1 EN SINDROME SECO (46)

"POSITIVOS"

PD1
PD1 mNEG.28 mPOS. 6

NO REUNE (6) mNEG 28 mPOS 18

= 1FOCO
u CUNICA Y LAB
u NO REUNE

CLINICA Y LAB (2)

1FOCO (11)
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Se compararon variables categoricas por medio de Chi cuadrado o test exacto de
fisher, considerando un valor de p < 0.05 y un intervalo de confianza al 95% como
estadisticamente significativo y para definir como una asociacion utilizando el
paquete estadistico SPSS version 25, Odds ratio <1 poco probable; 1 no hay

asociacion; y >1 hay asociacion.

+ “Se observo asociacion entre expresion de PDL1/PD1 y criterios mayores

(laboratorios AntiRo y AntiLa) del estudio, x2(1) = 17.060y 38.214,p =<

.001.” TABLA 3
Tabla 3. Asociaciéon PD1y PDL1 con AntiRo y AntiLA positivos.

0Odds Ratio (razon de momios, probablilidades) PD1
95% Confidence Intervals

0Odds Ratio (razon de momios, probablilidades) PDL1

95% Confidence Intervals

Odds Ratio Lower Upper
Odds ratio 30.525 8.738 106.638
Fisher's exact test 28.772 7.832 138.845

Odds Ratio Lower Upper
Odds ratio 8.102 2.816 23.313
Fisher's exact test 7.879 2.569 27.924

<.001

<.001

+ “Se observo asociacion entre expresion de PDL1/PD1 y criterios mayores

(biopsia con CHISHOLM Y MASON positivos) del estudio, x2(1) =17.128 y

29.622,p =<.001.” TABLA 4
Tabla 4. Asociaciéon PD1 y PDL1 con biopsia positiva.

Odds Ratio (razon de momios, probablilidades) PD1
95% Confidence Intervals

0Odds Ratio Lower Upper
Odds ratio 15.058 3.258 69.592
Fisher's exact test 14.628 3.162 139.240

Odds Ratio (razon de momios, probablilidades) PDL1
95% Confidence Intervals

Odds Ratio Lower Upper
Odds ratio 53.053 6.690 420.701
Fisher's exact test 50.695 7.268 2199.822

<.001

<.001

“Se observo asociacion entre expresion de PDL1/PD1 y criterios menores”

Test de schirmer, Flujo salival, Tincion conjuntival (datos no mostrados).
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Discusion

La expresion de Pd1 y PD-L1 se observa en células inflamatorios al tener un punto
inhibitorio frente a citocinas por una respuesta inmune, pretendiendo asi defender
al organismo de una respuesta inflamatoria que lo ataque a si mismo y poner el
freno a la inflmacidn, si bien en las enfermedades autoinmunes se observa una
disregulacion de este sistema, son pocos los estudios que prueban esta relacion
en tejidos como los son las glandulas salivales menores de pacientes con sidrome
de Sjogren, por lo cual este trabajo cobra importancia al probar una asociacion con
todos los criterios que en la actualidad son de uso para el diagnostico.

Conclusioén

Existe asociacion estadisticamente significativo (p< 0.001) entre la expresion
positiva por marcador de inmunohistoquimica para PD-1 Y PD-L1 en las biopsias
de glandulas salivales menores, con los criterios clinicos positivos (ya sean
mayores 0 menores) para sindrome de Sjogren, por lo cual se propone como un
marcador mas en el uso del diagndstico de estos pacientes, asi mismo los
pacientes que no reunen criterios para Sindrome de Sjogren son negativos para
PDL1 y en su gran mayoria negativos para PD1. Si bien hay formas de medir
PDL1y PD1 en biopsias de glandulas salivales por inmunohistiquimica, en el
futuro se propone que se podria medir por metodos no invasivos y ser de mayor
utilidad en el diagndstico de estos pacientes.

Estos marcadores en la actualidad cobran gran importancia, debido a la existencia
de terapias contra puntos de control inhibitorio como lo son los anti-PD1 y anti-
PDL1; se podria llegar a pensar en su uso al tener un mecanismo de accién en
contra de estas moléculas de accidn inhibitoria, sin embargo existe evidencia del
uso de estos medicamentos los cuales en poblacién con distintos tipos de cancer
fueron usados y Warnen menciona que debutaron un sindrome seco diferente al
visto en pacientes con sindrome de Sjogren. Por lo tanto en este estudio
mencionan que aungque no es contraindicatorio su uso en pacientes con
enfermedades autoinmunes, estos pueden llegar a experimentar empeoramiento
de sus sintomas, por lo cual sugieren una relacién estrecha con reumatélogo?®.

Méas estudios son requeridos para definir cuales terapias en relaciéon a este
mencanismo serian de beneficio para los pacientes con sindrome de Sjogren.
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