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Sindrome de Sjogren primario

Caracteristicas clinicas e inmunogenéticas

Juan Manuel Anaya, Paula A. Correa * Medellin.
Rubén Dario Mantilla » Santafé de Bogota, Colombia

Objetivo: examinar las caracteristicas clinicas del sindrome de Sjogren (SS)
primario en pacientes colombianos, y analizar la asociaciéon de los genes HLA-
DRB1 y DQB1 con la presencia y la severidad de la enfermedad.

Métodos: este fue un estudio transversal y comparativo. Todos los pacientes
cumplieron con los criterios europeos para la clasificacion del SS primario,
incluyendo una biopsia positiva de las glandulas salivales menores (GSM); y fueron
evaluados utilizando un registro que incluyé el compromiso exocrino y no exocrino
de la enfermedad. Los anticuerpos antinucleares se determinaron por IFl en células
Hep-2, los anticuerpos anti-Ro (IgG) y anti-La (IgG) se determinaron por ELISA. EIl
polimorfismo de los genes HLA-DRB1 y DQB1 fue examinado mediante reaccién en
cadena de la polimerasa con iniciadores de secuencia especifica. La severidad de la
enfermedad fue determinada por la relaciéon entre el puntaje por focos inflamatorios
en GSM (método de Daniels) y la duracién de la enfermedad (en aios).

Resultados: se estudiaron 74 pacientes (97% mujeres) de Medellin y Santafé de
Bogota, y 76 individuos sanos apareados por edad, sexo y geografia. La enfermedad
tuvo una presentacion clinica similar a la del resto del mundo, y se asocié con el
haplotipo HLA-DRB1*0301- DQB1*0201 (OR: 4.3, IC 95%: 1.6 -12, p=0.002). Este a su
vez se asocié con una severidad > 1 (OR: 15.5, IC 95%: 1.8-129, p=0.001), a la
presencia de anticuerpos anti-Ro (OR: 3.8, IC 95% 1-15, p=0.04) y de anticuerpos
anti-La (OR: 4.3, IC 95%:1.3-14, p=0.01). La frecuencia alélica del HLA-DQB1*0602
fue mayor en los controles (0.303) que en los pacientes (0.121) (OR: 0.3, IC 95%: 0.2
-0.8, p=0.01).

Conclusion: el presente estudio describe las caracteristicas clinicas del SS
primario, confirmando la similitud de éstas en diferentes razas, y muestra, por
primera vez en la poblacién colombiana, la asociaciéon del HLA-DRB1*0301-
DQB1*0201 a la enfermedad y a su gravedad, asi como el papel protector del HLA-
DQB1*0602. La presencia de una carga positiva en la posicion 871 del HLA-DRB1 *0301
y DQB1*0201 asi como una carga negativa en la posicion R74 del HLA-DQB1*0602
permite una explicacion funcional del papel de estos alelos en la predisposiciéon y
proteccion de la enfermedad. (Acta Med Colomb 1999;24:127-136).
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Introduccién

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad
inflamatoria cronica caracterizada por un infiltrado
linfoplasmocitico benigno de glandulas exocrinas, que con-
lleva a disminucién o ausencia de secreciones glandulares
y sequedad de mucosas, en particular de la oftalmica y la
oral, ocasionando las manifestaciones clinicas de xeroftalmia
y xerostomia (sintomas secos) (1). La etiologia del SS es
desconocida y los mecanismos patogénicos tienen caracte-
risticas autoinmunes, por cuanto la enfermedad se conoce
también como epitelitis autoinmune, dado que la célula
epitelial de las mucosas es el blanco de la enfermedad (2).
El SS se asocia con la produccion de autoanticuerpos tales
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como el factor reumatoideo, los anticuerpos antinucleares
(AAN), anti-alfa-fodrina y anti-receptores muscarinicos (1,
3,4). Laenfermedad afecta principalmente a las mujeres en
la quinta década de la vida, con una prevalencia aproxima-
da de 3% de la poblacion general (5,6).

El SS puede asociarse a otra enfermedad autoinmune, en
particular a la artritis reumatoidea (SS secundario), o pre-
sentarse aisladamente como entidad tnica (SS primario).
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ciéon para Investigaciones Bioldgicas (CIB), Medellin; Dr. Rubén D. Mantilla:
Unidad de Reumatologia, CIB y Clinica de Artritis y Rehabilitacion, Santafé de
Bogota.
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La presentacion del SS primario es insidiosa, siendo los
sintomas secos la principal forma de inicio en adultos,
mientras que la forma juvenil se manifiesta mas frecuente-
mente con parotidomegalia (7). Ademas del compromiso
exocrino de superficie (sintomas secos), los pacientes con
SS primario pueden presentar manifestaciones de compro-
miso exocrino interno y no exocrino (articular, pulmonar,
renal, gastrico, vascular, hematoldgico y neurologico) (1).
Dado su caracter cronico y las caracteristicas clinicas men-
cionadas, la enfermedad tiene un efecto adverso sobre la
calidad de vida de los pacientes, con repercusiones fisicas,
psicoldgicas y sociales (6). El principal factor de morbilidad
de la enfermedad es el alto riesgo de transformacion hacia
linfoma maligno (8).

El SS primario en individuos caucasicos, es una de las
enfermedades autoinmunes asociadas a los genes HLA-
DR3 (9-16). Sin embargo, esta asociacion no ha sido obser-
vada en otros grupos étnicos (17-22). El HLA-DR3 corres-
ponde a la especificidad determinada por serologia; a la
cual, por analisis molecular, corresponden 16 subtipos,
dados por las variables alélicas que se presentan en el gen
DRBI. Las moléculas HLA clase II estan conformadas por
un heterodimero de dos cadenas, la o o pesada, y la cadena
B o liviana, cada una de las cuales tiene dos dominios: al,
a2, B1 y B2. Los dominios al y 81 conforman la fosa de
enlace para los péptidos que son presentados al receptor de
los linfocitos T CD4. Los genes que codifican para las
moléculas clase II estan ubicados en el brazo corto del
cromosoma 6. Dentro de este grupo estan los genes para las
moléculas DR, DQ, DP, DN/DO y DM. Las moléculas DR
son codificadas por el gen DRA para la cadena a, y el
DRBI para la 1. Mientras el gen DRA es conservado el
DRBI1 es altamente polimoérfico. Las moléculas DQ son
codificadas por el gen DQAI1 para la cadena a y el DQBI1
para la B. Aunque ambos genes DQ son polimorficos, el
gen DQBI1 lo es en mayor grado (23).

La importancia del andlisis de los genes del sistema
HLA en enfermedades autoinmunes radica no sélo en en-
contrar la asociacion de éstos con la susceptibilidad o pro-
teccion que pueden conferir a una determinada enferme-
dad, sino en la influencia que pueden tener en la severidad
de la misma, y por lo tanto, al papel predictivo que puede
tener su analisis en pacientes con diagndstico temprano. En
el presente estudio evaluamos las caracteristicas clinicas e
inmunogenéticas del SS primario en 74 pacientes colom-
bianos.

Material y métodos

Pacientes y controles

Este fue un estudio multicéntrico, transversal y contro-
lado, en el que los pacientes fueron incluidos de manera
consecutiva, y atendidos en la unidad de reumatologia de la
Corporacion para Investigaciones Biologicas (CIB) en
Medellin, y en la Clinica de Artritis y Rehabilitacion, en
Santafé de Bogota. Fueron incluidos todos los pacientes
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con sospecha clinica de SS que cumplieron con al menos
cuatro de los criterios europeos de la clasificacion para SS
primario (24) (Tabla 1) (incluyendo biopsia positiva de
glandulas salivales accesoria). Fueron excluidos los pa-
cientes con enfermedad inflamatoria o autoinmune reuma-
tolégica distinta al SS (artritis reumatoidea, lupus eritema-
toso sistémico, esclerodermia), embarazo, lactancia, ante-
cedente de linfoma maligno, enfermedad infecciosa (ej.
SIDA, malaria, tuberculosis), inmunosupresion (trasplante
de o6rgano), historia de abuso de drogas o alcohol, y aque-
llos con evidencia de actitud no cooperativa.

Los controles necesarios para el estudio de HLA, fueron
personas,exentas de enfermedad inflamatoria, apareados a
los pacientes por edad (£5 afios), sexo y geografia. En
ningun caso fueron familiares de los pacientes.

Consentimiento oral y uso de la informacion obtenida

Cada paciente involucrado en el presente estudio fue
informado de los fines y propoésitos de éste. Se garantizo
la absoluta reserva de la identidad y, previa informacion
completa del estudio, se solicito el consentimiento oral
para la toma de muestras y revision de historias clinicas.
El presente estudio fue aprobado por el comité de ética de
la CIB.

Variables clinicas

Para la realizacion del presente estudio se empled un
registro que incluyé variables demograficas, manifestacio-
nes de compromiso exocrino y no exocrino de la enferme-
dad, antecedentes y comorbilidad. Dado que los centros
que participaron en este estudio son de tercer nivel, las
historias clinicas previas fueron revisadas cada vez que fue
necesario. Solo se registraron las manifestaciones clinicas
evidentes. Se presto particular atencion en la diferenciacion
de artritis y artralgias. La artritis fue considerada cuando el
examen fisico la reveld. Se considerd la miositis solo en
caso de aumento de las enzimas y la biopsia musculares en
favor de tal diagndstico. Las manifestaciones dermatologicas
consideradas fueron xerodermia, fotosensibilidad, purpura
y urticaria. A pesar de que estas dos ultimas pueden corres-
ponder histologicamente a una vasculitis leucocitoclastica,
la presencia de vasculitis fue considerada con base en la
biopsia reportada como tal. Se consideré6 como fenémeno
de Raynaud la presencia de la crisis paroxistica tipica (25).
La acidosis tubular distal fue registrada en caso de pH
urinario >7 y bicarbonato sérico <20 mEq/dL (26). En
ninglin caso se practicd biopsia renal. El compromiso
neurolégico asociado se consider6 en caso de sindrome del
tinel del carpo evidente al examen clinico, con la presencia
de la prueba de Tinnel positiva y/o confirmacion
electromiografica, la que también fue requisito para confir-
mar una neuropatia periférica. El compromiso tiroideo fue
confirmado por andlisis hormonal. E1 compromiso pulmonar
fue evaluado por el interrogatorio, el examen fisico y la
radiografia del torax. La xerotraquea/tos fue evaluada inde-
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pendientemente de la presencia o el antecedente de taba-
quismo. La disfagia fue evaluada por el interrogatorio. Se
considerd la presencia de gastritis asociada a la enfermedad
cuando, ademas de los sintomas de epigastralgia, la
endoscopia digestiva fue confirmatoria, el test de ureasa y
la biopsia fueron negativos para Helicobacter pylori. La
hepatitis autoinmune se confirmé por el aumento de las
transaminasas, la presencia de anticuerpos antimusculo liso
y la biopsia hepatica en favor de este diagndstico, asi como
por ausencia de serologia para hepatitis viral A, B, y C. La
leucopenia se considerd cuando los globulos blancos fue-
ron inferiores a 4.000mm’. Las manifestaciones clinicas de
la enfermedad se clasificaron de acuerdo con el esquema
propuesto por Manthorpe et al (27) (Figura 1).

El registro empleado involucré también la presencia o
ausencia de factores asociados y comorbilidad, tales como
la hipertension arterial, las enfermedades tromboticas, la
ulcera péptica confirmada por endoscopia digestiva, la en-
fermedad renal no asociada al SS primario (ej. pielonefritis),
la osteoporosis (definida por fractura vertebral, de cuello
femoral o radial, dado que no se practico osteodensito-
metria), la fibromialgia, definida por la queja de polialgia
difusa y la presencia de dolor a la palpacion de, al menos,
11 de los 18 puntos definidos para su clasificacion diag-
noéstica (28). Se evalud también el antecedente de aborto no
voluntario ni iatrogénico.

Enfermedad
Exocrina

Enfermedad
" no Exocrina

Figura 1. Clasificacién de las manifestaciones clinicas del sindrome de Sjigren
primario segin Manthorpe et al (27).

Abreviaciones: L-T: laringe-trdquea, F-E: faringe-esdfago, T-G: tracto genital,
GI: gastrointestinal, LB: linfocito B, SNC: sistema nervioso central, SNP:
sistema nervioso periférico, M-A: misculos-nervios.
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Muestras bioldogicas

Previa informacion sobre el caracter del presente estudio
y una vez obtenido el consentimiento oral, a cada paciente y
a cada control, se le tomaron 14 cc de sangre, la cual fue
repartida asi: 7 cc en tubo tratado con acido etilen-diamino-
tetracético, para posterior extraccion del acido desoxi-
rribonucleico (ADN) (29, 30), y 7 cc en tubo seco para
extraccion posterior de suero. Todas las muestras, incluyen-
do las biopsias de glandulas salivales, se procesaron y se
analizaron en el laboratorio de la unidad de reumatologia de
la CIB.

Biopsia de glandula salival accesoria

La biopsia de las glandulas salivales accesorias se practi-
co, previo consentimiento oral, en todos los pacientes. Este
procedimiento se hizo bajo anestesia local con lidocaina al
2% luego de una incision en la mucosa del labio inferior. Se
extrajeron, por lo menos, cuatro lébulos. El analisis histologico
de las biopsias de glandulas salivales se realizo en cortes de
una a tres micras luego de haber fijado el tejido glandular en
formol neutro al 10%, procesado en parafinay coloreado con
hematoxilina-eosina. El resultado fue considerado en favor
del compromiso oral del SS cuando se observo sialoadenitis
focal con importante infiltrado linfoplasmocitario (Figura 2).
Este infiltrado fue clasificado de acuerdo con puntaje por
focos inflamatorios, en donde un foco equivale a 50 células
mononucleares por 4 mm?* (31). Un puntaje >1 es altamente
especifico para el diagndstico del SS (32). La confirmacion
del puntaje por focos fue realizada mediante analisis semi-
automatico, utilizando la siguiente formula:

Puntaje por focos = numero de focos inflamatorios x 4

area de glandulas salivales (mm?)

La severidad del SS se definié mediante el indice entre
el puntaje por focos y el tiempo de duracion de la enferme-
dad (en afios), a partir del momento en que aparecieron los
primeros sintomas. Por estudios previos se sabe que el
puntaje por focos progresa con el tiempo de duracion de la
enfermedad (33-35).

Autoanticuerpos

Los AAN fueron determinados por inmunofluorescencia
indirecta en células HEp-2 (36). La deteccion de los
anticuerpos especificos, tales como anti-DNA nativo, anti-
RNP, anti-Sm, anti-Ro y anti-La, se realizo por el método
inmunoenzimatico, utilizando el estuche comercial "EL-ANA
Profiles" (INCSTAR, Stillwater, Minnesota, E.U.), previa-
mente validado (37). En resumen, a los pozos con cada uno
de los diferentes antigenos se les agregd una dilucion 1:101
de las muestras de suero (100 pl), y se dejo incubar durante
30 minutos a temperatura ambiente. Luego de lavar los
pozos, se agregd el anticuerpo secundario (anticuerpos de
cabra anti-IgG humana) conjugado con peroxidasa de raba-
no y se incubd 30 minutos mas. Luego de eliminar las

129


Diana
Line

Diana
Typewritten Text

Diana
Typewritten Text

Diana
Typewritten Text

Diana
Typewritten Text

Diana
Typewritten Text
Acta Med Colomb Vol. 24 N° 4 - 1999 


J.M. Anayay cols.

uniones inespecificas mediante lavado, la unién antigeno-
anticuerpo se reveld con tetrametilbenzidina en presencia de
peroxido de hidrogeno. La reaccion se detuvo con 4acido
fosforico. Los platos fueron leidos a 450 nm de longitud de
onda (lector de ELISA BIO-RAD modelo 550). Se realiza-
ron los controles apropiados de calidad, segtn las instruccio-
nes del estuche. Los titulos se determinaron teniendo en
cuenta la absorbancia y las unidades/ml de los calibradores.
La seropositividad se estim¢ cuando el titulo de la muestra
supero el umbral dado para cada clase de antigeno.

Estudio del HLA

Antes de la tipificacion, se revisé el ADN en un gel de
agarosa al 1%, para descartar la degradacion de la muestra.
La tipificacion del HLA-DRB y DQBI1 se realiz6 usando la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con inicia-
dores de secuencia especifica (PCR-SSP) tal como fue
descrito previamente (30).

Analisis estadistico

Los resultados individuales se recolectaron en un banco
de datos y se analizaron con el paquete WinSTAT 1.0 (38).
Los resultados se muestran en promedios + error estandar
de la media (SE), y en porcentajes. Las frecuencias alélicas
evaluadas se calcularon de acuerdo con el método de
Haldane (39). La asociacion entre las caracteristicas clini-
cas entre siy los factores asociados se evaluaron por el test
de X° y el test exacto de Fisher a dos colas, de acuerdo con
la prueba de normalidad. Las correlaciones entre los titulos
de autoanticuerpos y las variables clinicas, incluyendo el
puntaje por focos, se establecieron mediante la prueba de
Spearman (40). La intensidad de las asociaciones se calcu-
16 mediante la razén de disparidad ["Odds Ratio" (OR)]
(41). La evaluacion de cuanto de la asociacion entre el (los)
alelo examinado(s) y el SS fue debida a la presencia de
éste, se determind mediante el calculo de la fraccion
etiologica (41). En todos los casos se considerd significati-
vo si el valor de p fuera menor de 0.05.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas del sindrome de Sjégren primario en 74
pacientes colombianos

Tabla 1. Criterios de clasificacion diagnostica del sindrome de Sjogren®

1. Sintomas oculares:
Definicion: respuesta positiva al menos a una de las siguientes:
a. (Ha tenido usted diariamente, persistentemente, la molestia
de ojos secos durante mas de tres meses?
b. (Tiene usted la sensacion recurrente de arena en los ojos?
c. ¢(Usausted lagrimas artificiales mas de tres veces al dia?
2. Sintomas orales:
Definicion: respuesta positiva al menos a una de las siguientes:
a. ¢(Ha tenido usted diariamente la sensacion de boca seca durante
mas de tres meses?
b. (Ha tenido usted persistentemente o recurrentemente
aumento en las glandulas salivales?
c. (Toma usted frecuentemente liquidos para facilitar la deglucion
de alimentos so6lidos?

3. Signos oculares:
Definicion: evidencia objetiva de compromiso ocular, determinada por
el resultado positivo de al menos una de las siguientes dos pruebas:
a. Prueba de Schirmer (< 5 mm en 5 minutos).
b. Prueba de Rosa de Bengala (> 4).

4. Caracteristicas histopatologicas:
Definicion: puntaje por focos > 1 en la biopsia de glandulas salivales
accesorias.

5. Compromiso de glandulas salivares
Definicion: evidencia objetiva de compromiso salival, determinada por
el resultado positivo de al menos una de las siguientes tres pruebas:
a. Gamagrafia salival (hipocaptacion).
b. Sialografia de pardtida (dilatacion de canales salivales)
c. Flujo salival sin estimulo disminuido (< 1.5 ml en 15 minutos).

6. Autoanticuerpos
Definicion: presencia, en suero, de al menos uno de los siguientes:
a. Anticuerpos antinucleares.
b. Anti-Ro/SSA o anti- La/SSB
c. Factor reumatoideo.

* Cuatro de los seis criterios se necesitan para clasificar un paciente con
sindrome de Sjogren. Otras enfermedades tales como sarcoidosis, enferme-
dad del injerto contra el huésped, SIDA, y linfoma deben ser excluidas (Ref.
24). En el presente estudio todos los pacientes necesitaron tener el criterio
4. Ningun paciente presentd otra enfermedad autoinmune reumatologica
(ver material y métodos).

Resultados
Caracteristicas clinicas
Se involucraron 74 pacientes en este estudio, 72 mujeres
y dos fueron hombres. Todos los pacientes presentaron al
menos cuatro de los seis criterios para clasificacion
diagnostica (Tabla 1). Todos los pacientes, excepto una,

Tabla 8. Forma de presentacién del sindrome de Sjogren primario en 74
pacientes colombianos

Caracteristica Caracteristica N %
Género, ffm T2/2 Sintomas secos® 43 58
Edad al momento de la consulta (afios) 49.6 £ 1.5 (14-75) Parotidomegalia 8 11
Edad &l inicio (afios) 44 + 1.6 (12-73) Artralgias 6

Duracién de la enfermedad (afios) 5.7+ 0.6 (0.6-30) Artritis 5

Compromiso exocrino de superficie® 100 % F. de Raynaud 5 6.7
Compromiso inflamatorio vascular* 76 % Urticaria vasculitica 2 2.7
Compromiso exocrino interno* 30 % Vasculitis linfocftica 1 1.3
Fenémeno de Raynaud* 31% Pirpura hipergamaglobulinémica 1 1.3
Tiroiditis* 22 % Prirpura trombocitopénica autoinmune 1 13
Leucopenia* 17% Sindrome del tiinel del carpo 1 1.3
Linfoma* 0 Acidosis tubular renal tipo 2 1 13
* Durante el transcurso de la enfermedad (Figura 1) * Xerostomia y/o xeroftalmia.
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fueron mayores de 18 afios. Las caracteristicas clinicas de
los pacientes estan resumidas en la Tabla 2.

En 58% de los casos la enfermedad se manifestd por
sintomas secos (xerostomia y/o xeroftalmia); en 11% la
parotidomegalia bilateral fue el signo revelador de la enfer-
medad, mientras que en 31% de los casos la enfermedad
fue revelada por una manifestacion sistémica (Tabla 3).

Durante el transcurso de la enfermedad (5.7 = 0.6 afios),
todos los pacientes presentaron compromiso exocrino de
superficie, en particular xeroftalmia, xerostomia, xerodermia
o xerotrdquea. Esta ultima fue independiente del antece-
dente de tabaquismo. Veintidos pacientes (30%) presenta-
ron compromiso exocrino interno, de los cuales diez pre-
sentaron compromiso pulmonar, nueve gastrointestinal, un
paciente hepatopatia autoinmune y otro acidosis tubular
renal tipo 2. Cincuenta y seis pacientes (76%) presentaron
compromiso inflamatorio y/o vascular, de los cuales 53
(72%) presentaron artralgia (34 pacientes) y/o artritis (19
pacientes), en particular de articulaciones de las manos y
las rodillas. La presencia de artralgia y/o artritis se asocid
con el fendomeno de Raynaud (p=0.01) y de hipotiroidismo
(p=0.01). En todos los casos de artritis, en las radiografias
no se demostraron erosiones 6seas. Un andlisis detallado de
las manifestaciones musculoesqueléticas de la enfermedad
y su relacion con el factor reumatoideo se presenta en otro
informe.

El sindrome del tunel del carpo se observo en seis pacien-
tes. En 33% de los pacientes se encontrd fotosensibilidad.
No observamos en estos pacientes compromiso del sistema
nervioso central ni tampoco pacientes con miositis. El feno-
meno de Raynaud, aunque se presentd en 23 pacientes (31 %),
no fue responsable de ulceraciones digitales en ningln caso.
En 16 de 73 pacientes (22%) se observd una disfuncion
tiroidea. En todos los casos, excepto en uno, se traté de un
hipotiroidismo (TSH >10 mUI/ml). Una paciente presentd
enfermedad de Graves asociada al SS. No se encontré aso-

Tabla 4. Comorbilidad y factores asociados en pacientes colombianos con
sindrome de Sjigren primario

Caracteristica %
Hipertensién arterial 15

Ulcera gédstrica ‘ 9.4
Fibromialgia 12

Enfermedad renal 3.8
Antecedente de aborto 28.2
Historia de tabaquismo 7.7

Tabla 5. Caracteristicas inmunogenéticas del sindrome de Sjégren primario en
74 pacientes colombianos

Caracteristica %
HLA-DRB1*0301, DRB3*0101, DQB1%0201 24
Anticuerpos antinucleares 85
Anticuerpos anti-Ro/SSA 58
Anticuerpos anti-La/SSB 39
Factor reumatoideo total 50

ciacion entre la edad o la duracion de la enfermedad y las
manifestaciones sistémicas evaluadas.

La presencia de factores asociados y de comorbilidad se
resume en la Tabla 4. La fibromialgia, observada en 12%
de los pacientes, fue independiente de la presencia de hipoti-
roidismo.

Tabla 6. Frecuencias alélicas del HLA-DRB1 en pacientes colombianos con
stndrome de Sjégren primario.

Alelos Pacientes Controles

N=T74 Frecuencia N=T76 Frecuencia

alélica alélica

*0101 6 0.081 11 0.145
*01012 0 0 1 0.013
#0103 2 0.027 0 0
#0102/04 1 0.014 3 0.040
*15 7 0.094* 18 0.237
*1602/5/6/7 3 0.041 2 0.026
*#1601/3/4/8 4 0.054 2 0.026
*0301 18 0.243% 6 0.079
*03 2 0.027 2 0.026
*04 15 0.202 14 0.184
1 15 0.202 12 0.158
*12 3 0.041 5 0.066
*13 10 0.135 13 0.172
*14 12 0.162 1 0.013
*0701 18 0.248 17 0.224
*08 16 0.216 16 0.211
*0901 3 0.041 2 0.026
*08012 3 0.041 2 0.026
*1001 1 0.014 3 0.040
Blanco 9 0.121 7 0.092
*Ver Tabla 8

Tabla 7. Frecuencias alélicas del HLA-DQB1 en pacientes colombianos con
sindrome de Sjégren primario.

Alelos Pacientes Controles

N=74 Frecuencia N=76 Frecuencia

alélica alélica

*0201 41 0.554* 25 0.328
*0301 12 0.162 15 0.197
*0302 4 0.054 3 0.039
#0303 14 0.189 14 0.184
#0304 0 0 5 0.066
*0301/04 5 0.067 2 0.026
*0302/03 14 0.189 11 0.148
*03 2 0.027 2 0.026
*0401/02 9 0.121 9 0.118
*0501 5 0.067 4 0.053
*0503 6 0.081 4 0.053
*05 0 0 2 0.026
*0601 3 0.041 2 0.026
*0602 9 0.121* 23 0.303
*0603 0 0 0 0
*0607 4 0.054 0 0
*06 15 0.203 18 0.237
Blanco 6 0.081 13 0.171
* Ver Tabla 8
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Caracteristicas inmunogenéticas

Los AAN fueron observados en 85% de los pacientes.
Los patrones homogéneo y moteado fueron los mas fre-
cuentes. E1 58% de los pacientes presentaron anticuerpos
anti-Ro y 39% anticuerpos anti-La (Tabla 5). Dos pacientes
presentaron anticuerpos anti-RNP. Ningun paciente pre-
sentd anticuerpos anti-DNA nativo ni anti-Sm. Se observé
una asociacion entre los titulos de anticuerpos anti-Ro y las
manifestaciones musculoesqueléticas (p=0.01) y las
dermatolégicas (p=0.03). Los titulos de los anticuerpos
anti-Ro y anti-La estuvieron correlacionados entre si (r=0.8,
p<0.01). No se observaron correlaciones entre el titulo de

Tabla 8. Frecuencias alélicas del HLA-DRBI y DQBI asociados a la predispo-
sicidn y proteccion del sindrome de Sjiigren primario en poblacion colombiana.

Haplotipo/Alelo Pacientes | Controles | OR Ic P

N=T4 N=76 95%

DRB1*0301-DQB1#0201 0.240 0.066 43 | 1.6-11.9 | 0.002

DRB1%0301 0.243 0.079 36 | 1.4-92 | 0.006
DQB1*0201 0.554 0.328 1.9 | 1.1-34 | 0.02
DRB1*15 0.094 0.237 03| 01-08 | 0.02
DQB1%0602 0.121 0.303 03| 02-08 | 0.01
DRB1#15-DQB1*0602 0.04 0.131 0.3 0.07-1 0.07

Tabla 9. Influencia del haplotipo HLA-DRBI1*0301-D@BI1%0201 en el stndrome
de Sjégren primario.

Variable OR IC 95% P

Severidad > 1* 15.5 1.8-129 0.001
Anticuerpos ani.:i-La 4.3 13-14 0.01
Anticuerpos anti-Ro 3.8 1-15 0.04

* La severidad corresponde al indice entre el puntaje por focos y 1a duracion
de la enfermedad.

autoanticuerpos y el puntaje por focos inflamatorios. En el
transcurso de este estudio,-durante un promedio de 18 + 3
meses, se evalud longitudinalmente el titulo de autoan-
ticuerpos en 36 pacientes, observandose una ausencia de
variacion significativa.

Las frecuencias alélicas de los genes HLA-DRBI1 estan
sefialadas en la Tabla 6 y de los DQB1 en la Tabla 7. La
enfermedad se asocié al haplotipo HLA-DRB 1*0301,
DRB3*0101, DQB1*0201, los cuales estan en desequili-
brio de enlace (42). Este haplotipo se observo en 18 pacien-
tes (uno homozigoto) y en seis controles (OR: 4.3, IC 95%:
1.6-11.9, p=0.002) (Tabla 8). La fraccion etiologica de este
haplotipo fue de 18%, el cual se asocié con una enfermedad
mas severa y con la sintesis de autoanticuerpos anti-La y
anti-Ro (Tabla 9). 93% de los pacientes que presentaron
este haplotipo tuvo una severidad > 1 (puntaje por focos/
duracion de la enfermedad en afios). La frecuencia alélica
del HLA-DQB1*0602 fue mayor en los controles (0.303)
que en los pacientes (0.121) (OR: 0.3, IC 95%: 0.2 - 0.8,
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p=0.01). [gualmente, el HLA-DRB 1*15 fue observado con
mayor frecuencia en los controles (Tablas 6 y 8).

Discusién

El presente estudio define las caracteristicas clinicas e
inmunogenéticas del SS primario en un grupo numérica-
mente importante de los pacientes colombianos. Las carac-
teristicas clinicas fueron similares a las de pacientes colom-
bianos informados previamente y a las de diferentes grupos
étnicos (1,43,44), resaltando la homogeneidad de la expre-
sioén clinica de la enfermedad independientemente de la
situacion geografica y raza. A pesar de ser una enfermedad
que afecta principalmente al sexo femenino entre la cuarta
y quinta décadas de la vida, el SS primario puede observar-
se con similares caracteristicas clinicas tanto en hombres
como en niflos (5, 7). En una tercera parte de los pacientes,
la enfermedad se manifiesta por compromiso sistémico, el
cual puede aparecer hasta en 76% durante el transcurso de
la misma, siendo las poliartralgias, la fotosensibilidad y el
fendmeno de Raynaud los mas frecuentes. Cerca de 20% de
los pacientes puede desarrollar compromiso sistémico im-
portante aun luego de varios aflos de haberse diagnosti-
cado la enfermedad (45). Es probable que la frecuencia de
éste sea muy inferior en pacientes atendidos en servicios de
odontologia y de oftalmologia.

No observamos pacientes con linfoma, sin embargo no
se realizaron biopsias de pardtida en quienes presentaron
parotidomegalia persistente. La ausencia de linfoma y de
compromiso del sistema nervioso central en los sujetos de
este estudio no es extensiva a todos los pacientes colombia-
nos. En efecto, un caso de linfoma asociado al SS primario
ha sido previamente informado en un paciente colombiano
(46). A pesar de que el riesgo relativo de desarrollar linfoma
en pacientes con SS sea alto, la frecuencia de éste es
inferior a 10% (8).

En 15% de los casos se presentd al menos una segunda
enfermedad (comorbilidad), de las cuales la hipertension
arterial fue la més frecuente, sin que existiera evidencia
sugestiva de una asociacion causal. La fibromialgia se
observo en 12% de los casos, y fue independiente de la
presencia de hipotiroidismo. Esta se encontrd previamente
en pacientes con SS primario hasta en 25% (extremos: 9-
47) (47, 48), y en otras enfermedades autoinmunes
reumatologicas tales como el lupus eritematoso sistémico
(24%) (49, 50), y la artritis reumatoidea (14%) (51), asi
como también en la osteoartrosis (70%) (47). De otra parte,
a pesar de que algunos pacientes con fibromialgia puedan
presentar sintomas secos, fenomeno de Raynaud, y AAN
(52), la prevalencia de SS primario en pacientes con
fibromialgia es inferior a 10% (53). Por lo tanto, en quienes
se sospeche fibromialgia y presenten sintomas secos y/o
AAN, la biopsia de glandulas salivales esta indicada con el
fin de establecer un diagndstico correcto. Una biopsia de
glandulas salivales con un puntaje por focos menor a uno es
altamente especifica del SS (32). El diagnostico patoldgico
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diferencial mas frecuente es la sialoadenitis cronica (Figura
2), que puede observarse en pacientes con fibromialgia y
sintomas secos que no corresponden al SS.

Se registraron antecedentes de aborto en 28% de los
pacientes, confirmando estudios previos con elevada fre-
cuencia de éste en SS primario (54, 55). La causa es desco-
nocida (55). En nuestro estudio no se observd asociacion
entre las caracteristicas clinicas o inmunogenéticas evalua-
das y el antecedente de aborto.

La mayoria de los pacientes con SS primario (85%) pre-
sentaron AAN en el suero (Tabla 5). La prevalencia de los
anticuerpos anti-Ro en pacientes con SS primario varia entre
50y 80%, y la de los anticuerpos anti-La entre 30 y 60% (1 ).
Estos rangos obedecen a los diferentes métodos usados para
detectar dichos anticuerpos. El método utilizado en nuestro
trabajo fue previamente validado ¢ informado como alta-
mente especifico (37). No obstante, en 24% de los pacientes
con AAN no se detectaron anticuerpos especificos. Todos
los pacientes con anticuerpos anti-La presentaron anticuerpos

Figura 2. Biopsia de gliandulas salivales.

A. Sialoadenitis crénica. Infiltracién de células mononucleares en forma
dispersa y poco abundante, con algunas lesiones de atrofia glandular (10x)

B. Sialoadenitis focal. Abundante infiltrado inflamatorio mononuclear,
confluente alrededor de canaliculos excretores, respetando el parénquima
glandular. Esta lesion corresponde al compromiso oral del sindrome de Sjogren
(10x).
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anti-Ro, tal como se sefialo previamente, y se explica por la
similitud antigénica de estas ribonucleoproteinas (1). Los
anticuerpos anti-Ro se unen a dos proteinas relacionadas
entre si, de peso molecular de 60 y 52 kD unidas al 4cido
ribonucleico (ARN) en el citoplasma humano. La funcién
biologica de las proteinas Ro es desconocida. Los anticuerpos
anti-La reconocen una fosfoproteina nuclear de 47 kD, que
funciona como factor auxiliar en la fase terminal de la trans-
cripcion, lo que resulta en cambios conformacionales en la
ARN polimerasa III (56).

Los titulos de los anticuerpos anti-Ro se asociaron con
las manifestaciones cutaneas y articulares de la enferme-
dad. Sin embargo, dado el caracter transversal del estudio,
esta relacion no debe ser considerada de prediccidon. Estos
anticuerpos no variaron significativamente con la duracion
de la enfermedad ni se correlacionaron con el grado de
infiltrado inflamatorio tisular. Por lo tanto, el valor clinico
de éstos en el SS primario es de diagndstico y no de
actividad de la enfermedad (1). Recientemente se han des-
crito dos nuevos anticuerpos en pacientes con SS primario.
Los anti-alfa-fodrina, una proteina del citoesqueleto (3), y
los anti-receptores muscarinicos murinos (4). Se estan rea-
lizando estudios confirmatorios con el fin de evaluar el
valor patogénico de éstos.

Los resultados del presente estudio seflalan que en la
poblacién colombiana, los haplotipos HLA-DRB 1*0301.
DRB3*0101. DQB1*0201 predisponen al SS primario. Esta
predisposicion es similar a la de la poblacion caucasica (11.
15, 16. 20). Ademas, el estudio mostr6é que este haplotipo
no solo predispone al SS primario (OR: 4.3), sino que
también influye en su severidad (OR: 15.5). La especifici-
dad molecular DRB3*0101 corresponde a la especificidad
seroldégica DR52, anteriormente reportada asociada al SS
primario (57); sin embargo, este alelo estd en desequilibrio
de enlace tanto con los alelos DRB1 *03 como con DRB 1*11,
*12, *13 y *14, estos ultimos no asociados con el SS prima-
rio. Por lo tanto, consideramos que su asociacion a la enfer-
medad es de caracter secundario. De otra parte, nuestros
resultados muestran, por primera vez, un papel protector de
los alelos HLA-DRB 1*15 y DQB1*0602 (Tabla 8). La
PCR-SSP utilizada en este trabajo no permitié discriminar
los diferentes subtipos que corresponden al DRB 1*15. Es-
tudios posteriores son necesarios para determinar el alelo
especifico al que corresponde esta proteccion. En este sen-
tido, es interesante recordar que existe un desequilibrio de
enlace entre algunos alelos DRB1*15 (*1501 y 1502) y el
HLA-DQB1*0602 (42). A continuacién se consideraran
las caracteristicas moleculares e inmunopatologicas que
permiten explicar la relaciéon entre HLA clase 11 y el SS
primario.

Las células epiteliales de glandulas salivales de pacientes
con SS primario expresan anormalmente moléculas HLA de
clase I y se comportan como células presentadoras de
antigeno (58). Aunque este Gltimo es desconocido, un estu-
dio reciente sefial6 a la alfa-fodrina como un eventual candi-
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dato (3). De acuerdo con la estructura cristalografica del
HLA-DR, el residuo de anclaje 4 (P4), conformado por los
aminoacidos en las posiciones 13,70,71 y 74 de la cadena 3,
es critico en la presentacion antigénica (59). Los ultimos tres
residuos intervienen en el contacto con el receptor del linfo-
cito T y, por lo tanto, son importantes en el reconocimiento
del complejo péptido-molécula DR por parte de estos
linfocitos. Los alelos DRB1 han sido clasificados en seis
supertipos de patron restrictivo ("supertype restrictive
pattern", RSP) en funcién de la carga en las posiciones 70,
71 y 74 (60). Estos RSP pueden tener carga positiva o
negativa o mixta, también pueden ser neutros. El alelo
DRB 1*0301 tiene una carga positiva en el P4 dada principal-
mente por una lisina en la posiciéon 71 y una arginina en la
posicion 74, y corresponde al RSP R (60). Esta clasificacion
funcional permite unificar los diferentes resultados de aso-
ciacion del HLA-DRB 1 al S S primario en diferentes grupos
étnicos. En efecto, los alelos DRB1 asociados con el SS
primario en diferentes poblaciones, tales como el *0301 en
caucasicos (11,15,16,20), *1101y*1104 enjudios y griegos
(21), *0405 en japoneses (20) y *0803 en chinos (20) com-
parten todos un residuo cargado positivamente en la posicion
71, que corresponde ya sea a una lisina (*0301) o a una
arginina (*1101, *1104,*0405 y *0803). Esta clasificacion
permite también una mejor comprension del reconocimiento
promiscuo de los linfocitos T, que pueden reconocer el
mismo péptido cuando es presentado por diferentes molécu-
las de clase II. Los péptidos candidatos para ser presentados
por el HLA-DRB 1*0301 deben tener motivos de enlace
hidrofobico en la posiciéon uno y una carga negativa en la
posicion cuatro del sitio de enlace de este péptido (60).

La asociacion entre el HLA-DRB 1*0301 y el SS prima-
rio no es especifica, dado que se observa en otras enferme-
dades autoinmunes e infecciosas. EFHLA-DRB 1 *0301 hace
parte del haplotipo ancestral 8.1 (HLA-A1l, Cw7, B8,
C4AQO0, BfS, C4B1, DR3, DQ2) el cual se asocia con una
respuesta inmune alterada, caracterizada por aumento en la
respuesta linfocitaria B, aumento en la sintesis de auto-
anticuerpos, disminucion en la respuesta linfocitaria T, sinte-
sis aumentada de citoquinas proinflamatorias (TNF-a) y
alteracion de la apoptosis (61). La gran mayoria de estas
anomalias se observan tanto en el SS primario como en otras
enfermedades autoinmunes asociadas a este haplotipo an-
cestral (1, 2, 61). Por lo tanto es posible que este haplotipo
ancestral actie como un cofactor comun en diversas enfer-
medades asociadas a él.

La alineaciéon de la secuencia de aminoacidos de la
cadena DQB de manera similar a la del DRB nos permitio
observar que el HLA-DQB1*0201 comparte una lisina,
con carga positiva, en la posicion 71 igual a la de la
posicion 871 del HLA-DRB1*0301 (62). Por lo tanto, este
residuo parece critico en la susceptibilidad al SS primario
en nuestra poblacion. Otro residuo que parece importante
en el HLA-DQB1*0201 es la leucina en el 352, no obser-
vada en ninguno de los otros alelos DQB1. Esta hipotesis,
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no obstante, no permite unificar los resultados observados
en otras poblaciones, tales como la china, la japonesa y la
judia en donde el DQB1*0601, el *0401 y el *0301, res-
pectivamente, fueron asociados con la enfermedad (20), y
cuya carga en la posicion 371 es ya sea polar sin carga o
negativa (62).

En resumen, ademas del mecanismo de mimetismo
molecular evocado en la mayoria de las discusiones sobre
HLA y enfermedad (30), la participacion del haplotipo
HLA-DRB 1*0301-DQB 1*0201 en el SS primario en nues-
tra poblacion esta dada por su estructura molecular funcio-
nal (carga positiva en P4) y por su influencia en la respues-
ta inmune tanto humoral como celular.

Los alelos de proteccion al SS primario, HLA-
DQB 1*0602 y DRB 1*15 comparten un acido glutamico,
con carga negativa, en la posicion B74. Nosotros considera-
mos que esta diferencia de cargas permite explicar, en
parte, el papel que desempefan las moléculas HLA descri-
tas en la predisposicion o proteccion a la enfermedad. El
HLA-DQB 1 *0602 fue informado recientemente como un
factor protector de la diabetes mellitus insulinodependiente
(63), otra enfermedad autoinmune que comparte similitu-
des inmunogenéticas con el SS primario (2).

Estudios previos han sefialado que otros genes HLA-
DQ pueden predisponer a la enfermedad (13,16,21), aun
en aquellas poblaciones en donde el SS primario es inde-
pendiente del DRB 1*0301 (20, 21). En poblaciones
caucasica, judia y griega, la enfermedad se asocid al
DQA*0501 (13, 16, 20, 21), el cual, de acuerdo con lo
descrito, esta en desequilibrio de enlace con el DQB1 *0201
(42). Los genes DQ podrian participar también en la
sintesis de autoanticuerpos. Reveille at al (64) mostraron
la asociacion de alelos HLA-DQ que poseen una glutamina
en la posicion 34 de la cadena DQal y una leucina en la
posiciéon 26 de la cadena DQBI con la sintesis de
anticuerpos anti-Ro y anti-La. No obstante, esta ultima
observacion no fue confirmada en este estudio y en otros
(16). De una parte el HLA-DQB 1*0602, portador de una
leucina en la posicion B26, es un factor protector en
nuestra poblacidn; y de otra parte, no observamos asocia-
cion entre aquellos pacientes portadores del DQB1 *0602
y la sintesis de anticuerpos anti-Ro y anti-La. En la pobla-
cion japonesa el HLADQB1*0601 se asoci6 con la sinte-
sis de anticuerpos anti-Ro (19). Esta ultima observacion
tampoco fue confirmada en nuestro estudio.

Finalmente, el haplotipo HLA-DRB 1*0301-DQB 1*0201
es responsable de cerca de 20% del SS primario en nuestra
poblacion (fraccion etioldgica), confirmando el caracter
multifactorial de la enfermedad. Por lo tanto, ademas de los
genes HLA-DR y DQ, aquellos que codifican para otras
moléculas implicadas en la fisiopatologia de la enferme-
dad, tales como las citoquinas, las moléculas chaperonas
TAP1 y TAP2 (65-67), y las proteinas que regulan la
apoptosis (68, 69), deben ser considerados en la inmuno-
genética del S S primario.
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Summary

Objective. To analyze the clinical manifestations of pri-
mary Sjogren's syndrome (SS) in a hispanic population
(Colombian) and to examine the influence of HLA-DRB 1
and DQB 1 genes in both susceptibility and severity of the
disease.

Methods. This was a cross-sectional and comparative
study. All patients met the European criteria for classifica-
tion of primary SS including a positive salivary gland
biopsy. Patients were evaluated using a questionnaire that
sought information on exocrine and non-exocrine involve-
ment. Antinuclear antibodies were measured by IIF on
Hep-2 cells. IgG anti-Ro and anti-La antibodies were meas-
ured by ELISA. HLA typing was performed by PCR-SSP.
Severity of disease was assessed by the index between
focus score (by Daniels' method) and duration of disease
(in years).

Results. Seventy-four patients (95% women) from
Medellin and Bogota (Colombia), and 76 healthy individuals
were studied. Groups were matched for age, sex and geo-
graphic location. Clinical presentation was similar to that
described in the literature. Primary SS was associated with
the haplotype HLA-DRB 1*0301-DQB 1*0201 (OR: 4.3,
95%CI: 1.6-12, p=0.002), in turn this haplotype was associ-
ated with a severity > 1 (OR: 15.5,95%CI: 1.9-129, p=0.001),
the presence of anti-Ro antibodies (OR: 3.8, 95% CI: 1-15,
p=0.04) and anti-La antibodies (OR: 4.3, 95%CI: 1.3-14,
p=0.01). Allelic frequency of HLA-DQB1*0602 was higher
in controls (0.303) than in patients (0.121) (OR: 0.3, IC 95%:
0.2-0.8, p=0.01).

Conclusion. This study describes the clinical picture of
primary SS in the Colombian population, confirming the
homogeneity of the disease regardless of the geographical
situation and ethnicity. HLA-DRB1*0301-DQB1*0201 is a
marker of susceptibility to primary SS. Moreover,-this hap-
lotype not only predisposes to primary SS, but also affects
the severity ofthe disease and the synthesis of autoantibodies.
On the other hand, HLA-DQB1 *0602 is a protective factor
of disease in our population. A positive residue at 371 of
HLA-DRB 1 *0301 and DQB 1 *0201, and a negative residue
at the 74 of DQB 1*¥0602 may explain our results.

Key words. Primary Sjogren's syndrom, autoimmnunity,
genetics, HLA.
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