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PARTICIPACION DEL FACTOR DE CELULAS T 1 (TCF1) EN EL SINDROME DE
SJOGREN PRIMARIO (SSp) Y SECUNDARIO (SSs)
INTRODUCCION

Las enfermedades inflamatorias inmunomediadas son un conjunto de entidades altamente
discapacitantes que comparten patrones inflamatorios y desregulacion del sistema inmune.
Son enfermedades cronicas cuya causa aun es desconocida, se caracterizan por ser
potencialmente graves y con una elevada morbilidad que afecta mayoritariamente a adultos
jévenes, provocando un alto grado de discapacidad, y reduciendo la calidad de vida de quien

las padece. (1)

Cambios en la respuesta inflamatoria de corta a larga duracion pueden causar un colapso de
la tolerancia inmunoldgica y provocar importantes alteraciones en todos los tejidos y 6rganos
(2). Los linfocitos T CD4+ autorreactivos son fundamentales en el desarrollo y progresion
de las enfermedades autoinmunes. La pérdida de la tolerancia inmunoldgica es un
componente central dentro de los mecanismos que llevan al desarrollo de autoinmunidad.
Los mecanismos de tolerancia central y periférica eliminan o inactivan clonas de linfocitos
T autorreactivos. Estos mecanismos son imperfectos y, en nuestro medio, se ha detectado un
aumento en la incidencia y prevalencia de enfermedades autoinmunes como esclerosis
maultiple (EM), psoriasis, diabetes tipo 1 (T1D), artritis reumatoide (AR), enfermedad
inflamatoria intestinal (EIl), sindrome de Sjogren (SS), miopatias inflamatorias, etc. [3]. Por
lo tanto, la comprension de los factores que regulan la respuesta inflamatoria mediada por las

celulas T es cada vez mas importante.

Estudios recientes han demostrado el papel del gen TCF7/TCF1 en el desarrollo de
autoinmunidad, esto a través de estudios de asociacion del genoma completo (GWAS), donde
se han identificado polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) C883A en la regién
codificante del gen TCF7/TCF1y multiples SNPs dentro de la region no codificante del locus

del gen TCF7 asociadas con riesgo incrementado de desarrollar T1D y EM [4,5]

El factor de células T1, TCF1 (TCF es codificado por el genTcf7) es un factor de
transcripcion clave en la via de sefializacion WNT canodnica. En linfocitos T, se sabe que

juega un papel crucial en el inicio de un programa de transcripcion de genes de la via de



sefializacion NOTCH corriente abajo [6]. En consecuencia, la eliminacion de la linea

germinal del gen Tcf7 en ratones (KO) muestran un desarrollo deteriorado de linfocitos T.

En linfocitos T activados se sabe que TCF1 es fundamental para la generacion de la respuesta
de memoria de células T CD8+ (5). Estudios recientes han reportado nuevas funciones de
TCF1 en la activacion de linfocitos T periféricos en procesos autoinmunes, cancer e infeccion

viral cronica.

En linajes de linfocitos T CD8+, se requiere del factor de transcripcion TCF1 para la
autorrenovacion de linajes stem y para la diferenciacion de las células T foliculares y células
T foliculares reguladoras. Recientemente, se ha identificado a TCF1 como el primer factor
de transcripcion que modifica directamente la acetilacion de histonas, con la capacidad de

unir la regulacién transcripcional y epigenética.

El sindrome de Sjogren (SS) es una patologia reumatica inmunomediada compleja que se
caracteriza por la inflamacion crénica de las glandulas exocrinas y la presencia de
autoanticuerpos contra las particulas de ribonucleoproteina SSA/Ro y SSB/La.l Las
principales dianas de infiltrado inflamatorio son las glandulas lagrimales y salivales mediada

por células T, con una disfuncion glandular resultante. (6)

El SS se caracteriza por queratoconjuntivitis seca, xerostomia cominmente asociada con
agrandamiento de las glandulas salivales. Se lo conoce como sindrome de Sjogren primario
cuando no existe asociacion a otra enfermedad autoinmune, por el contrario, el sindrome de
Sjogren secundario se presenta en pacientes con enfermedades del tejido conectivo, como
artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, poliartritis nodosa, polimiositis y esclerosis
sistémica. EI SS también se ha asociado con la enfermedad de injerto contra huésped crénica
después del trasplante alogénico de médula 6sea, el sindrome de inmunodeficiencia humana
(SIDA), la infeccion por hepatitis C (VHC), la cirrosis biliar cronica, los sindromes

neoplasicos y mielopléasicos, la fibromialgia y el sindrome de fatiga cronica. (7)

Actualmente, la biopsia de la glandula salival menor sigue siendo el método preferido para
diagnosticar el componente glandular y explorar la actividad de la enfermedad autoinmune
dentro del 6rgano diana. (8) La biopsia es esencial en la clasificacion del sindrome de Sjogren

y en la estratificacion de pacientes para el diagnostico y realizacion de ensayos clinicos.



Basados en el andlisis de tejido de pacientes con SS se ha propuesto que el dafio tisular de
las gldndulas exocrinas en el SS se debe a una respuesta de inmunidad innata seguida de una
respuesta inmunitaria adaptativa. (7) Aunque la composicion del infiltrado inflamatorio es
complejo y dificil de describir con precision, un gran numero de estudios han caracterizado
esta infiltracion focal de las glandulas exocrinas y consiste en una infiltracion de células
mononucleares principalmente. La proporcién de células T reguladoras folculares (Trf) con
respecto a las células T auxiliares foliculares (Thf) marca la formacion de estructuras

linfoides ectopicas y las Tfh+ indican actividad de la enfermedad. (10)

El presente protocolo busca identificar la expresion del TCF1 en el sindrome de Sjogren
primario y secundario mediante su expresion en células mononucleares y linfocitos T CD8+
en glandulas de sujetos con SSp y SSs y controles, lo que permitira abrir una nueva vertiente

en la comprension del fenémeno inflamatorio y auto-reactivo en estas patologias.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

TCF1 tiene el potencial de convertirse en un importante biomarcador clinico para evaluar el
prondstico de la inmunoterapia tumoral y el curso clinico en diversas enfermedades
autoinmunes. Actualmente se desconoce si los polimorfismos previamente descritos afectan

a la expresién y funciéon de TCF7/TCF1 y su papel en otras enfermedades autoinmunes.

En enfermedades autoinmunes como el SS, que se caracteriza por infiltracion linfocitaria de
las glandulas salivales y lagrimales, se ha descrito la presencia de células T CD4+ (45-50%),
células T CD8+ (15-20%), células B (10-20%) y, en menor proporcion, células plasmaticas
y macrofagos en los infiltrados de glandulas salivales. La proporcién de células T, células B,
macrdfagos y células dendriticas varia segun la gravedad de la lesion. Asi, las células T
predominan en las lesiones leves, mientras que las células B predominan en las graves (1),
se desconoce el papel del factor TCF1 en la regulacién de la respuesta Thl y Th2 en el inicio,

perpetuacion y progresion de la enfermedad (2-4)

Este factor TCF1 puede representar una nueva estrategia en el tratamiento del SS y conocer
cual es la participacion conjunta es fundamental para la investigacion relacionada con el

esclarecimiento del origen y desarrollo de enfermedades inmunomediadas.

HIPOTESIS



La regulacién de la sintesis tisular de TCF1 esta disminuida en pacientes con SS, lo cual
favorece la diferenciacion de linajes de células CD8+, mayor respuesta inflamatoria y la

expansion de clonas autorreactivas.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion del Factor de células T1 (TCF1) en biopsias de glandulas salivales
menores de pacientes con Sindrome de Sjégren primario (pSS) y secundario (sSS) y su co-
localizacion con la presencia de subpoblaciones de células T efectoras, CD4+, CD8+ en

comparacion con tejido de pacientes con enfermedades del tejido conectivo sin SS.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Deteccion in situ por IHQ de TCF1 en subpoblaciones inmunes en tejido de glandula
salival de pacientes y controles.
e Analizar la correlacion de aquellas variables asociadas al curso clinico del Sindrome

de Sjogren y fenotipo de la enfermedad que sean de relevancia clinica y biolégica.
METODOLOGIA
Disefo del estudio: Retrospectivo
Tipo de investigacion: Descriptivo y experimental
Tipo de estudio: Casos y controles
Disefio del estudio

Se realizara un estudio de casos y controles que incluira un total de 40 pacientes con SS (20
pacientes con SS primario y 20 pacientes con SS secundario), los cuales se compararan con
un grupo control de 40 pacientes sin SS. Se emplearan bloques de parafina de biopsias de
glandula salival menor que seran obtenidas del departamento de patologia del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. El diagnédstico y evaluacion de la actividad de la

enfermedad en tejido glandular se basara y confirmara por criterios histopatolégicos.
No se requiere la solicitud de estudios de laboratorio o gabinete.

El departamento de Inmunologia es el patrocinador del estudio.



Descripcion de la poblacion

Poblacion objetivo: Bloques de parafina con muestras de tejido de glandula salival menor de

pacientes con Sindrome de Sjégren primario y secundario.

Poblacién elegible: Pacientes con diagnostico confirmado por histopatologia de SSp o SSs,

de cualquier edad y cualquier género.

Criterios de inclusion: Pacientes con diagnostico confirmado por histopatologia de SSp o

SSs, de cualquier edad y cualquier género.

Criterios de exclusion: Pacientes con diagnostico de algun tipo de cancer o de infeccion
cronica por VHB y VHC.

Criterios de eliminacion: Bloques de parafina con tejido no viable dafiado o quemado.
Tamarno Muestral

Tomando en consideracion que la expresion génica de TCF1 en glandula salival es de RPKM
0.357 £ 0.175 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6932) y los pacientes con SS deberian
tener una expresion menor o igual al 60% (de la media de expresion en tejido glandular sano),
y estimando un poder estadistico para el calculo de la muestra, se tomaron las frecuencias de

los dos grupos, considerando un poder del 80% y un valor de alfa de 0.05.
Formula:

n=[Z1-a/2V2p2 (1-p2) + Z 1-p N p1 (1-p1) + p2 (1-p2) ] 2

(p1 - p2)?

Nivel de significancia estadistica alfa= 0.05

Poder=0.80

RM=1.0

pl= .60

p2=.30

Z1-0/2=1.96



Z1B=28

Después de realizar los procedimientos aritmeticos correspondientes, se considero un total

de 42 pacientes con SS para demostrar o refutar nuestras hipotesis.

Por lo que se estudiaran un total de 40 pacientes con SS (20 pacientes con SS primario y 20
pacientes con SS secundario), los cuales se compararan con un grupo control de 40 pacientes
sin SS.

Sin embargo, es importante mencionar que, en nuestro medio, no se cuenta con registros de

una poblacion total que fundamenten el nUmero de muestra requerido.
Instrumentos, medicion, validez y confianza, codificacion y archivo de datos.

La recopilacion de los datos clinicos (Historia familiar de alguna enfermedad autoinmune,
enfermedades concomitantes, amigdalectomia, antecedente de dermatitis atopica, rinitis
alérgica o asma, tratamiento crénico con afio de inicio y término y presencia de anticuerpos:
antinucleares, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB y factor reumatoide) se realizara a partir del nimero

de la biopsia y el nimero de registro del paciente.

A fin de identificar las células que expresan TCF1, se realizaran cortes de tejido embebido
en parafina de 4-um de espesor, los cuales se colocaran en un portaobjetos electrocargados.
Las laminillas se desparafinaran durante 45 min a 54°C. Esta técnica de desparafinado ya ha
sido previamente estandarizada y asegura que se eliminen los restos de cera que con
temperaturas bajas se cristalizan y forman sedimentos y se ha demostrado que este método
funciona mejor, no sélo para amplificacion por PCR de fragmentos de tamafios hasta 500 pb
sino es un método rapido, simple y econémico, ideal para ser utilizado en el manejo de gran
cantidad de muestras (11-14).

El tejido se hidratara con xileno, alcoholes al 100%, 96% y 50% Yy agua destilada. Se realizara
una recuperacion antigénica enzimatica durante 1.5-5 min (antigen retrival ADI-950-280-
0015 EnzoLife Sciences Inc., Farmingdale, NY, USA). Posteriormente, las laminillas se
incuban con una solucion de H202 al 3 % en metanol absoluto (1:9 vol/vol) durante 20 min,
para eliminar la actividad de peroxidasa enddgena, la pseudoperoxidasa y la fosfatasa
alcalina. La tincion inespecifica se evitara incubando los tejidos con el blogueador de fondo

IHC (Enzo Life Sciences) por 20 min. Los tejidos se incubaran durante 10 min a temperatura



ambiente con un anticuerpo policlonal de cabra anti-CD4+ humano, anti-CD8+ humano,
anti-CD16 de raton, anti-CD123 de conejo, anti- TCF1 de humano (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA,

EE.UU.) a una concentracion de 10 pg/ml. La unidn del anticuerpo al antigeno se identificara
mediante la incubacion por 10 min con un polimero biotinado anti-lgG de cabra, raton o
conejo (LSAB System-HRP, Dako) y después con estreptavidina-peroxidasa por 10 min mas.
Posteriormente, la reaccion se revelara con 3,3'-diaminobencidina (DAB) (SIGMA-Aldrich)

durante10 min.

Las secciones se contra tefiiran con hematoxilina, y contrastardn con una solucion de
hidroxido de amonio 37 mmol/L, se dejaran secar a temperatura ambiente y se montaran en
resina. Todas las células tefiidas independientemente de la intensidad de la tincion se
evaluaran mediante la estimacion del porcentaje relativo en relacion con las negativas en
cuatro campos al azar (x 320) en cada tejido. Los resultados se expresaran como la media +
error estandar de la media (SEM) de las células. Las tinciones de control negativo se
realizardn con suero humano normal diluido 1: 100, en lugar del anticuerpo primario, vy el
reactivo de control universal negativo disefiado especificamente para funcionar con
anticuerpos de conejo, ratén y cabra (reactivo de control negativo universal IHC, Enzo Life
Sciences). El blanco reactivo se incubara con solucion salina de fosfato y albimina de huevo
(SIGMA-AIdrich) en lugar del anticuerpo primario. Todos los controles excluiran la tincion

inespecifica o las actividades enziméticas enddgenas.

FIGURA 1. Resumen de los grupos poblacionales estudiados
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RESULTADOS

La proporcion de sexo femenino en la poblacién estudiada fue mayor en comparacion con el
sexo masculino, representados por el 93.22% y 6.78% respectivamente. Esta mayoria de sexo

femenino se presentaron en los distintos grupos estudiados. La edad media de la poblacion



fue de 48.1 afios y encontrandose en un intervalo de 37 a 54 afios. EI grupo con poblacion
mas joven fue el grupo de SS + Lupus Eritematoso Sistémico y el de poblacién mas grande
el de SSp.

Los sintomas orales fueron mas frecuentes que los sintomas oculares en todos los grupos a
excepcioén del grupo de SS + AR donde ambas sintomatologias las presentaron el 75% del
grupo. El grupo con mayor sintomatologia ocular fue el grupo de SS + AR con sintomas en
el 84% de esta poblacion. Asi mismo, el grupo con Artritis Reumatoide también presento

mas sintomas oculares en comparacion con los otros grupos en este estudio.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacion en estudio.

Sindrome de Sindrome de Sjogren secundario (SSs)

Sjogren ST
Variable . i0 (SS control
ETIGEND (g SS+ AR SS+LES  SS+SCL N=16
b F N N=5 N=5
Sexo
Femenino 55 (93.2%) 22 (88%) 8 (100%) 5 (100%) 5(100%) 15 (93.7%)
Masculino 4 (6.8%) 3 (22%) 0 0 0 1(6.3%)
Edad (media) 48.1 534 45.7 37.9 46.4 44.6

Sintomatologia

Sintomas oculares 41 (69.4%) 21 (84%) 6 (75%) 3 (60%) 3(60%)  5(31.2%)
Sintomas orales 43 (72.8%) 23 (92%) 6 (75%) 4(80%) 3 60%) 7 (43.7%)
Prueba de Schimer (+) 30 (50.8%) 17 (68%) 3 (37.5%) 2 (40%) 2(40%) 6 (37.5%)
Tincién fluoresceina (+) 33 (55.9) 14 (56%) 6 (75%) 0 4(80%) 9 (56.2%)

Anticuerpos
Anti Ro 46 (77.9%) 13 (562%) 2 (25%) 3 60%) 2 (40%) 6 (37.5%)

AntiLa 23 (39.9%) 15 (60%) 1(12.5%) 2 (40%) 1(20%) 4(25%)

En la poblacién total estudiada se registr6 un mayor numero de resultados positivos a la
produccion de anticuerpos Anti-Ro que Anti-La con un 77.9% y 38.9% respectivamente. Esta
misma tendencia se presento en la mayoria de los grupos. En el caso del grupo de Sindrome

de Sjogren primario, se presentaron mas resultados de Anti-La positivos con un 60% en



comparacion con los Anti-Ro los cuales fueron positivos en el 52% de este grupo. Las

caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién en estudio se desglosan en la Tabla 1.

Los resultados porcentuales de las células positivas a TCF1+ se muestran en la grafica 1. Se
demostro una mayor expresion de TCF1+ en el grupo de SSs asociado a artritis reumatoide,
mostrando diferencias significativas al compararlos con el grupo de SSp (p=0.006) y
controles (p=0.001). Las ceélulas representativas de estos resultados son células

mononucleares que expresaban TCF1+.

Gréfica 1. Porcentajes de células Gréfica 2. Porcentajes de células doble
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Similar a la tendencia que mostraron las células TCF1+, la mostraron las células doble
positivas a CD8+/TCF1+. Las células representativas de estas tinciones fueron linfocitos
CD8+. El grupo con mayor numero de células CD8+/TCF1+ fue el grupo de SSs con artritis
reumatoide, seguidos por el grupo de SSp y SSs+LES mostrando significancia estadistica

(0.018). Al comparar los bloques de parafina y conteos del grupo de SSs+AR con controles



y SSs+SCL fue atn mas evidente el menor nimero de células doble positivos en estos Gltimos

dos grupos (Figura 2) mostrando diferencias significativas (p=0.006 ; p=0.012).

DISCUSION

De acuerdo a la epidemiologia actual del sindrome de Sjogren, el sexo con mayor afeccion
es el femenino; esto se mantiene en nuestro estudio, al comprender un 93.2% de la poblacion
estudiada. La frecuencia de los sintomas oculares y orales varian segun diversos estudios, sin
embargo, al igual que en la poblacién de este estudio se mantienen por encima del 50% de

los casos y alcanzan hasta el 90%. (16)

La deficiencia en la expresién de TCF1 en células T reguladoras promueven vias de
sefializacion alternas, mostrando activacion y adquisicion de células Thl7, lo que afecta la
regulacién de la inflamacion y propocia la polarizacion de las células T cooperativas. (17) Se
ha demostrado que la expresion del TCF1 promueve la autorenovacion de linajes especificos
de linfocitos T, como los CD8+ similares a stem y los CD4+. Los linfocitos T CD4+ ajustan
la expresion de TCF1+ para mantener su funcion y aumentar su vida media ante la exposicion
antigénica lo que promueve la supervivencia de células T auto-reactivas y preservan su

funcién a largo plazo (18).

Experimentos en tejidos de enfermedades de caracter autoinmune como diabetes tipo 1,
encefalomielitis autoinmune y CUCI muestran mayor expresion de TCF-1 en células CD8+

y CD4+ en tejido con mayor inflamacidn en comparacion con tejido sin inflamacion. (17)

Existe mayor mayor expresién de TCF1 en células mononucleares en los pacientes con
sindrome de Sjogren asociado a artritis reumatoide. Esta misma tendencia se muestra en
células TCF1+/CD8+, denotando mayor expresion en pacientes con mayor grado de
inflamacion. Los pacientes con SSs asociado a AR presentan cuadros mas severos con
inflamacion mas exacerbada. El proceso inflamatorio en el que se involucra TCF1 puede
estar desregulado. Por un lado, su baja expresion o inhibicion promueve aberraciones en la
funcion inmunosupresora de las células Th17 aumentando su potencial inflamatorio mientras
gue una expresion aumentada en células T CD8+ auto-reactivas preserva la reaccion

,inflamatoria autoinmune. (17,18)



CONCLUSION

La comprension de los componentes involucrados en el desarrollo de autoinmunidad es
imprescindible para el esclarecimiento de la fisiopatologias de diversas enfermedades
inflamatorias inmunomediada de las cuales no se conocen con exactitud, tal el caso del
sindrome de Sjogren. Conocer cudl es la participacion de TCF-1 es fundamental para la
investigacion relacionada con el esclarecimiento del origen y desarrollo de este sindrome.
Como se mostrd en este estudio, la asociacion de artritis reumatoide con promueve mayor
infiltrado inflamatorio con altas expresiones de TCF1. La asociacion entre la gravedad de la
enfermedad y la histopatologia brindaria mayor comprension sobre el patrén de expresion de
TCF1. Las perspectivas a futuro de esta investigacion permitira asociar la gravedad de los
distintos casos con la expresion en suero de TCF1 y correlacionar estos datos con los vistos

en los cortes histopatologicos.
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