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SUMMARY 

Sjögren syndrome is a sistemic autoimmune rheumatic disease that 
involves exocrine gland destrucción and internal organs by means 
large mononuclear infiltrates in association with autoantibodies 
Ro/SSA, La/SSB and Rheumatoid factor; both celular and humoral 
factors leading symptoms of xerophtalmia and  xerostomia. Classi-
cal mononuclear infiltrates consist in CD4, CD8 and B lymphocytes. 
Patients suffering from Sjögren syndrome have a risk to develop 
lymphoma no Hodgkin.  Folicular lymphoma  results from non ho-
mologous cromosomic traslocation 14 :18 disrregulating transcrip-
tion and  syntesis of Bcl2 protein. Bcl2 family proteins are apoptotic 
key regulators, promoting  cell survival, other Bcl2 family group are 
pro-apoptotic promoters. The cell behavior  shall depend of  the 
concentration of two family members.
Objetives: Bcl2 expression and apoptosis level in minor salivary 
gland  pre and post-treatment with  cholinergic agonists.
Patients and Methods: Sjögren syndrome diagnosis according to 
european criteria. 10 patients were recruited, studied during 5 mon-
ths, treated with 15 mg/day oral Pilocarpine Clorhidrate capsules,  
5 mg/8h. Pre and post-treatment biopsies were performed during 
day cero (pre-treatment) to fitht month (post-treatment). Previous-
ly enter to clinical study, voluntary SSp patients signed informed 
consent and conducted under GCP guidelines. Bcl2 expression was 
evaluated by immunochemistry and apoptosis by means nucleotidil 
tranferase-peroxidase in situ technique.
Study design: Open, longitudinal, autocontrolled.
Results: Pre-treatment showed intense mononuclear infiltrates in 
interstitial and periductal glandular tissue with high Bcl2 expres-
sion (4 ++++). Post-treatment showed a decrease of mononuclear 
infiltrates from scores 4 to 2 and some cases 4 to 1. Presence of 

Cambios en la expresión inmunohistoquímica 
del protooncogen Bcl2 y apoptosis por acción 
de estimulación colinérgica en pacientes con 
síndrome de Sjögren primario (SSp)
M. Fourcade1,2,3, C. Auad1, E. Romanini1, M. Mamani1, A. Mónaco, A. Bedoya3, A. Secco1, M. L. Fonseca1, 
L. Villalón2, A. Berra2, A. Catalán Pellet1

1Servicio de Reumatología, Hospital Rivadavia; 2Laboratorio de Microbiología e Inmunología Ocular, Departamento de Patología, Facultad de 
Medicina, UBA; 3Departamento de Biología, CBC – UBA.

RESUMEN

El síndrome de Sjögren es una enfermedad reumática autoinmune, 
sistémica, que supone la destrucción de la glándula exocrina y ór-
ganos internos por medio de grandes infiltraciones mononucleares 
asociadas con los anticuerpos Ro/SSA, La/SSB y factores reumáti-
cos, ambos síntomas principales de los factores celulares y humora-
les de la xeroftalmia y la xerostomía. Los infiltrados mononucleares 
más comunes son los linfocitos CD4, CD8 y B. Los pacientes que su-
fren de síndrome de Sjögren corren el riesgo de desarrollar linfoma 
no Hodgkin. El linfoma folicular es el resultado de una traslocación 
no homóloga cromosómica 14; 18 produciendo la desregulación de 
la transcripción y síntesis de la proteína Bcl2. Las proteínas de la 
familia Bcl2 son reguladores clave de la apoptosis, que estimulan 
la supervivencia de la célula. Otros grupos de la familia Bcl2 son 
estimuladores pro-apoptóticos. El comportamiento de las células de-
penderá de la concentración de los dos miembros de la familia. 
Objetivos: Los niveles de expresión y apoptosis de Bcl2 en la glándu-
la salival menor pre y pos-tratamiento con agonistas colinérgicos. 
Pacientes y métodos: Diagnóstico del síndrome de Sjögren según 
los criterios europeos. Se reclutaron 10 pacientes, a quienes se es-
tudió durante 5 meses y se los trató con 15 mg de clorhidrato de 
pilocarpina en cápsulas orales de 5 mg cada 8 horas. Se llevaron a 
cabo biopsias pre-tratamiento y pos-tratamiento desde el día cero 
(antes del tratamiento) hasta el quinto mes (después del tratamien-
to). Antes de ingresar al estudio clínico, los pacientes SSp volunta-
rios firmaron el consentimiento informado y el estudio se realizó 
según las normas de buenas prácticas clínicas. Se evaluó la expre-
sión Bcl2 mediante técnicas de inmunohistoquímica y la apoptosis 
nucleotidil transferasa-peroxidasa mediante técnicas in situ. 
Diseño del estudio: Abierto, longitudinal, autocontrolado. 

[artículo original]
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Introducción

El síndrome de Sjögren (SS) es una afección reumática au-
toinmune, sistémica, se caracteriza por infiltrados mononu-
cleares en asociación con la producción de autoanticuerpos 
mediando la destrucción de glándulas exocrinas y endocri-
nas, se puede clasificar en primario (SSp) cuando se presenta 
solo o secundario cuando acompaña a una enfermedad del 
tejido conectivo (SSs)1. La infiltración progresiva linfo-
plasmocitaria de glándulas salivales y lacrimales resultante 
conlleva a la destrucción glandular disminuyendo el flujo 
salival (xeroftomía) y lacrimal (xeroftalmia), siendo estos los 
aspectos más prevalentes del SS2. Síntomas adicionales del SS 
representan manifestaciones glandulares y extraglandulares, 
hipergammaglobulinemia, producción de autoanticuerpos 
como anti Ro/SSA, La/SSB y factor reumatoideo, normal-
mente detectados en el suero, saliva y en glándulas salivales 
in situ3. Los linfocitos infiltrantes de glándulas salivales y la-
crimales en el SS, consiste predominantemente en linfocitos 
T CD4 45-50%, 20% linfocitos T CD8, 20% linfocitos B4. 

Los pacientes con síndrome de Sjögren tienen un 
marcado aumento del riesgo en desarrollar linfoma B no 
Hodgkin a nivel de glándulas salivales y lacrimales respec-
to de otras enfermedades autoinmunes5,7. El linfoma B no 
Hodgkin representa la mayor complicación en la evolución 
de los pacientes con SS. El riesgo de desarrollar linfoma 

es equivalente tanto para SSp o SSs, fue estimado 44 veces 
mayor comparado con la población normal8. Estudios de 
cohortes han demostrado una fuerte asociación (Odds Ra-
tio=13) de aparición de linfoma no Hodgkin en pacientes 
con SSp9. Ignoramos si este mismo porcentaje se cumple en 
nuestro país.

Algunos investigadores han propuesto que la linfoma-
genesis es un proceso que involucra pasos secuenciales de 
activación de protooncogenes, mediante traslocaciones o 
mutaciones que alteran el funcionamiento regulatorio ce-
lular10,11. El linfoma folicular resulta de la traslocación no 
homóloga cromosómica 14; 1811 produciendo la desre-
gulación de la transcripción y síntesis del protooncogen 
Bcl2. Dicha traslocación confiere ventajas adaptativas de 
supervivencia celular previniendo la apoptosis. A pesar de 
la desregulación de Bcl2 parece ser ésta no suficiente para 
producir el fenotipo linfomatoso12. Los miembros de la fa-
milia de proteínas Bcl2 son reguladores clave de la apop-
tosis, programa de suicidio celular, crítico durante el desa-
rrollo, balance homeostático de tejidos y protección contra 
patógenos. Bcl2 promueve la sobrevida celular inhibiendo 
ciertos tipos de adaptadores necesarios para la activación 
de proteasas (Caspasas), llevando estas últimas al desman-
telamiento de la célula13. Por lo menos fueron identificados 
15 miembros de la familia Bcl2 en células de mamífero y 
otros tantos en virus14.

apoptotic bodies in pre-treatment phase meanly in mononuclear in-
filtrates, periductal  and interstitial areas (4++++), Post-treatment 
decreased from 4 to 2 mentioned areas, 70% p <0.05, despite duc-
tus, kept strong apoptotic bodies expression.
Conclusion: Cholinergic stimulation affects not only exocrine 
glands but also we can speculate parasimpatomimetic activity on 
mononuclear  lymphoid cells througout apoptosis signal transduc-
tion pathways no yet cleared. Cholinergic agonist treatment as Pi-
locarpine evidencied histopatological and clinical improvement in 
SSp patients.  

Resultados: El pre-tratamiento mostró un intenso infiltrado mono-
nuclear en el tejido intersticial y periductal con una alta expresión de 
Bcl2 (4++++). El estudio pos-tratamiento mostró una disminución de 
infiltrado mononuclear de 4 a 2 y en algunos casos de 4 a 1. Presen-
cia de cuerpos apoptóticos en la fase previa al tratamiento, principal-
mente en áreas periductales e intersticiales con infiltrado mononu-
clear (4++++). El estudio pos-tratamiento mostró una disminución 
de 4 a 2 en las áreas mencionadas, 70% p <0,05, a pesar de que el 
ducto mantuvo marcadas expresiones de cuerpos apoptóticos. 
Conclusión: La estimulación colinérgica no sólo afecta a las glán-
dulas exocrinas sino que también podemos suponer una actividad 
parasimpaticomimética en las células linfoides mononucleares por 
medio de señales de transducción de apoptosis no esclarecida aún. 
El tratamiento con agonistas colinérgicos como la Pilocarpina evi-
dencian una mejoría de la histopatología y de aspectos clínicos en 
los pacientes SSp. 
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Dentro de la familia Bcl2 existen miembros con activi-
dad pro-apoptótica y anti-apoptótica, la promoción a apop-
tosis o sobrevida celular dependerá de la relativa concentra-
ción de los mismos, funcionando a modo de reostato en el 
mecanismo de muerte celular programada15,16, (Figura 1Ref 
17). El Bcl2 reside en la cara citoplasmática de la membrana 
externa mitocondrial, retículo endoplásmico y membrana 
nuclear, registrando posibles daños hacia esos comparti-
mentos celulares. Afecta de este modo el comportamiento 
celular, mediante la modificación del flujo en la membrana 
mitocondrial de pequeñas moléculas o proteínas18.

Apoptosis o muerte celular programada es un impor-
tante mecanismo fisiológico para eliminar clones de lin-
focitos T autorreactivos así como defectos en la secuencia 
apoptótica podría ser un factor clave en el desarrollo de 
autoinmunidad19,20,21.

El Fas es una proteína de superficie de la super familia 
de los receptores de TNF y factores de crecimiento expre-
sados constitutivamente o inducidos después de la activa-
ción de diferentes tipos celulares incluyendo linfocitos T.22 
La apoptosis mediada por Fas y en adición la vía mediada 
por perforinas constituyen los mecanismos asesinos de lin-
focitos T CD8 citotóxicos.21 

En modelos murinos, defectos en las señales por mu-
taciones en la vía Fas o FasL, produce inactivación de la 
apoptosis desencadenando autoinmunidad como también 
linfoadenopatía.22

La destruccion del tejido glandular y la pérdida de la 
función secretoria en el SS es dependiente de la activación 
de la apoptosis23.

La interacción de diferentes factores inhibitorios o in-
ductores pueden llevar a la célula a la activacion de la apop-
tosis o la sobrevida; la comprensión de la interacción de 
estos factores contribuye en una mejor comprensión sobre 
la gran variedad de diferentes estímulos que pueden alterar 
este delicado equilibrio, que contribuyen en la patogénesis 
autoinmune y en otras enfermedades donde la sobrevida 
celular se encuentra alterada como cáncer, infecciones vi-
rales, desórdenes neurodegenerativos, etc.24,25 En el SSp se 
observa una marcada expresión de FAS y su ligando FASL 
y aumento de la tasa de apoptosis en el tejido epitelial de 
glándulas salivales. Dicha observación ha llevado a propo-
ner que dicho mecanismo podría jugar un rol importante 
en la destrucción glandular exocrina en el SSp26,27.

En trabajos previos, hemos demostrado la posible ac-
ción inmunomoduladora de los agonistas colinérgicos en 

pacientes con síndrome de Sjögren28 (Resúmenes SAR 
2002,2003,2005,2006). Investigadores han demostrado la 
presencia de receptores muscarínicos colinérgicos en cé-
lulas mononucleares29,30,31. Los receptores colinérgicos 
muscarínicos median funciones vitales, los eferentes ner-
viosos vagales periféricos están relacionados con el in-put 
inhibitorio de secreción de TNF en modelos animales de 
endotoxemia32. Los eferentes vagales distribuidos a través 
del sistema retículoendotelial, y otros órganos periféricos, 
transmiten las señales a células inmunocompetentes; sin 
embargo algunos trabajos no demostraron la acción de la 
muscarina intravenosa para inhibir la secreción de TNF en 
modelos de toxemia. Estos datos sugerirían que los recep-
tores colinérgicos muscarínicos periféricos no tendrían un 
rol esencial durante el shock endotoxémico.

La subunidad alfa 7 del receptor nicotínico es el único 
receptor colinérgico reconocido de mediar efectos antiin-
flamatorios a nivel periférico33. 

Estudios de eficacia y seguridad de Clorhidrato de Pi-
locarpina oral han demostrado su efectividad en el trata-
miento del complejo SICA en pacientes con SS.34,35 

El presente trabajo se propuso investigar la expresión 
diferencial de la proteína Bcl2 y nivel de apoptosis con ago-
nistas colinérgico-muscarínicos en pacientes con síndrome 
de Sjögren primario.

Objetivo

Evaluar la expresión de Bcl2 y el grado de apoptosis en 
glándulas salivales pre y pos-tratamiento con agonistas co-
linérgicos. 

Pacientes y métodos

El diagnóstico de SSp se efectuó según criterios europeos1. 
Se estudiaron 10 pacientes de sexo femenino 61 ± 5 años, 
tiempo de evolución de la enfermedad: 10 años. 

Los pacientes SSp recibieron Clorhidrato de Pilocarpi-
na 15 mg/día en comprimidos, repartidos en tres tomas de 
5 mg/ cada 8 hs, y se evaluaron los efectos del tratamiento 
durante 5 meses.

Previo al estudio, los pacientes voluntarios firmaron el 
consentimiento informado. El estudio fue conducido se-
gún las normas de buenas prácticas clínicas. 

Se efectuaron biopsias de glándulas salivares menores 
pre-tratamiento y pos-tratamiento; a los cinco meses éstas 
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fueron congeladas a -80ºC. Se realizó el score Chisholm6 
para determinar el grado de infiltrado mononuclear en glán-
dulas salivales menores en el SSp. Por inmunohistoquímica 
se evaluó la expresión de Bcl2 y por la técnica de TUNEL 
se determinó la apoptosis según fabricante (ApopTag® Pe-
roxidase In Situ Apoptosis Detection Kit).

Diseño del estudio
Abierto, autocontrolado, longitudinal. Se aplicó test de 
rangos señalados de Wilcoxon para evaluar los datos, con 
una significancia p <0,05, IC 95%; Programa Prisma Gra-
phPad versión IV.  

Marcación in situ de células apoptóticas
La fragmentación de DNA durante la apoptosis fue detec-
tada in situ mediante TUNEL. Secciones de 5 mm de tejido 
glandular salival fueron cortadas por crióstato, deshidrata-
das y fijadas con 10% paraformalaldehído/PBS por 30 mi-
nutos y lavados con TBS. La actividad endógena de la pe-
roxidasa fue inactivada con 0,1% de H2O2 en TBS 2 veces 
de 15 minutos, seguido de lavado con TBS. Las secciones 
fueron equilibradas con buffer de thymidine-dioxynucleo-
tidyl tranferasa terminal (TdT) (0,5 M cacodylate, pH 6,8, 
1 mM CoCl2, 0,5 mM dithiothreitol (DTT), 0,05% BSA 
and 0,15M NaCl) a 37°C plus buffer TdT con 0,1 U/ml 
TdT y 8 nmol/ml de digoxigenina conjugada con dUTP, se 

incubó en cámara húmeda por una hora a 37°C. La reac-
ción fue bloqueada con lavado de TBS suplementado con 
2% de suero fetal bovino seguido de antidigoxigenina IgG 
diluida en 5 mg/ml del suero de bloqueo en incubación de 
1 hora. Después del lavado en TBS y 10% de un pool de 
suero humano en 2% de suero fetal bovino y TBS, las sec-
ciones fueron incubadas con anticuerpo conjugado HRP 
de conejo anti-cabra diluido 1:100 (DAKO A/S, Glostrup, 
Denmark) en suero de bloqueo durante 1 hora. Después 
del lavado con TBS, las células fueron visualizadas con bu-
ffer AEC conteniendo H2O2 durante 15 minutos. Todos 
los pasos, excepto la incubación con TdT, se realizaron a 
temperatura ambiente. Las secciones fueron incubadas con 
hematoxilina para recuento celular.

Para evaluar la expresión de Bcl2 se puntuó el Score de 
0 a 4 cruces y se analizó dichas muestras por medio de tres 
anatomopatólogos independientes entre sí.

Resultados

La inmunohistoquímica pre-tratamiento mostró un in-
tenso infiltrado mononuclear intersticial y periductal con 
fuerte marcación para el protooncogen Bcl2 con un Score 
de 4 (++++); no se evidenció expresión Bcl2 en acinos. Pos-
tratamiento se observó una significativa disminución de la 
expresión Bcl2 en el infiltrado mononuclear inflamatorio 

Figura 1. Acción del Bcl2. El Bcl2 inhibe el goteo de Citocromo C que permite la formación del apoptosoma y la consecuente inducción de 

apoptosis. Imagen modificada por Fourcade, MG. Ref.(17).
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que cambió de 4 a 2 cruces y en algunos casos a 1 cruz. El 
epitelio ductal sostuvo la expresión de Bcl2. 

La presencia de cuerpos apoptóticos se evidenció en nú-
cleos de infiltrados mononucleares, epitelio periductal e in-
tersticial con score de 4 (++++), también a nivel del epitelio 
ductal y acinar pre-tratamiento. Pos-tratamiento descendió 
la expresión de grado 4 (++++) a grado 2 (++) o 1 (+) tan-
to de Bcl2 como la presencia de cuerpos apoptóticos en el 
infiltrado inflamatorio e intersticio, 70% (p <0,05), sin em-
bargo Bcl2 mantuvo su nivel de expresión a nivel ductal.

Los pacientes tuvieron mejoría significativa de la le-
sión histológica y de parámetros clínicos tanto objetivos 
como subjetivos post-tratamiento, clínica, test oculares y 
lagrimales.

Expresión inmunohistoquímica de Bcl2 en glándulas 
salivales menores SSp (40x)
Izquierda: infiltrado mononuclear con alto grado de ex-
presión Bcl2 en epitelio de glándula salival, correspondien-
te a SSp Grado 4, previo al tratamiento.   

Derecha: epitelio de la glándula salival tras cinco me-
ses del tratamiento descripto en Materiales y métodos. La 
expresión Bcl2 ha disminuido notablemente. La condición 
corresponde a SSp Grado 1.

Discusión

Los reportes de M. Ohlsson y col.27 indican por un lado 
una baja frecuencia de apoptosis a nivel ductal como tam-
bién a nivel de infiltrados inflamatorios. Nuestros estudios, 
realizados en glándulas salivales de pacientes SSp, muestran 
claramente una elevada presencia de cuerpos apoptóticos a 
nivel ductal y a nivel de infiltrados inflamatorios, también 
se observó expresión concomitante de Bcl2 a nivel ductal, 
intersticial y de infiltrados inflamatorios, no evidenciándo-
se la presencia de ambos marcadores en el epitelio acinar. 
En trabajos anteriores, demostramos que durante la esti-
mulación colinérgica se encontró asociación de linfocitos 
T CD8 a nivel ductal y marcado descenso infiltrante de lin-
focitos T CD4 en glándulas salivales de pacientes SSp, ello 
podría sugerir una posible acción colinérgica pro-apoptó-
tica sobre ciertos subtipos linfocitarios; dicho modelo po-
dría explicar la mejoría histopatológica evidenciada por el 
descenso de grados Chisholm6 de grado 4 a 1 o cero en 
biopsias de glándulas salivales en pacientes SSp y mejoría 
en los parámetros de flujo salival. Durante el tratamiento 
de los pacientes SSp con Pilocarpina, ciertos infiltrados in-
flamatorios son más susceptibles a la apoptosis a pesar de 
la expresión Bcl2, a diferencia del epitelio ductal, el mismo 
contrarresta la apoptosis a través de la expresión de Bcl2 
como regulador anti-apoptótico.

El balance de moléculas pro y anti-apoptóticas jugaría un 
rol importante en la sobrevida o muerte celular programa-
da16,23,24 y su incidencia en el desarrollo de neoplasias linfo-
matosas5 en el SSp. El tratamiento con agonistas colinérgicos 
muscarínicos como la Pilocarpina ha evidenciado mejorar la 
histopatología y aspectos clínicos en pacientes SSp28,34,35.

Figura 2. 
A. Glándula salival SSp, pre-tratamiento. Expresión periductal  e inters-

ticial de Bcl2.

B. Expresion Bcl2 en infiltrado mononuclear.

C. Glándula salival SSp. Expresión Bcl2 pos-tratamiento.

D. Descenso de la expresión Bcl2 tantos en ductos e infiltrado mono-

nuclear.

A

B

C

D

Apoptosis en glándulas salivales menores de pacientes SSp 
(40x)

Izquierda: intenso infiltrado mononuclear y marcado 
grado de apoptosis en epitelio de glándula salival, pre-tra-
tamiento de SSp grado IV. Derecha: tras el tratamiento, no 
se evidencian signos de apoptosis. La condición correspon-
de a SSp Grado 1.

Figura 3. 
A. Nivel de apoptosis en glándulas salivales SSp. Pre-tratamiento.

B. Infiltrado mononuclear en franca apoptosis.

C. Nivel de apoptosis en glándulas salivales SSp. Pos-tratamiento.

D. Descenso del nivel de apoptosis.

A

B

C

D
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Conclusiones

1. En el SSp, la estimulación colinérgica muscarínica no 
sólo ejerce su acción parasimpaticomimética sobre las 
glándulas salivales menores sino también a nivel de in-
filtrados inflamatorios mononucleares. Si bien el me-
canismo de acción colinérgica en estos últimos aún no 
está esclarecido, podría tener efectos en las señales de 
transducción pro y anti-apoptóticas.

2. El estudio actual y trabajos precedentes nos llevarían a 
especular en una posible doble acción parasimpatico-
mimética del Clorhidrato de Pilocarpina oral:
A. A nivel del tejido exocrino glandular salival, lacri-

mal, etc.
B. A nivel de poblaciones mononucleares linfocitarias 

específicas con expresión de receptores colinérgi-
co-muscarínicos funcionales ejerciendo acciones 
antiinflamatorias, demostrado por el descenso del 
infiltrado mononuclear.

3. El tratamiento con agonistas colinérgicos muscarínicos 
como la Pilocarpina ha evidenciado mejoría de la histo-
patología y de aspectos clínicos en pacientes con SSp.

4. Nuestros resultados nos sugeriría una posible acción 
inmunomoduladora colinérgico-muscarínica. Es nece-
sario llevar a cabo estudios clínicos de mayor enverga-
dura para verificar dicha hipótesis.
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