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RESUMEN 

El síndrome de Sjögren (SS) es una enfermedad de tipo autoinmune con 

importante afectación ocular. Su etiología es aún desconocida con un número de factores 

elevados como posibles generadores de la enfermedad. El cambio en la microbiota 

intestinal ha sido reportado como un factor diferencial entre los sujetos sanos y los 

sujetos con SS. Diferencias en la microbiota intestinal han sido reportantadas en otras 

patologías sistémicas autoinmunes. 

Para no tener factores de confusión entre otras patologías sistémicas 

autoinmunes se ha realizado un estudio en pacientes estrictamente seleccionados y con 

ausencia de otras alteraciones inmunitarias, siendo seleccionados sólo los pacientes con 

síndrome de Sjögren primario (SSP). 

Los objetivos de esta tesis doctoral han sido la caracterización de microbiota fecal 

en pacientes con SSP comparados con pacientes sanos, la determinación de parámetros 

inflamatorios en plasma de pacientes con SSP comparados con pacientes sanos y su 

relación con microbiota fecal, así como la determinación de permeabilidad intestinal a 

través de zonulina plasmática. 

En esta tesis doctoral se ha realizado un estudio de pacientes con SSP para poder 

establecer si los cambios en la microbiota intestinal son asociados a la presencia de esta 

enfermedad de forma aislada, o bien si en el SSP no existen diferencias con los sujetos 

sanos. De este modo podríamos centrar investigaciones posteriores en otras patologías 

autoinmunes como la artirtis reumatoide (AR) y el lupus eritematosis sistémico (LES), 

entre otras. Algunos autores han estudiado patologías autoinmunes encontrando 

diferencias en la microbiota intestinal lo que nos ha llevado a profundizar en el estudio 

del SSP como entidad aislada sin otras enfermedades autoinunes asociadas que nos 

lleven a posibles confusiones. 

Se han estudiado parámetros de inflamación y de permeabilidad intestinal para 

intentar establecer relaciones entre estos parámetros y los cambios de la microbiota 

intestinal, así como se ha intentado establecer o aportar información sobre la 

etiopatogenia de la enfermedad. 
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Los resultados obtenidos muestran que la microbiota intestinal de los pacientes 

con SSP difieren tanto a nivel taxonómico como a nivel funcional con respecto a controles 

sanos. El perfil de microbiota intestinal de nuestros pacientes con SSP presentó una 

menor diversidad y riqueza siendo el filo Bacteroidetes el grupo más representado 

Se ha encontrado un aumento de la producción de citoquinas proinflamatorias y 

la disminución de la liberación de citoquinas antiinflamatorias (IL-10). Se necesitan más 

estudios para comprender mejor la realidad del impacto de la disbiosis en el curso del 

SSP y para concebir estrategias preventivas o terapéuticas para contrarrestar la 

inflamación impulsada por el microbioma.  
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ABSTRACT 

Sjögren's syndrome (SS) is an autoimmune disease with significant ocular 

involvement. Its etiology is still unknown with a high number of factors as possible 

generators of the disease. The change in the gut microbiota has been reported as a 

differential factor between healthy subjects and subjects with SS. Differences in the 

intestinal microbiota have been reported in other autoimmune systemic pathologies. 

In order to avoid confounding factors between other autoimmune systemic 

pathologies, our study has been carried out in strictly selected patients and with the 

absence of other immune alterations, only selecting patients with primary Sjögren's 

syndrome (SSP). 

The objectives of this doctoral thesis have been the characterization of the fecal 

microbiota in patients with SSP compared to healthy patients, the determination of 

inflammatory parameters in plasma in SSP patients compared to healthy patients and 

their relationship with fecal microbiota as well as the determination of intestinal 

permeability through plasma zonulin. 

In this doctoral thesis, a study of patients with SSP has been carried out in order 

to establish if changes in the intestinal microbiota are associated with the presence of 

this disease in isolation, or if there are no differences in SSP with healthy subjects. In this 

way, we could focus further research on other autoimmune diseases such as rheumatoid 

arthritis (AR) and systemic lupus erythematosis (LES), among others. Some authors have 

studied autoimmune pathologies finding differences in the intestinal microbiota, which 

has led us to delve into the study of SSP as an isolated entity without other associated 

autoimmune diseases that lead us to possible confusion. 

Inflammation and intestinal permeability parameters have been studied to try to 

establish relationships between these parameters and changes in the intestinal 

microbiota, as well as attempts to establish or provide information on the 

etiopathogenesis of the disease. 

The results obtained show that the intestinal microbiota of patients with SSP differ 

both taxonomic level and functional level with respect to healthy controls. The intestinal 
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microbiota profile of our patients with SSP presented less diversity and richness, the 

Bacteroidetes phylum was the most represented group 

An increase in the production of pro-inflammatory cytokines and a decrease in 

the release of anti-inflammatory cytokines (IL-10) have been found. More studies are 

needed to understand the impact of dysbiosis on the course of SSP and to devise 

preventive or therapeutic strategies to counter microbiome-driven inflammation.  
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INTRODUCCIÓN 

1. Definición de síndrome de Sjögren 

El síndrome de Sjögren (SS) es una enfermedad autoinmune inflamatoria 

caracterizada por la disminución de la función de las glándulas exocrinas lagrimales y 

salivares, lo que causa los signos característicos de la enfermedad; sequedad de boca y 

sequedad ocular. Además de los síntomas glandulares, a menudo se observan 

manifestaciones sistémicas que involucran tejidos extra glandulares (Mariette et al., 

2018). 

En ausencia de otras enfermedades, el síndrome de Sjögren es conocido como 

síndrome de Sjögren primario (SSP), mientras que si ocurre en presencia de otras 

enfermedades autoinmunes se denomina síndrome de Sjögren secundario (SSS), siendo 

las más frecuentes la artritis reumatoide (AR) y el lupus eritematoso sistémico (LES).  

2. Manifestaciones sistémicas en el síndrome de Sjögren  

Muchos orgános que no son glándulas exocrinas son afectados en pacientes con 

SS, incluyendo: piel, articulaciones, pulmones, corazón, tracto gastrointestinal, riñón, 

vejiga, aparato genital, sistema nervioso central y periférico. Así como afectación del 

sistema hematológico con mayor riesgo de enfermedades linfoproliferativas.  

Algunos autores han descrito que los hombres con SS son más vulnerables a 

complicaciones oculares y manifestaciones sistémicas extraglandulares en comparación 

con las mujeres (Mathews et al., 2015) aunque se pone en debate por otros (Ramos-

Casals et al., 2008).  

Afectación cutánea: Los hallazgos más frecuentes son xerosis, púrpura, fenómeno 

de Raynaud, vasculitis cutánea, eritema anular y queilitis angular entre otros. La xerosis 

es la característica más frecuente generando sequedad y prurito. La xerosis se estima que 

ocurre entre el 31 y el 72% de pacientes con SS. (Kittridge et al., 2011). El fenómeno de 

Raynaud ha sido publicado hasta en el 30% de los pacientes. 

Afectación musculoesquelética: El SS ha sido asociado con manifestaciones 

musculares y articulares, incluyendo artralgias y siendo menos frecuente la presencia de 
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artritis. Aproximadamente el 50% de los pacientes refieren artralgias. La artropatía es 

habitualmente simétrica, intermitente y no erosiva (Amezcua-Guerra et al., 2013). La 

afectación muscular es leve y presenta un curso insidioso iniciándose como debilidad en 

la musculatura proximal. 

Fatiga y fibromialgia: La fatiga es el síntoma más frecuente e incapacitante pero 

su patogenia no está comprendida completamente. Son frecuentes las alteraciones en 

los patrones de sueño y es frecuente la asociación de fatiga y depresión en estos 

pacientes (Torrente-Segarra et al., 2017). 

Afectación del sistema nervioso periférico (SNP): Se encuentra entre las 

manifestaciones extraglandulares más comunes, particularmente las neuropatías 

sensoriales. La mononeuritis múltiple, las neuropatías craneales y autonómicas son 

menos frecuentes (Birnbaum et al., 2010).  

Afectación del sistema nervioso central (SNC): Afectación menos frecuente 

pudiendo simular a la esclerosis múltiple. La disfunción cognitiva es habitual y la 

depresión también podría acontecer. 

Afectación del sistema respiratorio: Incluye el tracto respiratorio superior y la 

enfermedad de las vías respiratorias grandes y pequeñas. Es posible la enfermedad 

pulmonar intersticial y la neumonitis intersticial linfocítica está fuertemente asociada con 

SS (Lynch et al., 2009). 

Afectación renal: La nefritis intersticial puede causar acidosis tubular renal, 

diabetes insípida nefrogénica e hipopotasemia sintomática. También puede causar cistitis 

intersticial con síntomas de infección del tracto urinario y cultivos de orina negativos. 

Afectación cardiaca: Pueden presentar pericarditis y enfermedad miocárdica 

(Luni et al., 2017). 

Afectación digestiva: La disfagia, las náuseas, el dolor epigástrico y la dispepsia 

son habituales. También puede aparecer gastritis atrófica crónica, asociada con colangitis 

biliar primaria y hepatitis autoinmune. La disfagia es frecuente pero su presencia puede 

estar relacionada con el déficit de flujo salivar (Ebert et al., 2012). 
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Los pacientes con SS tienen un riesgo incrementado de linfoma no hodking 

comparado con población general. Este riesgo incrementado se evidencia tanto en SSP 

como SSS. El riesgo relativo publicado para linfoma fue de 4.8 para el SSP y 9.6 para el 

SSS con un riesgo medio de 6.6 (Ekström Smedby et al., 2008), siendo de 5 a 44 veces 

más frecuente que para población sin SS. Un estudio multicéntrico de 101 pacientes con 

SSP que desarrollaron linfoma establecieron asociación con el aumento de la glándula 

salivar, niveles bajos de complemento C4, crioglobulinemia, linfopenia y factor 

reumatoide con el riesgo de desarrollo de linfoma (Nocturne et al., 2015). 

La enfermedad conocida como SS es una patología que afecta a gran parte de 

nuestros sistemas más importantes, así como al sistema visual por afectación de la 

glándula lagrimal. Por lo tanto, se necesita la colaboración entre los oftalmólogos y otras 

especialidades para garantizar un enfoque multidisciplinario apropiado para el paciente 

con SS. 

3. Afectación oftalmológica en el síndrome de Sjögren 

La afectación a nivel de la glándula lagrimal tiene una implicación a nivel de la 

cantidad y la calidad de la lágrima y ésto a su vez determinará los síntomas y signos del 

paciente. 

El componente acuoso de la lágrima viene determinado por la glándula lagrimal y 

sus nervios eferentes, así como por la córnea y la conjuntiva junto con sus nervios 

aferentes (Rocha et al., 2008). Desde la superficie, la película lagrimal consta de tres 

capas: capa lipídica, capa acuosa y capa mucilaginosa (Figura 1), aunque actualmente se 

encuentra en debate si existe una clara delineación entre la capa acuosa y la mucilaginosa 

(Holland et al., 2013). 
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Figura 1. Estructura de la película lagrimal con el componente lipídico y acuoso-mucinoso 
(Holland et al., 2013). 

La producción de la lágrima, así como el reflejo lagrimal depende de la integridad 

de las terminaciones nerviosas de la córnea. Tanto la densidad de las fibras nerviosas 

sensoriales como su función parecen reducirse en SS en comparación con sujetos sanos 

(Bianciardi et al., 2015; Villani et al., 2013). 

Un deterioro funcional de los nervios corneales puede reducir los síntomas 

oculares, pero al mismo tiempo elimina el reflejo lagrimal deseado, reduciendo así la 

lágrima (Meng et al., 2013). Es este motivo por el que en ocasiones los pacientes con SS 

presentan momentos durante la evolución de su enfermedad en la que presentan menos 

síntomas oculares. La no sensibilidad corneal hace que presenten menor sensación de 

cuerpo extraño, escozor y malestar corneal, pero a su vez esta pérdida de sensibilidad 

corneal reduce la producción de lágrima asociada a ella con lo que continúa empeorando 

la superficie ocular, apareciendo queratitis y afectación del epitelio corneal sin 

demasiados síntomas oculares asociados. 
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Se conoce que para que la película lagrimal tenga un volumen y unas 

características funcionales determinadas va a ser dependiente de diferentes factores. Las 

células caliciformes conjuntivales producen mucina que ayuda a estabilizar la película 

lagrimal debido a su carácter hidrofílico (Stevenso et al., 2016) además de generar 

factores inmunorreguladores. Las glándulas de Meibomio, situadas en el borde palpebral 

se encargan de enriquecer la lágrima generada en la glándula lagrimal y son responsables 

del mantenimiento de la capa lipídica, de modo que su disfunción puede generar cambios 

cualitativos en la película lagrimal. La disfunción de la glándula de Meibomio es una de 

las causas más comunes de alteración de la lágrima, caracterizada por obstrucciones 

crónicas del conducto terminal y/ o cambios cualitativos y/o cuantitativos en la secreción 

glandular. La microscopía confocal in vivo y los estudios de citología de impresión 

muestran que la conjuntiva se ve afectada con frecuencia en SS, de modo que los 

pacientes con SS tienen más metaplasia escamosa, pérdida de células caliciformes y 

agregados mucosos en comparación con sujetos sanos y pacientes con otras causas de 

enfermedad de ojo seco (EOS) (Menzies et al., 2015; Sullivan et al., 2018; Tsubota et al 

1996). 

Es frecuente que la afectación de la película lagrimal sea de carácter mixto. La 

afectación de la calidad de la lágrima, determinada en gran medida por la afectación de 

las glándulas de Meobomio se asocia a la afectación en el volumen de la película lagrimal, 

deteminado por la glándula lagrimal, ocasionando por tanto una merma tanto en la 

cantidad como en la cualidad de lágrima. Así queda a un lado el concepto de ojo seco 

evaporativo y ojo seco hiposecretor como entidades aisladas y gana fuerza el concepto 

de ojo seco de carácter mixto en un porcentaje muy importante de los pacientes. 

El SS conduce a un flujo lagrimal reducido como resultado de la destrucción 

inflamatoria de acinos y conductos, además del daño de la inervación secretomotora. Sin 

embargo, en las primeras etapas de la enfermedad, algunos pacientes pueden aumentar 

el flujo lagrimal debido a cambios en la composición del líquido lagrimal y a una menor 

viscosidad. 

En el SS se produce un infiltrado mixto de linfocitos T, linfocitos B, células 

dendríticas y células natural killer, a nivel glandular (Christodoulou et al., 2010). Esta 



 23 

infiltración linfocítica progresiva de la glándula lagrimal ocasiona disminución de las 

secreciones por la atrofia y sustitución del tejido glandular por adipocitos  

En los casos de SS grave se observa queratinización del epitelio conjuntival y 

corneal (Chen et al., 2010).  

La fotofobia es común, ocasionada por la alteración corneal y los pacientes sufren 

pérdida de visión funcional por sequedad del epitelio corneal, el cual genera alteración 

en la difracción de la luz cuando atraviesa la primera lente natural del ojo (córnea). Los 

pacientes pueden quejarse de molestias, picazón en los ojos al despertar y baja tolerancia 

al mal tiempo sin quejas explícitas de ojo seco. Paradójicamente, algunos pacientes con 

EOS grave relacionada con SS no se quejan de ojos secos a pesar de los signos objetivos, 

probablemente debido a la disminución de la sensación ocular, consecuencia de la 

enfermedad avanzada del ojo seco.  

Las enfermedades que amenazan la visión como la uveítis, la epiescleritis/ 

escleritis, la neuropatía óptica, la vasculitis retiniana, la conjuntivitis cicatrizante, las 

úlceras corneales, los infiltrados infecciosos o estériles corneales o la perforación corneal 

son más frecuentes en SS que en otras causas de enfermedad de ojo seco (Akpek et al., 

2015). 

Existe un amplio espectro dentro de la misma enfermedad en relación a los 

síntomas y signos que pueden aparecer en los pacientes, desde síntomas y signos leves 

como la sensación de cuerpo extraño y la queratitis punteada superficial, hasta 

situaciones graves que obligan a la realización de trasplantes corneales/queratoplastias 

por inminente perforación corneal. 

La morbilidad asociada con SS no debe subestimarse, así como la alta repercusión 

psicológica y la reducida calidad de vida, algo común entre los pacientes (Hyphantis et 

al., 2011; Bowman et al., 2004). Es sabido que las tasas de mortalidad aumentan, en parte 

debido a los mayores riesgos de linfoma y enfermedad cardiovascular (Brito-Zeron et al., 

2016). 
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4. Criterios diagnósticos del síndrome de Sjögren  

El diagnóstico de SS se realiza en individuos con sequedad oral y/o ocular en los 

que existe evidencia de una base autoinmune de la disfución glandular exocrina.  

El SS debería sospecharse en individuos con síntomas persistentes de ojo seco y/o 

sequedad oral, aumento de glándula parotídea, un inexplicable aumento de caries 

dentales o alteración en los tests serológicos.  

No existe un único test diagnóstico. El diagnóstico clínico se realiza en presencia 

de clínica compatible y tests bioquímicos, así como la exclusión de otras causas de 

sequedad ocular y/o oral. El diagnóstico de SS no debería realizarse basándose 

unicamente en la presencia de anticuerpos, ya que estos anticuerpos podrían 

encontrarse no solo en pacientes con SS sino afectos de otros procesos reumatológicos 

y enfermedades del tejido conectivo, así como en sujetos sanos.  

La evaluación de la sequedad ocular es cuantificada a través del Test de Schirmer 

que mide la producción refleja de lágrima (Figura 2). Consiste en la colocación de un papel 

de filtro estéril de un kit estandarizado en el margen inferior del párpado, en la unión 

entre la zona central y el tercio lateral. El exceso de lágrima es medido pasados 5 minutos 

sin la utilización de colirio anestésico y con el paciente manteniendo los ojos cerrados, 

para la evaluación del reflejo lagrimal y es realizado con anestésico tópico para la 

medición de la producción lagrimal basal. Cuando la tira de papel es mojada menos de 5 

mm sin la utilización de anestésico es indicativo de la deficiencia de lágrima y es 

considerado un criterio diagnóstico para el SS. Los hallazgos suelen ser parecidos en 

ambos ojos (Alfonso et al.,1999). 
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Figura 2. Imagen de la exploración con test de Schirmer en paciente con sospecha de SS 
realizado en la consulta oftalmológica. 

La valoración de la superficie ocular se valora en función al daño del epitelio 

conjuntival y corneal mediante técnicas de tinción de tejido desvitalizado como el test de 

Rosa de Bengala. Este test ha sido sustituido en pacientes con ojo seco, por ser una 

técnica dolorosa, por el test de fluoresceína, el cual sólo analiza el daño epitelial corneal 

y el test verde de lisamina para la tinción del epitelio conjuntival alterado.  

El Test de fluoresceína es el más empleado para la evaluación corneal con la 

colocación de una gota de fluoresceína en la superficie corneal para la valoración del 

tiempo de ruptura lagrimal y la afectación del epitelio de la córnea aplicando una luz azul 

cobalto antes de que trascurran 4 minutos (Figura 3). El daño epitelial es mostrado 

mediante la intensificación del amarillo generado por el colorante y la luz azul, mostrando 

la discontnuidad del epitelio en la exploración a través de lámpara de hendidura (Witcher 

JP et al., 2010). 

 



 26 

 

Figura 3. Test de fluoresceína en paciente con SS, explorado en lámpara de hendidura. En 
la figura se observa una tinción con fluoresceína de un paciente con afectación corneal 
leve/moderada, con la presencia de queratopatía punteada superficial. La tinción con 

fluoresceína marca aquellas zonas del epitelio corneal que han sido dañadas. 

El estadiaje del daño de la superficie corneal y conjuntival es cuantificado con la 

puntuación de Van Bijsterveld (Figura 4) que podría ser usado para las tinciones de Rosa 

Bengala, verde lisamina y fluoresceína. Un diagnóstico de SS supone una puntuación igual 

o superior a 4 (Van Bijsterveld 1969) en el sumatorio de las zonas nasal conjuntival, 

temporal conjuntival y centrocorneal.

 

Tinción conjuntival (verde lisamina o rasa bengal) 

y corneal (fluoresceína) 

Puntuación Tinción 

0 Ninguna 

1 Escasamente dispersos 

2 Densamente dispersos 

3 Puntos/tinción confluente 

 

         Positivo > 4            Máxima puntuación: 9 

Figura 4. Estadiaje de Van Bijsterveld, zonas de tinción en zona nasal y temporal 
conjuntival, así como centro-corneal (Rasmussen et al.,2019). 
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La cuantifiación de la hipofunción salivar se realiza a través de diferentes tests 

como la escintigrafía de la glándula salivar que mide la función a través de una imagen 

dinámica radionuclear a través de la excreción de tecnecio. Aproximadamente un tercio 

de los pacientes con SS tienen este test positivo (Aung et al., 2000). 

La sialometría es la medida de la tasa de producción de saliva. La tasa de flujo de 

saliva total no estimulada es una prueba relativamente simple que evalúa la producción 

de saliva basal, principalmente de las glándulas sublingual y submandibular, y evita la 

necesidad de equipos especiales o agentes de imagen. Disminuye con la edad y tiene una 

correlación negativa con la extensión de la caries dental (Percival et al., 1994). Se pide al 

paciente que expectore una vez y luego que recoja toda la saliva en un recipiente 

previamente pesado. Después de 5 a 15 minutos, se vuelve a pesar el vial de recolección 

y se calcula el volumen de saliva utilizando la gravedad específica del agua (1 gramo / ml). 

Una colección de ≤0.1 ml / minuto durante este tiempo es indicativa de función salival 

anormal. 

Ecografía de las glándulas salivales: La ecografía de las glándulas salivales revela 

anomalías características en la estructura del parénquima glandular que pueden 

clasificarse y utilizarse para el diagnóstico de SS. La glándula enferma en SS típicamente 

muestra múltiples áreas hipoecoicas con bordes convexos (Jousse-Joulin et al., 2017). Las 

bandas lineales hiperecoicas, los quistes y las calcificaciones pueden ser evidentes en la 

enfermedad más avanzada. La ecografía de glándulas salivales tiene un valor diagnóstico 

en SS comparable al de la gammagrafía o la biopsia de glándulas salivales (Milic et al., 

2009) y una buena concordancia con el resultado de la biopsia de glándulas parótidas y 

labiales. La inclusión de los resultados ecográficos de las glándulas salivales puede 

mejorar el rendimiento diagnóstico de los criterios de clasificación del SS. La ecografía de 

las glándulas salivales también puede reemplazar la tinción de la superficie ocular, la 

prueba de Schirmer o la sialometría en los criterios de clasificación ACR / EULAR sin 

ninguna pérdida en su sensibilidad o especificidad (Van Nimwegen et al., 2020). La 

ecografía anormal de las glándulas salivales, definida principalmente por la presencia de 

focos hipoecoicos en el parénquima glandular, se correlaciona fuertemente con la 

presencia de anticuerpos anti-Ro/ SSA (Mossel et al., 2017). Por tanto, no puede servir 
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como sustituto de la biopsia de glándulas salivales labiales en un paciente que carece de 

estos anticuerpos. 

La aspiración con aguja fina guiada por ecografía y la biopsia con aguja gruesa de 

las glándulas salivales principales es una herramienta importante para la evaluación de 

masas solitarias y agrandamiento asimétrico de la glándula parótida, ya que estos 

hallazgos son preocupantes por la posible presencia de un linfoma de glándulas salivales 

u otra neoplasia (Baer et al., 2021) 

La resonancia magnética (RM) de las glándulas parótidas en SS se caracteriza por 

la falta de homogeneidad del parénquima en las secuencias ponderadas en T1 y T2. Por 

lo general, existe un patrón nodular, caracterizado por múltiples áreas hipo e 

hiperintensas de tamaño variable (Niemelä et al., 2001). Se cree que este patrón de 

"panal de abeja" o "sal y pimienta" surge de la infiltración grasa, fibrosis, dilatación ductal 

e infiltración linfoide de los lóbulos parótidos. Los resultados de la RM se correlacionan 

bien con los de la biopsia de glándulas salivales. La RM también proporciona una técnica 

no invasiva para realizar la sialografía en las glándulas salivales, aunque puede que sólo 

esté disponible en centros especializados. Los estudios de RM potenciados con gadolinio 

con secuencias fuertemente potenciadas en T2 y con métodos de sustracción digital para 

la supresión de la señal grasa se pueden utilizar para visualizar la dilatación y / o estenosis 

del conducto de Stensen y, por lo tanto, tienen una utilidad particular en la evaluación de 

pacientes con parotiditis recurrente (Heverhagen et al., 2000; André et al., 2021). Dado 

que la RM no es invasiva, las únicas contraindicaciones son las aplicables a la realización 

de estudios de RM en general. En particular, la administración de gadolinio en el contexto 

de una función renal significativamente reducida se ha asociado con el desarrollo de 

fibrosis sistémica nefrogénica.  

Biopsia de glándulas salivales: una biopsia de glándulas salivales labiales puede 

servir como una herramienta de diagnóstico importante en pacientes con sospecha de 

SS. Las indicaciones para la biopsia de glándulas salivales en la práctica clínica incluyen: 

● Confirmación de un diagnóstico de sospecha de SS, particularmente en 

pacientes sin otra evidencia de autoinmunidad. 
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● Exclusión de otras afecciones que pueden causar hipofunción salival y 

agrandamiento de las glándulas bilaterales  

Se debe tomar una biopsia de glándulas salivales labiales de una parte no 

traumatizada del labio inferior que sea macroscópicamente normal. Se ha notificado 

entumecimiento labial persistente hasta en el 6% de los pacientes sometidos a biopsia 

(Varela Centelles et al., 2014). El riesgo de esta complicación se puede minimizar con el 

uso de una técnica mínimamente invasiva en la que la incisión inicial de la mucosa labial 

solo involucre el epitelio y las glándulas individuales (Kim et al., 2016). Se debe tener 

cuidado durante todo el procedimiento para evitar dañar las fibras nerviosas sensoriales 

que se encuentran justo debajo de las glándulas salivales menores. La biopsia debe 

contener al menos cuatro lóbulos de tejido de la glándula salival para que se considere 

aceptable para la evaluación. La característica histológica clave es una colección focal o 

colecciones de linfocitos estrechamente agregados, denominados focos linfocíticos, que 

suelen ser periductal. Este patrón histológico se conoce como sialoadenitis linfocítica 

focal. Ciertas características patológicas como la atrofia parenquimatosa, la fibrosis y las 

células linfoides dispersas son casi universales en los adultos mayores. Las biopsias con 

solo estos cambios se clasifican como sialoadenitis crónica inespecífica o sialoadenitis 

crónica esclerosante, según la gravedad. Las biopsias que muestran sialadenitis linfocítica 

focal también pueden mostrar algunas o todas estas características patológicas, y se cree 

que éstas se relacionan con los efectos independientes del envejecimiento más que con 

la inflamación inmunomediada, pero no se pueden excluir las consecuencias de la 

inflamación crónica. Sin embargo, las células plasmáticas y los linfocitos T dispersos son 

hallazgos normales en las glándulas sanas que pertenecen al sistema inmunológico de las 

mucosas. El sistema de clasificación más ampliamente aceptado para la sialoadenitis 

linfocítica focal registra el número de focos de tejido linfoide en la sección de tejido, 

normalizado a un área de superficie de 4 mm2. Cada foco se define como una colección 

de 50 o más células linfoides mononucleares (predominantemente linfocitos con sólo una 

minoría de células plasmáticas) adyacente a los acinos mucosos de apariencia normal y 

no en un área de fibrosis glandular o dilatación ductal (Daniels et al., 1984). El esquema 

de clasificación incluye sialoadenitis linfocítica focal en una biopsia de glándula salival 

menor con uno o más focos de linfocitos por 4 mm2 (puntuación ≥1) como criterio 
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histopatológico (Shiboski et al., 2017). La experiencia en la lectura de biopsias de 

glándulas salivales labiales es fundamental para una interpretación adecuada, y se están 

estableciendo directrices para este proceso interpretativo (Fisher et al., 2017). La 

determinación de la puntuación de una biopsia de glándulas salivales labiales que 

muestra sialadenitis linfocítica focal requiere tres pasos. Primero, el área de superficie 

del tejido glandular se mide en una sola sección de tejido que contiene múltiples 

glándulas seccionadas a través de su porción media. Esto requiere una retícula calibrada 

o un análisis de imágenes asistido por computadora. En segundo lugar, se cuenta el 

número de focos linfocíticos en toda la sección de tejido. Se tiene cuidado de contar sólo 

los focos con 50 o más linfocitos de agregación compacta adyacentes a los acinos 

mucosos de apariencia normal. En tercer lugar, el número de focos se divide por el área 

de superficie glandular total de la sección y luego se multiplica por 4 para obtener la 

puntuación (número de focos / 4 mm2). Una biopsia labial positiva (que muestra 

sialadenitis linfocítica focal con una puntuación ≥1) se encuentra en el 66 a 89 % de los 

pacientes con SS clasificados por los criterios del Grupo de Consenso Americano-Europeo 

(AECG) de 2002, lo que resulta en una sensibilidad aproximada del 80 % (Theander et al., 

2006). Sin embargo, no es patognomónico de SS, y se encuentra en pacientes con otros 

trastornos del tejido conectivo (artritis reumatoide, enfermedad mixta del tejido 

conectivo, lupus eritematoso sistémico, esclerosis sistémica limitada) y hasta en un 15 % 

de adultos mayores sanos (Radfar et al., 2002). La inmunocitología de los infiltrados de 

las glándulas salivales labiales muestra que las células T CD4 + predominan en las lesiones 

menos graves, mientras que las células B predominan en las lesiones más avanzadas 

(Christodoulou et al., 2010). Se observan estructuras similares a centros germinales en 

aproximadamente el 20 % de los pacientes con sialadenitis linfocítica focal. 

Pruebas serológicas: Los pacientes deben someterse a pruebas de detección de 

anticuerpos anti-Ro/ SSA y anti-La/ SSB, ANA, mediante un ensayo de 

inmunofluorescencia y análisis de el factor reumatoide. El apoyo para el diagnóstico de 

SS incluiría pruebas positivas para anticuerpos anti-Ro/ SSA con o sin anticuerpos anti-La/ 

SSB, la combinación de un ANA ≥1: 320 con un factor reumatoide positivo o la presencia 

de un patrón de tinción de centrómero. en la prueba de ANA inmunofluorescente ( 

Bournia V et al., 2010). El factor reumatoide está presente en el 40 al 60 % de los 
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pacientes. El ANA no debe usarse como prueba de detección para SS o para anticuerpos 

relacionados con SS, ya que algunos pacientes pueden tener anticuerpos anti-Ro/ SSA y/ 

o anti-La/ SSB a pesar de un ensayo de inmunofluorescencia negativo para ANA. 

Los pacientes con SS a menudo poseen anticuerpos contra los antígenos Ro/ SSA 

o La/ SSB, y muchos pacientes poseen ambos. La frecuencia de anticuerpos anti-Ro/ SSA 

y / o anti-La/ SSB ha variado entre los estudios, pero generalmente entre el 60 y el 80 % 

de los pacientes con SS exhiben uno o ambos de estos autoanticuerpos. Los 

inmunoensayos en fase sólida de alto rendimiento para anticuerpos anti-Ro/ SSA y anti-

La/ SSB tienen una mayor sensibilidad, pero menor especificidad que los métodos de 

ensayo más antiguos. Por lo tanto, se debe tener cuidado al interpretar los resultados de 

prueba débilmente positivos con estos inmunoensayos. La reactividad del anticuerpo 

anti-Ro / SSA se dirige a dos antígenos polipeptídicos distintos con pesos moleculares de 

60 kD y 52 kD que están codificados por genes diferentes (Chan et al., 1991). Los 

pacientes con SS pueden expresar actividad contra las proteínas de 60 kD y 52 kD o contra 

cualquiera de las proteínas solas (Tan et al., 1989). La mayoría muestra reactividad frente 

a ambos antígenos (Menendez et al., 2013). La presencia de anticuerpos anti-Ro52 se ha 

asociado con una enfermedad más grave (Retamozo et al., 2012). Al considerar el 

diagnóstico de SS, es importante reconocer que uno de los subconjuntos de lupus 

eritematoso sistémico se caracteriza por anticuerpos contra Ro / SSA, y el etiquetado del 

anticuerpo como "asociado al síndrome de Sjögren" (SSA) en el informe de laboratorio 

puede dan lugar a confusión al sugerir que este anticuerpo es específico para SS, lo que 

no lo es, ya que también se encuentra en pacientes con lupus eritematoso sistémico y 

otras afecciones (Harley et al., 1989).  

Otros autoanticuerpos en SS: La presencia de anticuerpos anticentrómeros define 

un pequeño subconjunto (aproximadamente el 5%) de pacientes con SS que pueden 

tener algunas características de esclerosis sistémica (esclerodermia), como el fenómeno 

de Raynaud, pero carecen de hallazgos suficientes para hacer ese diagnóstico (Baer et al., 

2016). Aproximadamente la mitad de los pacientes con SS con anticuerpos 

anticentrómeros carecen de anticuerpos contra Ro/ SSA y La/ SSB, y la presencia de 

anticuerpos anticentrómeros puede ayudar a respaldar una base autoinmune para los 

síntomas y hallazgos, y para el diagnóstico de SS. 
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La presencia de anticuerpos antipéptido/ proteína anticitrulinados no indica por 

sí sola que los pacientes tengan artritis reumatoide en lugar de SS. Los anticuerpos 

antipéptido/ proteína anticitrulina están presentes con poca frecuencia en pacientes con 

SS que carecen de otras características de la artritis reumatoide, aunque estos pacientes 

tienden a tener más compromiso articular. 

Se comercializa un panel de pruebas de anticuerpos para su uso en el diagnóstico 

de SS temprano que incluye pruebas de anticuerpos contra las proteínas del tejido 

parotídeo murino, incluida la proteína secretora de la parótida, la anhidrasa carbónica 6 

y la proteína salival-1. Estos nuevos anticuerpos no se han validado como marcadores de 

SS temprano o establecido (Shen et al., 2012). Además, los anticuerpos contra estas y 

otras proteínas homólogas de las glándulas salivales humanas no se detectaron en 

pacientes con SS cuando fueron buscados por un laboratorio independiente (Burbelo et 

al., 2019). Se requieren más investigaciones para determinar la utilidad de tales pruebas 

en la práctica clínica habitual. 

 Los anticuerpos anti-SSA/ SSB se han usado en los criterios de clasificación para 

SS de varios autores (Vitali et al., 2002; Shiboski et al., 2012; Shiboski et al., 2017). 

manteniéndose presentes en todas las versiones publicadas de los diferentes criterios 

diagnósticos de esta enfermedad de los últimos casi 20 años debido a su especificidad en 

la enfermedad 

Así, Vitali et al., en el 2002 definieron como criterios diagnósticos de la 

enfermedad los que podemos ver en la tabla adjunta. (Thorne et al., 2017) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Criterios diagnósticos del SS para el grupo de consenso americano-europeo 

Para un diagnóstico definitivo es preciso presentar 4 de los 6 criterios que se muestran 
ó 3 de los 4 criterios principales* siempre que al menos 1 sea el criterio número 4 ó 6. 

1. Síntomas oculares- al menos 1 de los siguientes síntomas: 
a. ¿Has tenido molestias oculares de sequedad diaria durante al menos 3 meses? 
b. ¿Has tenido sensación recurrente de arenilla o cuerpo extraña en tus ojos? 
c. ¿Usas lágrimas artificales más de tres veces al día? 

2. Síntomas orales- al menos 1 de los siguientes síntomas: 
a. ¿Has tenido sensación de bocas seca durante al menos 3 meses? 
b. ¿Has tenido inflamación glandular persistente o recurrente durante la edad 

adulta? 
c. ¿Necesitas beber líquidos frecuentemente para ayudar a mejorar la sesación 

de boca seca? 
3. Signos oculares *- resultado positivo para al menos 1 de los siguientes test: 

a. Test de Schirmen sin anestésico (≦ a 5 mm en 5 minutos). 

b. Puntuación de rosa de bengala u otra puntuación de tinción (≧ a 4 de acuerdo 
con el sitema de puntuación de Van Bijstervald) 

4. Histopatología *- en glándulas salivares menores (biopsia de una zona mucosa de 
apariencia normal) sialoadenitis linfocítica focal, evaluada por un histopatólogo 

experto con una puntuación ! 1 (definido como el número de focos linfocíticos con 

más de 50 linfocitos) adyacentes a zonas de acinos mucosos de apariencia normal por 
cada 4 mm2 de tejido glandular. 

5. Afectación de la glándula salival *- resultado positivo para al menos 1 de los siguientes 
test: 

a. Flujo salival sin estimular (" 1,5 ml en 15 minutos) 

b. Presencia de sialectasia difusa en la sialorafía de parótida. 
c. Gammagrafía salivar que muestra captación retardada, reducción de la 

concentración y/o captación retardada en la excreción. 
6. Autoanticuerpos * -presencia de autoanticuerpos séricos Ro (SSA) o La (SSB) o ambos. 

Los criterios diagnósticos ACR-EULAR 2016 (Tabla 2) recientemente descritos 

fueron diseñados para combinar características de los criterios diagnósticos del Colegio 

Americano de Reumatología (ACR) en el año 2012 y características del Grupo de 

Consenso Americano-Europeo 2002 (AECG) para la detección temprana de SS, 

consiguiendo así unos criterios conjuntos y unificados. 

Los criterios ACR-EULAR nos permiten establecer criterios que ayudan al 

diagnóstico en la práctica clínica a través de analíticas (anticuerpos Anti-Ro), y la 

objetivación de los síntomas como la sequedad ocular (test de Schirmer y tinción ocular) 

y oral (biopsia de glándula salivar menor labial y flujo salivar no estimulado), evitando 

pruebas más agresivas para el paciente como la sialografía o la gammagrafia de parótidas 

(Shiboski et al., 2017; Franceschini et al., 2017). A pesar de que no existe un consenso 

universal sobre los criterios diagnósticos para el SS, los más extendidos son los del 
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consenso Americano-Europeo de 2002, junto con los criterios ACR- EULAR 2016 (Rúa 

Figueroa et al., 2014). 

Tabla 2. Criterios de clasificación ACR-EULAR 2016 para el SS. 

Criterio Puntuación 

Sialoadenitis linfocítica foical en glándula salival menor con ≧ 1 foco linfocítico/ 4 
mm2 de tejido glandular. 

3 

Anti-SSA/ Ro positivo 3 

Puntuación de tinción ocular ≧ 5 (o ≧4 según escala de Bjsterveld) en al menos 
un ojo. 

1 

Test de Schirmer ≦ 5 mm/ 5 minutos, en al menos 1 ojo. 1 

Flujo salival sin estimular ≦ 0,1 ml/minuto 1 

Diagnóstico ≧ 4 puntos 

En aquellas ocasiones en los que los pacientes presentan los criterios diagnósticos 

descritos, el paciente es diagnósticado de SS, sabiendo, como ya hemos mencionado con 

anterioridad, que el SS es considerado SSP cuando sólo existe esta entidad en ausencia 

de otras enfermedades sistémicas, mientras que se considera SSS cuando coexisten 

alteraciones de este tipo con otras enfermedades sistémicas asociadas al SS. Es habitual 

la presencia de enfermedades como la artritis reumatoide, el LES entre otras, asocaidas 

a SS, siendo en este momento cuando se considera que el SS es un SSS. Por lo tanto, el 

SSP y SSS comparten criterios diagnósticos siendo su única diferencia la asociación o no 

a otras enfermedades. 

Es probable que con el paso de los años y el conocimiento de esta enfermedad 

sigan produciéndose cambios en los criterios diagnósticos que puedan cambiar las reglas 

actuales para el ser o no considerado paciente con SS. 

Es de vital importancia en el adecuado diagnóstico del SS el establecimiento de 

un riguroso diagnóstico diferencial con entidades que comparten manifestaciones 

comunes. El diagnóstico diferencial del SS incluye enfermedades que provocan síntomas 

de sequedad y / o agrandamiento de las glándulas salivales o lagrimales. La mayoría de 

estas afecciones pueden excluirse según la historia y el examen físico, junto con la falta 

de evidencia de autoinmunidad sistémica. Las siguientes entidades pueden simular SS 

debido a su posible participación de las glándulas lagrimales y salivales: 
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● Síndrome sicca relacionado con la edad: la sequedad ocular y oral relacionada 

con la edad puede imitar las características del paciente típicamente más joven que 

desarrolla SS. La evidencia de enfermedad sistémica, los cambios histológicos habituales 

mediados por el sistema inmunitario que se observan en la SS, y los anticuerpos 

relacionados con el SS (anti-Ro/ SSA y anti-La/ SSB) generalmente están ausentes en 

pacientes con sequedad relacionada con la edad. La producción de lágrimas y saliva no 

estimulada disminuye con la edad (Percival et al., 1994), muy probablemente como 

resultado de alteraciones histológicas relacionadas con la edad en las glándulas 

lagrimales y salivales, que incluyen atrofia acinar, fibrosis intersticial y dilatación ductal 

(Scott et al., 1980). Aunque la aparición de SS es poco común después de los 65 años 

(Botsios et al., 2011), se debe tener cuidado en la evaluación de pacientes adultos 

mayores con síntomas de sequedad, ya que las pruebas positivas para anticuerpos 

antinucleares (ANA) y factor reumatoide aumentan en prevalencia con la edad (Ramos-

Casals et al., 2003). 

● Enfermedad relacionada con inmunoglobulina G4 (IgG4): la infiltración 

plasmocítica de IgG4 subyace a varias formas relacionadas de enfermedad de las 

glándulas lagrimales y salivales, incluido el pseudotumor inflamatorio orbitario, la 

sialadenitis esclerosante crónica (tumor de Küttner) y la "enfermedad de Mikulicz" 

(Cheuk et al., 2010). Estas enfermedades relacionadas con IgG4 (IgG4-RD) se pueden 

distinguir del SS por sus características clínicas y de laboratorio asociadas y los distintos 

hallazgos histopatológicos observados en IgG4-RD. Es característico el agrandamiento o 

induración de las glándulas, a veces con disfunción grave. Los pacientes con estas formas 

de enfermedad plasmocítica de las glándulas salivales y lagrimales relacionadas con IgG4 

pueden tener enfermedad sistémica (IgG4-RD), que se manifiesta por afectación 

contemporánea o pasada de otros órganos con un proceso patológico común marcado 

por infiltración plasmocítica de IgG4, fibrosis extensa y flebitis obliterante. La más común 

es la pancreatitis esclerosante; otros incluyen aortitis linfoplasmocítica, fibrosis 

retroperitoneal, colangitis esclerosante y pseudotumores inflamatorios de pulmón, 

mama o hígado. A menudo se presentan niveles elevados de IgG4 en suero y eosinofilia. 

● Sialoadenitis linfoepitelial benigna y dacrioadenitis: se trata de una entidad 

patológica distinta en la que las glándulas lagrimales y / o salivales mayores muestran una 
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infiltración linfocítica extensa con atrofia acinar y la formación de numerosas lesiones 

linfoepiteliales. Estas últimas son islas de células epiteliales dentro del infiltrado linfoide 

que surgen de la invasión linfocítica del epitelio ductal, seguida de proliferación de las 

células epiteliales basales y desorganización de la estructura ductal. De hecho, es la 

histopatología característica de las glándulas lagrimales y salivales en el SS avanzado, 

descrita originalmente por Sjögren en 1933 (Sjögren et al 1933) y destacada en un estudio 

clásico de Morgan y Castleman en 1953 (Morgan et al., 1953). Sin embargo, esta entidad 

patológica puede no estar restringida a pacientes con SS, y se presenta en forma 

idiopática hasta en el 50% de los casos notificados en series patológicas (Ma et al., 2011]. 

Es un precursor del linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) 

(posteriormente llamado linfoma de zona marginal extraganglionar de tejido linfoide 

asociado a mucosas) de la glándula salival (Hsi et al., 1995) y es difícil de diferenciar del 

linfoma (Ellis et al., 2007. Los pacientes que tienen esta lesión patológica definida durante 

el curso de una evaluación por el agrandamiento de las glándulas salivales deben ser 

estudiados por sospecha de SS y otras enfermedades autoinmunes. 

● Linfoma y otras neoplasias malignas hematológicas: la infiltración maligna de 

las glándulas parótidas puede ocurrir en las formas de leucemia tanto en la niñez como 

en la edad adulta y típicamente se presenta con agrandamiento bilateral de las glándulas 

salivales y lagrimales. Los linfomas primarios de las glándulas parótidas suelen 

presentarse como tumores unilaterales, pero se observó afectación bilateral en el 2,3% 

de 2140 pacientes afectados en la base de datos de Vigilancia, Epidemiología y Resultados 

Finales del Instituto Nacional del Cáncer (Feinstein et al., 2013). La transformación 

linfomatosa de la sialoadenitis linfoepitelial benigna en SS puede manifestarse como un 

nódulo solitario, que a veces surge en una glándula que se ha agrandado crónicamente, 

o puede manifestarse como un agrandamiento bilateral progresivo. El agrandamiento de 

las glándulas lagrimales en el SS debería suscitar preocupación por el posible linfoma.  

• Sarcoidosis: en ocasiones, algunas características de la sarcoidosis pueden 

parecerse al SS, como el agrandamiento de la glándula parótida (4 a 6% de los pacientes 

con sarcoidosis) y lagrimal (7 a 16% de los pacientes con sarcoidosis) (Baugman et al., 

2001). El SS y la sarcoidosis también comparten manifestaciones extraglandulares, como 

artritis y nefritis intersticial (Ramos-Casals et al., 2004). La sarcoidosis rara vez se presenta 
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como síndrome de Heerfordt con agrandamiento bilateral agudo de las glándulas 

parótida, submandibular y lagrimal y, en ocasiones, con fiebre. La sarcoidosis y el SS se 

pueden distinguir en la biopsia si no se puediera establecer fácilmente la distinción con 

base en los hallazgos clínicos. 

● Hepatitis C: el SS rara vez puede surgir en el contexto de una infección crónica 

por el virus de la hepatitis C. A pesar de las similitudes clínicas e inmunológicas (Ramos-

Casals et al., 2005), algunas características histológicas pueden diferir y los síntomas de 

sequedad pueden ser menos frecuentes (Carrozzo et al., 2008). Los pacientes con SS con 

virus de hepatitis C difieren de los pacientes con SS no infectados, ya que tienen una edad 

más avanzada en el momento del diagnóstico, suelen tener una mayor prevalencia de 

varones, afectación hepática, crioglobulinemia, vasculitis cutánea, neuropatía periférica, 

factor reumatoide e hipocomplementemia, y una menor prevalencia de anticuerpos anti-

Ro / SSA y anti-La / SSB (Ramos-Casals et al., 2005). La infección por virus de hepatitis C 

debe buscarse en pacientes con SS, particularmente aquellos con hepatitis y 

crioglobulinemia, ya que los enfoques de tratamiento serán diferentes. 

● Infección por VIH: el síndrome de linfocitosis difusa CD8 es una manifestación 

de la infección por VIH que puede simular el SS, cuya incidencia ha disminuido 

drásticamente con la llegada del tratamiento antirretroviral de gran actividad (Ghrenassia 

et al., 2015). Los pacientes afectados desarrollan agrandamiento de la glándula parótida, 

síntomas de sequedad y neumonitis intersticial linfocítica. Las biopsias de glándulas 

salivales muestran un infiltrado linfocítico con predominio de CD8 (Kazi et al., 1996). 

● Enfermedad de injerto contra huésped: la mayoría de los pacientes con 

enfermedad de injerto contra huésped crónica que se desarrolla después de un 

trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas presentan síntomas de ojo seco 

y boca seca. En un estudio de los Institutos Nacionales de Salud, se documentó disfunción 

de la glándula lagrimal en el 82% e hipofunción de la glándula salival en el 27% de los 

pacientes. Las biopsias de glándulas salivales menores mostraron atrofia acinar 

prominente y fibrosis intersticial. Se observó inflamación periductal, pero la extensión de 

la infiltración linfocítica fue menor que en el SS, y los pacientes generalmente se pueden 

distinguir de aquellos con SS según el contexto clínico (Imanguli et al., 2010) 
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● Sicca inducida por la terapia con inhibidores de puntos de control inmunitarios: 

la sequedad oral y / u ocular puede ocurrir de manera relativamente abrupta en el 

contexto de la terapia con inhibidores de puntos de control inmunitarios para la 

enfermedad neoplásica. En la mayoría de los pacientes, la sequedad bucal es la 

característica clínica dominante. Este síndrome surge con mayor frecuencia de novo, en 

ausencia de una enfermedad autoinmune preexistente reconocida, y carece de 

manifestaciones sistémicas. En una minoría, puede haber manifestaciones sistémicas 

concomitantes, como artritis, exantema y neumonitis intersticial (Warner et al., 2019). 

● Vasculitis sistémica: el agrandamiento bilateral de las glándulas parótidas y 

submandibulares es una manifestación rara de granulomatosis con poliangeítis (Liu et al., 

2003). 

5. Incidencia-Prevalencia del síndrome de Sjögren 

Las estimaciones de la incidencia y la prevalencia del SS varían ampliamente, 

según los criterios de clasificación específicos, el diseño del estudio y la población 

examinada. Solo una pequeña minoría (aproximadamente el 10 %) de los pacientes con 

ojo seco clínicamente significativo tienen SS. 

La incidencia de SS alcanza su punto máximo alrededor de los 50 años de edad, 

con un sesgo sexual considerable, con una relación mujer-hombre de 9-14: 1, siendo este 

más fuerte que en casi todas las demás enfermedades autoinmunes (Qin et al., 2015; 

Kyarnstrom et al., 2015). 

En un metanálisis de 2014 de estudios poblacionales, la incidencia general de SS 

se estimó en aproximadamente 7 por 100.000 personas-año (Qin et al., 2015). Las tasas 

de incidencia más altas se informaron en estudios de Europa y Asia. La prevalencia en el 

metanálisis se estimó en 43 por 100.000 personas (0,043 por ciento) (Qin et al., 2015). 

Las tasas de prevalencia informadas en otros estudios basados en la población han 

variado del 0,01 al 0,09 por ciento, en parte relacionadas con las diferencias en la 

determinación de casos (Maldini et al., 2014). 

En un estudio poblacional posterior del condado de Olmsted, Minnesota, que no 

se incluyó en el metanálisis anterior, la incidencia anual de SSP diagnosticado por un 



 39 

médico fue de 5,8 por 100.000 personas-año, según una revisión de los registros médicos 

del período de 1976 a 2015 (Maciel et al., 2017). La prevalencia fue de 10,3 por 10.000 

habitantes. 

La prevalencia del SSP según el metanálisis publicado en 2015 por Qin et al., y su 

equipo fue del 0.06%. Se identificó SS, según los criterios del Grupo de Consenso 

Americano-Europeo (AECG), en el 11,6 % de 327 pacientes en una cohorte prospectiva 

con ojo seco clínicamente significativo por deficiencia acuosa que provenían de una 

variedad de prácticas de atención oftalmológica, incluidas 6,4 % y 5,2 % con SS primario 

y secundario, respectivamente (Liew et al., 2012). 

El SS tiene una distribución mundial y su fenotipo puede variar en función de la 

geolocalización y el origen étnico. En un análisis de 8.310 sujetos con SSP en un registro 

multicéntrico internacional, la proporción de mujeres a hombres fue más alta en 

pacientes asiáticos (27: 1) y más baja en pacientes negros o afroamericanos (7: 1) (donde 

el asiático se definió como "una persona que tiene orígenes en cualquiera de los pueblos 

originales del Lejano Oriente, el sudeste de Asia o el subcontinente indio"; y negro o 

afroamericano se definió como "una persona que tiene orígenes en cualquiera de los 

grupos raciales negros de África"); y los síntomas de sequedad tuvieron la prevalencia 

más baja en pacientes asiáticos. Los gradientes norte-sur en ciertos hallazgos fueron 

evidentes, con una afectación ocular menos frecuente en el norte de Europa y Asia y 

frecuencias más altas de ANA en los países del norte de América y el norte de Asia, pero 

frecuencias más bajas de ANA en el norte de Europa (Brito-Zerón et al., 2017). 

6. Patogenia y factores relacionados con síndrome de Sjögren 

6.1. Factores genéticos 

La susceptibilidad al SS tiene un componente genético, con asociaciones más 

fuertes para el locus antígeno leucocitario humano 1 (HLA l) (Lessard et al., 2013). Las 

asociaciones de variantes genéticas en los loci IRF5 y STAT4 con SS también señalan la 

importancia de las vías de señalización de interferón (IFN) en la patogénesis de la 

enfermedad. Aunque faltan datos sobre las tasas de concordancia de SS en gemelos, las 

observaciones de otras enfermedades autoinmunes sistémicas generalmente indican 
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tasas de concordancia de alrededor del 12-15% en gemelos monocigóticos y del 3 al 8% 

en gemelos dicigóticos (Silman et al., 1993; Aho et al., 1986; Ulff-Moller et al., 2018) lo 

que demuestra que otros factores además de la composición genética deben ser de gran 

importancia en el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Estas observaciones dejan 

entrever que los factores del medio ambiente deben desempeñar un papel fundamental 

en la patogénesis de SS. 

6.2. Factores ambientales 

Varias circunstancias dificultan los estudios de factores de riesgo ambientales en 

SS. Siendo uno de ellos que los pacientes generalmente experimentan sus primeros 

síntomas clínicos de SS mucho antes de que se establezca el diagnóstico, y debido a los 

síntomas inespecíficos de sequedad, artralgia y fatiga, se ha publicado el retraso 

promedio en 6,2 años desde el inicio de los síntomas hasta el diagnóstico (Mofors et al., 

2019). Además, los autoanticuerpos asociados con la enfermedad se pueden encontrar 

varios años antes del diagnóstico, o incluso antes del momento del inicio de los síntomas 

(Jonsson et al., 2013). Esto plantea la cuestión de si los mismos o diferentes factores 

ambientales están involucrados en las diferentes etapas del desarrollo de la enfermedad 

en esta condición inflamatoria crónica. 

Se han reportado multitud de agentes externos que pueden desencadenar la 

enfermedad, entre ellos factores biológicos como la infección por determinados virus, 

bacterias, micobacterias, etc. Además, las bacterias comensales parecen tener 

implicación en la patogénesis del SS (Zaheer et al., 2018). Según estos autores la falta de 

bacterias comensales acelera la aparición y la gravedad de la dacrioadenitis, así como 

genera un amumento de células T CD4 en algunos modelos animales. Esto sugiere que 

las bacterias comensales o sus metabolitos podrían tener propiedades 

inmunoreguladoras que protegen a las glándulas exocrinas en determinados modelos 

animales. La distribución geográfica, afectando de forma diferente a zonas norte y sur 

con un importante papel de la geolocalización pondera factores como el clima y la dieta 

(Brito-Zerón et al., 2017).  
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6.3. Inflamación e inmunidad en el síndrome de Sjögren 

En el SS como en cualquier enfermedad sistémica de tipo autoinmune existe la 

activación del sistema inmunitario que reaccionará frente a diferentes tejidos, 

ocasionando patología. Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por un estado 

patológico en el que una respuesta inmunitaria aberrante dirigida a un componente 

corporal normal conduce a inflamación, lesión celular o una alteración funcional con 

manifestaciones clínicas (Davidson et al., 2001). El constituyente molecular (es decir, 

proteína, carbohidrato, ácido nucleico) que se dirige en la autoinmunidad se denomina 

antígeno "propio" o autoantígeno; por el contrario, una molécula de un organismo 

infectante que estimula una respuesta inmunitaria se denomina antígeno extraño o "no 

propio". Una enfermedad autoinmune generalmente implica una respuesta de células T 

y B y puede ser generalizada o específica de tejido u órgano y puede ser aguda o crónica. 

Si bien las enfermedades autoinmunes son un estado patológico, la 

autoinmunidad, no obstante, se deriva de los mismos mecanismos que subyacen a la 

respuesta inmune normal a los antígenos extraños. Las respuestas inmunes se pueden 

dividir en dos categorías amplias: innatas y adaptativas. La respuesta inmune innata es 

una respuesta rápida e inespecífica a un desafío, ya sea que surja de una infección, 

trauma o estrés. Por el contrario, una respuesta inmune adaptativa es lenta (días a 

semanas) e implica la producción de células B o T específicas de antígeno para superar 

un desafío extraño ( Bonilla et al., 2010). 

Las respuestas inmunes innatas y adaptativas (junto con las células responsables 

y los mediadores) se pueden separar para su análisis, una respuesta inmune adaptativa 

depende de la presencia de una respuesta inmune innata para promover la generación 

de una respuesta inmune específica. Es importante destacar que una respuesta inmune 

adaptativa puede ser persistente y mostrar memoria. En este marco, una enfermedad 

autoinmune resulta de una respuesta autoinmune adaptativa específica a un 

autoantígeno; esta respuesta es una violación de la función normal del sistema 

inmunológico en el que los mecanismos de tolerancia previenen las respuestas 

autoinmunes "hiperreactivas" a los autoantígenos ( Bonilla et al., 2010). 

Tanto la inmunidad innata (aquella que actúa como primera línea de defensa 

frente a agentes infecciosos) como la inmunidad adaptativa (aquella que entra en acción 
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cuando falla la inmunidad innata, elaborando una respuesta específica para cada agente 

infeccioso y con capacidad de guardar memoria) están implicadas en la patogénesis del 

SS. 

La implicación de la inmunidad adaptativa en la patogénesis de SS es evidente, 

estando implicados los linfocitos B y T, con la producción de autoanticuerpos asociados 

a la enfermedad, anti-Ro/ SSA y anti-La/ SSB, la formación de estructuras linfoides 

ectópicas, así como con la hipergammaglobulinemia. 

La contribución de la inmunidad innata se evidencia a través de las observaciones 

de la alta activación del sistema de interferón tipo I (IFN), sistémicamente y en tejido 

diana, en la mayoría de los pacientes con SS (Brkic et al., 2013; Bodewes et al., 2018; 

Gottenberg et al., 2006).  

Las interleuquinas (IL) o citoquinas son un conjunto de proteínas de bajo peso 

molecular, cuya función es actuar como mensajeras químicas a corta distancia en la 

comunicación intercelular. En un primer momento se pudo obervar que eran sintetizadas 

por los leucocitos, aunque posteriormente se pudo ver que también eran sintetizadas por 

las células endoteliales. Las IL se pueden dividir en cuatro grandes grupos en función de 

sus características estructurales, siendo más de 50 las IL que el geneoma humano codifica 

(Brocker et al., 2010). Las IL sirven para iniciar la respuesta inflamatoria, y para definir la 

magnitud y naturaleza de la respuesta inmunitaria específica. 

La función del sistema inmune viene determinada en gran medida por la acción 

de estas IL. La mayoría de las IL se sintetizan por los linfocitos TCD4 ayudantes o helpers 

(Th), así como también pueden ser sintetizadas por los monocitos, macrófagos y células 

endoteliales. Estas IL promueven el desarrollo y la difernciación de los linfocitos T y B y 

de las células hematopoyéticas. 

Se ha reportado que varias IL producidas por células inmunocompetentes, entre 

ellas el IFN g e interleuquina 17 (IL-17) están aumentadas y autoreguladas por células T y 

B y activadas por IFN en la patogénesis inmunológica de las glándulas exocrinas en el SS 

(Youinou et al., 2011). En particular, el IFN está involucrado tanto en la etapa temprana 

de la inmunidad innata, durante la cual el IFN de tipo I se eleva en el tejido glandular y en 

el suero (Peck et al., 2017), como en la fase posterior de progresión de la enfermedad, 
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generado por linfocitos T y linfocitos B productores de IFN tipo I y tipo II (Schoenborn et 

al., 2007), siendo estimulado por el factor de activación de células B (BAFF) en SS 

(Nocturne et al., 2013). BAFF es una citoquina producida por monocitos y células 

dendríticas (DC) que es crucial para la proliferación, diferenciación y supervivencia de las 

células B (Yoshimoto et al., 2011). El IFNg tiene funciones indispensables en la inmunidad 

innata y adaptativa. El IFNg es secretado principalmente a partir de células natural killer, 

células T y células B y actúa para mejorar la inflamación (Schoenborn et al., 2007). 

Además, el IFNg estimula los macrófagos y las células dendríticas para atacar las bacterias 

y aumentar la expresión de moléculas MHC (complejo mayor de histocompatibilidad). El 

IFNg se ha reportado que es importante para la respuesta inmune en enfermedades 

autoinflamatorias y autoinmunes, incluida el SS. Se ha visto que podrían estar implicados 

la IL-12 junto con el IFNg en SS. Además, la IL-12 es un potente inductor de la polarización 

de las células Th1. Por tanto, IL-12 juega un papel principal en el aumento de los niveles 

de IFN de tipo II, como el IFNg, observado en SS (Nocturne et al., 2013). 

El transductor de señal y activador de la transcripción 4 (STAT4) es activado por 

una amplia gama de IL, incluyendo IFN tipo I, IL-12 e IL-23, que estimulan las células Th17 

y contribuyen a la regulación de producción de citoquinas proinflamatorias 

Se ha demostrado que los alelos de riesgo en el factor regulador de interferón 5 

(IRF5) y STAT4 son aditivos en el desarrollo de SSP (Nordmark et al., 2009). 

Los patrones de expresión discretos de las firmas de IFN de tipo I y II pueden estar 

relacionados con distintas características clínicas de SS (Hall et al., 2015). Un estudio 

reciente reveló que tanto el IFN tipo I como el tipo II estaban sobreexpresados en 

pacientes con SS frente a los controles con síndrome sicca, con IFN de tipo I 

predominantemente observado en sangre periférica y el IFN de tipo II 

predominantemente observado en los tejidos de la glándula salival menor. Estos autores 

comparan por tanto pacientes con ojo seco secundario al SS con pacientes con ojo seco 

por causa diferente al SS. De esta manera valoran si el IFN se asocia más al SS que a otras 

causas de ojo seco. 

En el linfoma asociado a SS, en las glándulas salivales menores, se observaron 

niveles más bajos de IFNg, pero niveles más altos de IFN y transcripciones del gen 
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inducible por IFN tipo II (IFIG) en comparación con los controles SS y sicca. La ratio de 

ARNm IFNg/ IFNa en tejidos de glándulas salivales menores demostró el mejor nivel de 

discriminación para el desarrollo de linfomas (Nordmark et al., 2009). 

La producción de BAFF depende en gran medida de los IFN de tipo I y II. Las células 

epiteliales de las glándulas salivales expresan y secretan BAFF después de la estimulación 

con IFN, incluidos IFN g e IFN a, lo que sugiere que las células epiteliales de las glándulas 

exocrinas son importantes en la patogenia de la SSP después de la estimulación por el 

sistema inmune innato (Bron et al., 2017, Hall et al., 2015). 

En estudios en modelos animales, se ha reportado que el IFNg es importante en 

la glándula lagrimal y la superficie ocular afectadas por SS en varios modelos animales 

(Bron et al., 2017). La activación de una respuesta innata por el IFNg que produce células 

asesinas naturales (del inglés células natural killer) (NK) no solo dañan la glándula lagrimal 

y la superficie ocular, si no que también facilitan la maduración de las células 

presentadoras de antígeno a través de IFNg (Coursey et al., 2014). El IFNg generado por 

los linfocitos CD4 facilita el cambio de las células T vírgenes a una polarización T helper 

tipo 1. Vías y moléculas que están asociadas genéticamente con SS, incluyen a la vía del 

factor regulador de interferón 5 (IRF-5) y la vía de señalización de IFN, el factor nuclear 

kappa -potenciador de células B activadas (NF-KB), la vía de señalización de los linfocitos 

y la maquinaria de presentación de antígenos (Coursey et al., 2014). 

El modelo animal murino CD25KO imita una enfermedad autoinmune que se 

caracteriza por la infiltración espontánea de linfocitos y dacrioadenitis (Sharma et al., 

2006). Para ello, la IL-2 envía señales a través de su receptor heterodímero compuesto 

por tres cadenas individuales. CD25 se une a la IL-2 con alta afinidad y se considera su 

principal receptor. Los ratones que carecen de CD25 tienen un fenotipo similar al de los 

ratones que carecen de la propia IL-2. Como la IL-2 es responsable de la expansión y 

diferenciación de las células T reguladoras y también de la muerte celular inducida por 

activación, la autoinmunidad surge tanto en las cepas IL-2 - / - como en las CD25 - / -. El 

ratón CD25KO desarrolla una enfermedad inflamatoria multiorgánica espontánea, 

incluidas las glándulas exocrinas y el tracto gastrointestinal, y una anemia hemolítica 

profunda que conduce a una mortalidad temprana (Bian et al., 2015). Se ha reportado 
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que en el modelo animal CD25KO el IFNg es fundamental para la destrucción de la 

glándula lagrimal y la disfunción secretora en el modelo CD25KO de SS (Bian et al., 2015). 

Recientemente se ha demostrado que los linfocitos T productores de IL-17 

comprenden un linaje T helper (Th) conocido como células Th17, que son distintas de las 

células Th1 y Th2. Las células Th1 contribuyen a la defensa del huésped de infecciones 

bacterianas virales, fúngicas e intracelulares, y se caracterizan por la producción de IFN 

γ. Se ha demostrado que las células Th17 están implicadas en la patogenia de muchas 

enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias, incluida la SS. (Bian et al., 2015). Estos 

hallazgos sugieren que dirigirse tanto a IFN g como a IL-17 puede ser beneficioso para 

tratar la inflamación de la glándula lagrimal en SS. 

Se ha evidenciado que en ratones CD25 / IFNg doble KO (gammaDKO) existe una 

disminución en la destrucción de la glándula lagrimal (Bian et al., 2015). Estos informes 

implican la importancia del IFNg en la inmunidad innata y el inicio de esta enfermedad. 

(Sharma R et al., 2006). 

En modelos de ratón diabético no obeso (NOD) se ha podido evidenciar que la 

presencia en el epitelio de la glándula lagrimal cultivada y el epitelio de las células 

corneales, el IFNg reduce el componente de la secreción lagrimal, en la glándula lagrimal 

y estimula la expresión de MHC (presentación de antígeno mediada por clase II). Estos 

resultados sugieren que las elevaciones tempranas en los niveles de IFNg juegan un papel 

fundalmental en las características específicas de la patología del ojo seco en SS (Meng 

et al., 2017). 

Una vez referidos los estudios en modelos animales, son muchos menos los 

estudios que se han realizado en humanos. Estos estudios sobre el SS humano han 

revelado una infiltración linfocitaria difusa de las áreas acinares de la glándula lagrimal y 

la conjuntiva. Las células B fueron el tipo de célula infiltrante predominante, pero se 

encontraron otras células, incluidas las células T CD4 + CD8 + activadas y las células T con 

HLA-DR y moléculas coestimuladoras, con células epiteliales glandulares y células 

infiltrantes del estroma en pacientes con SS, mientras que las células T 

característicamente dominantes se encontraron en las glándulas lagrimales de pacientes 

con EICH (enfermedad injerto contra huésped) (Ogawa et al., 2003; Ogawa et al., 2021). 
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Con frecuencia se observaron grupos de células plasmáticas en las áreas 

interlobulillares de la glándula lagrimal y el estroma conjuntival de pacientes con SS, lo 

que sugiere que la SS provocó la producción anormal de anticuerpos y el daño tisular en 

el microambiente local de la superficie ocular y la glándula lagrimal. 

Los factores ambientales, incluidos los virus, activan las células epiteliales de la 

glándula exocrina y las células dendríticas, que producen citoquinas proinflamatorias 

como IL-17 e IFNg. Las células epiteliales glandulares producen citoquinas como el ligando 

de quimiocinas (motivo C-X-C) (CXCL) 9 y CXCL10 (Verstappen et al., 2018). 

Recientemente, se informó que la vacunación contra el H1N1 en pacientes con SS 

promueve la activación de células B policlonales y la producción de autoanticuerpos a 

través de IFN tipo I (Brauner et al., 2017). Según la heterogeneidad de la presentación 

clínica y la patología en el SS, es probable que los patrones de expresión de IFN varíen 

entre individuos (Hall et al., 2015) y que la forma sistémica de IFN tipo I y tipo II influyan 

en la gravedad de la enfermedad (Bodewes et al., 2018). 

El IFNg, un IFN de tipo II, está involucrado en las vías más frecuentes que se han 

identificado en los procesos patogénicos del SS humano (Hall et al., 2015). Aunque aún 

no se ha aprobado una estrategia terapéutica basada en IFN, existe evidencia acumulada 

en humanos que la respalda (Jackson et al., 2016). 

Teniendo en cuenta la percepción mecanicista de que la señalización de IFN está 

involucrada en el ojo seco relacionado con SS en ratones y humanos, el desarrollo de 

intervenciones terapéuticas relacionadas con IFN podría ser indispensable para tratar el 

ojo seco relacionado con SS. El patrón de inflamación encontrado puede desempeñar un 

valor pronóstico en la severidad del SS en forma de cambio de epitelio con el desarrollo 

de metaplasia escamosa. La IL-1 b y el IFNg tienen un papel principal en la formación de 

la metaplasia escamosa en el epitelio de la superficie ocular en respuesta a la inflamación 

crónica. Se ha demostrado que ambas citoquinas están presentes en la superficie ocular 

en el ojo seco. Se ha demostrado que la expresión de los genes relevantes precede al 

fenotipo escamoso (De Pavia et al., 2007). 

Se ha publicado que el IFNg promueve la pérdida de células caliciformes, la 

apoptosis epitelial y la queratinización del epitelio conjuntival en un modelo de ratón con 
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ojo seco (Zhang et al., 2011) y es un contribuyente importante a la metaplasia escamosa 

en la enfermedad del ojo seco humano (Bian et al., 2105). 

El IFNg regula al alza la expresión en córnea de los precursores de los 

queratinocitos, (Takahashi et al., 1999) células epiteliales corneales y células epiteliales 

conjuntivales de pacientes con SS (Kawasaki et al., 2003, Hirai et al., 2006). Durante el 

proceso de metaplasia escamosa, las células de infiltratina Th1 y las NK liberan IFNg en la 

superficie ocular (Jabs et al., 2001). 
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7. Papel del microbioma y el síndrome de Sjögren  

7.1. Composición de la microbiota intestinal 

Algunas anomalías en el desarrollo del sistema inmune podrían deberse a 

defectos en la interacción de la microbiota con los compartimentos inmuno-competentes 

de la mucosa intestinal (Gaboriau-Routhiau et al., 2016). 

Trillones de células bacterianas habitan en varios nichos del cuerpo humano y, a 

lo largo de la evolución, los humanos y las bacterias evolucionaron conjuntamente para 

formar relaciones simbióticas aquella en la que ambos obtienen un beneficio. Entre otras 

contribuciones, las bacterias comensales protegen al huésped contra el crecimiento 

excesivo de patógenos (Kamada et al., 2013), sintetizan ácidos grasos de cadena corta 

digeribles a partir de componentes dietéticos (Canfora et al., 2015) y juegan un papel 

crucial en el mantenimiento de la homeostasis inmune (Honda & Littman 2016). 

Los estudios metagenómicos han establecido que a pesar de la extensa 

variabilidad interpersonal de las distintas especies que componen la microbiota 

intestinal, se mantiene una cierta estabilidad en los patrones metabólicos y los 

metabolitos de dicha microbiota en todos los individuos (Burke et al., 2011; Turnbaugh 

et al., 2009; Kostic et al., 2015). 

El microbioma está formado principalmente por tres grandes filos: Firmicutes 

(Gram-positivos), Bacteroidetes (Gram-negativos) y las Actinobacterias (Gram-positivos). 

Los Firmicutes son las predominantes (60%), incluyendo más de 200 géneros (los más 

importantes son los Micoplasma, Bacillus y Clostridium), y a la vez en cada género existen 

diferentes especies. Los Bacteroidetes y Actinobacterias suponen el 10% cada uno de la 

microbiota intestinal, estando el 20% restante constituido por más de 10 familias 

minoritarias. En total hay más 1000 especies diferentes de bacterias en nuestro intestino 

(Eckburg et al., 2005). Los hongos y Archaea pueden ser también residentes, pero son 

menos del 1% de la población total. 

El genoma bacteriano colectivo de la microbiota intestinal codifica una cifra 

estimada entre 2 y 4 millones de genes, superando al genoma humano en 140 veces (Hao 
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et al., 2004). Por tanto, la adquisición de la microbiota intestinal a partir de la microbiota 

de la madre puede considerarse como la herencia de un genoma paralelo. 

Existen variaciones individuales en un nivel taxonómico más profundo, como las 

variaciones en las densidades de población y la diversidad de las especies bacterianas en 

todo el tubo digestivo. La cavidad oral presenta arquitecturas complejas al contrario que 

el resto del sistema gastrointestinal, que es principalmente tubular. La presencia de 

ácidos biliares en el duodeno o el pH ácido del estómago generan una presión de 

selección ambiental en los microorganismos locales. En la Tabla 3 se resumen los géneros 

más abundantes (cuantificados en unidades formadoras de colonias, UFC) en cada uno 

de los tramos del tracto gastrointestinal. 

Tabla 3.- Géneros bacterianos más abundantes en cada uno de los tramos del tracto 
gastrointestinal 

Localización Cuantificación Géneros 

Estómago 
104 UFC/gr 

contenido intestinal 

Helicobacter pylori (Filo:Proteobacteria) 

Lactobacillus (Filo: Firmicutes) 

Streptococcus (Filo: Firmicutes) 

Duodeno 
103-104 UFC/gr 

contenido intestinal 

Helicobacter pylori (Filo: Proteobacteria) 

Lactobacillus (Filo: Firmicutes) 

Streptococcus (Filo: Firmicutes) 

Staphylococcus (Filo: Firmicutes) 

Yeyuno 
105-107 UFC/gr 

contenido intestinal 

Helicobacter pylori (Filo: Proteobacteria) 

Lactobacillus (Filo: Firmicutes) 

Streptococcus (Filo: Firmicutes) 

Bacillus (Filo: Firmicutes) 

Ileon 
107-108 UFC/gr 

contenido intestinal 

Bacteroides (Filo: Bacteroidetes) 

Clostridium (Filo: Firmicutes) 

Enterobacteriaceae (Filo: Proteobacteria) 

Enterococcus (Filo: Firmicutes) 

Lactobacillus (Filo: Firmicutes) 

Veillonella (Filo: Firmicutes) 
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Colon 
1010-1011 UFC/gr 

contenido intestinal 

Bacteroides (Filo: Bacteroidetes) 

Bacillus (Filo: Firmicutes) 

Bifidobacterium (Filo: Actinobacteria) 

Clostridium (Filo: Firmicutes) 

Enterococcus (Filo: Firmicutes) 

Eubacterium (Filo: Firmicutes) 

Fusobacterium (Filo: Fusobacteria) 

Peptostreptococcus (Filo: Firmicutes) 

Ruminococcus (Filo: Firmicutes) 

Streptococcus (Filo: Firmicutes) 

 

7.1.1. Evaluación del microbioma 

Las estrategias para estudiar las características y funciones de la microbiota 

intestinal se dividen en dos enfoques, uno basado en el cultivo y otro independiente del 

cultivo. Por una parte, el cultivo bacteriano permite una identificación de bajo coste, pero 

laboriosa, de especies bacterianas dentro del intestino, proporcionando análisis 

funcionales del microbioma. No obstante, aunque esta metodología ha mejorado 

significativamente en la última década al aumentar el número de bacterias cultivables del 

30 al 70% del total de las comunidades intestinales, todavía ofrece una visión limitada de 

la diversidad microbiana (Zuo, 2019). Por otro lado, uno de los principales enfoques 

independientemente del cultivo para para la identificación taxonómica de bacterias es la 

secuenciación del ARN ribosómico 16S (ARNr) o de genomas completos de los 

microorganismos intestinales. 

El empleo de uno u otro método es muy relativo a los objetivos de la investigación. 

El ARNr 16S está altamente conservado entre especies bacterianas, pero también 

contiene regiones variables que permiten señales filogenéticas para la clasificación 

taxonómica. Los nombres taxonómicos se asignan generalmente al hacer coincidir las 

secuencias de ADN con las bases de datos de referencia; tres de las bases de datos más 

caracterizadas y utilizadas son Greengenes (McDonald et al., 2012), Ribosomal Database 

Project (RDP) (Cole et al., 2014) y Silva (Pruesse et al., 2007). El estudio del ARNr 16S es 

adecuado para el análisis de un gran número de muestras, aunque puede presentar una 
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resolución taxonómica y funcional algo limitada, ya que no se dirigen a todo el contenido 

genómico de una muestra (Jovel et al., 2016). Por otro lado, la metagenómica de genoma 

completo ha aumentado la resolución, lo que permite perfilar la composición taxonómica 

y el potencial funcional de las comunidades microbianas, así como descubrir nuevos 

genes y genomas bacterianos. Sin embargo, este enfoque supone un mayor coste y 

requiere análisis bioinformáticos más complejos (Quince et al., 2017) (Tabla 4). 

Por otra parte, la contaminación durante la recogida de muestras, la conservación 

(ciclos de congelación-descongelación o tampones de almacenamiento) y el aislamiento 

de ácidos nucleicos, en los que los kits comerciales para el aislamiento de ADN y ARN 

tienen una eficacia diferente para lisar microbios específicos, están afectando 

sustancialmente la precisión de los datos metagenómicos (Fricker et al., 2019).  

Es importante destacar que los enfoques mencionados anteriormente solo 

describen la presencia de microorganismos o genes, pero no son capaces de describir los 

miembros activos de los inactivos de un microbioma dado. En este sentido, la 

secuenciación de ARN (RNASeq) proporciona genes y rutas dentro de un microbioma. Por 

el contrario, su diseño experimental es muy complejo y presenta limitaciones, y por lo 

general no es capaz de capturar todos los perfiles de metatranscriptoma debido a la alta 

diversidad y proporciones relativas de algunas comunidades microbianas, así como a la 

corta vida media del ARN (Shakya et al., 2019) (Tabla 4). 

Se pueden emplear otras metodologías directas, como la microscopía electrónica 

de barrido, para visualizar la organización microbiana en muestras fijas, pero esta no es 

la tecnología de elección para identificar taxones individuales en comunidades complejas 

(Earle et al., 2015). Otro ejemplo es la hibridación in situ por fluorescencia (FISH) con 

sondas de oligonucleótidos dirigidas a ARNr para identificar, visualizar y cuantificar los 

miembros de la comunidad microbiana en muestras fijadas. Sin embargo, está limitado 

por el pequeño número de organismos filogenéticamente diferentes detectables 

simultáneamente (Lukumbuzya et al., 2019). 
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Tabla 4.- Enfoques genómicos para estudiar comunidades microbianas. 

Métodos Pros Contras 

Análisis del gen 16S (ARNr 

16S) 

- Preparación y análisis de 
muestras rápidos y 
económicos. 

-Útil en muestras de baja 
biomasa y altamente 
contaminadas del 
hospedador. 

-Grandes conjuntos de 
datos públicos para 
comparar. 

-Sin discriminación viva / 
muerta o activa. 

- Puede existir sesgo de 
amplificación. 

-Sesgo introducido por la 
elección de cebadores y 
regiones variables. 

- Resolución limitada 
normalmente a nivel de 
género. 

Análisis del metagenoma 

completo 

-Identificación microbiana 
taxonómica y filogenética 
hasta la resolución de 
cepas para organismos 
conocidos. 

-Abundancia relativa de 
genes funcionales de 
bacterias. 

-Sin sesgos relacionados 
con la PCR. 

-Análisis costosos y 
laboriosos. 

-Contaminación fecuente 
con el ADN proveniente del 
hospedador 

- Sin discriminación activa 
de vivo / muerto  

-Posibilidad de artefactos 
de ensamblaje en 

genomas microbianos. 

Análisis del 

metatranscriptoma 

-Estimación de la 
transcripción activa de 
microorganismos cuando 
se combina con el análisis 
de genes marcadores. 

-Captura de la variación 
dinámica intraindividual y 
la respuesta a la 
intervención y la 
exposición al evento. 

-La preparación de 
muestras es más cara, 
laboriosa y compleja. 

-Contaminación frecuente 
con el ARNm del 
hospedador y necesidad de 
eliminar el ARNr. 

-Recolección y 
almacenamiento de 
muestras muy cuidadoso. 

-Se necesita secuenciación 
de ADN bidireccional para 
separar la tasa de 
transcripción de los 
cambios en la abundancia 
bacteriana. 
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También podrían emplearse tecnologías metabolómicas y metaproteómicas que 

utilizan espectrometría de masas (MS) y espectrometría de resonancia magnética nuclear 

(RMN). De igual forma, son enfoques interesantes para caracterizar los perfiles 

moleculares del microbioma humano. Se han utilizado para cuantificar proteínas y 

metabolitos como vitaminas, sales biliares, ácidos grasos y polifenoles producidos por el 

microbioma (Willis et al., 2020). 

En general, la estructura y las funciones del microbioma no se pueden caracterizar 

empleando una sola estrategia. Los análisis de metagenómica deben complementarse 

con datos de metatranscriptómica, metaproteómica y metabolómica, así como con 

información clínica y dietética completa para llevar a cabo estudios de investigación de 

microbiomas completos e informativos. 

7.2. El microbioma y la autoinmunidad 

La disbiosis, considerada como un cambio de la microbiota que conduce a la 

disregulación de la homeostasis inmune y metabólica, de forma crónica, puede contribuir 

o predisponer a una amplia gama de enfermedades inflamatorias como alergia, asma, 

obesidad, trastornos metabólicos y trastornos autoinmunes. (West et al., 2015). 

Las enfermedades autoinmunes son enfermedades multifactoriales que implican 

predisposición genética, factores ambientales, influencias hormonales, así como un 

sistema inmunitario desordenado (Van der Meulen et al., 2016). 

Estudios enfocados en linajes bacterianos específicos han revelado que 

Bacteroides fragilis, miembro del filo Bacteroidetes (Serreze et al., 2000), presenta la 

habilidad de reducir la inflamación intestinal, mientras que las bacterias segmentadas 

filamentosas son capaces de activar la producción de IL, generadas por los linfocitos para 

establecer comunicación entre las diferentes subpoblaciones de linfocitos, 

concretamente la IL-17 generada por los linfocitos T helper CD4+ (Th17), lo que estimula 

la respuesta autoinmune y la producción de IL inflamatorias (Geuking et al., 2011; Kriegel 

et al., 2011; Mazmanian et al., 2008).Es interesante que la inducción Th17 es dependiente 

de la predisposición genética individual (Geuking et al., 2011). 
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Existen hipótesis, como la “The old friends hypothesis”, que propone que el 

mantenimiento de una microbiota normal es promovido por unos niveles altos de 

linfocitos T reguladores, que secretan IL-10 y factor de crecimiento transformante β 

(TGFβ), lo que disminuye la inflamación (Rook GA et al., 2005; Geuking et al., 2011). De 

hecho, proponen que esta respuesta simbiótica relaciona una variedad de linfocitos T 

reguladores con una compleja flora intestinal (simbióticos, comensales potencialmente 

patógenos y microorganismos patógenos). Todas estas respuestas juntas, son las 

responsables de mantener la autotolerancia, y sugieren un importante papel de las 

bacterias probióticas (bacterias que benefician al huésped) en el mantenimiento de una 

flora intestinal saludable (Vaarala et al., 2008). 

Varios estudios han destacado posibles vínculos mecanicistas entre el microbioma 

y la autoinmunidad (Yamamoto EA et al., 2020; Li B et al., 2018). Recientemente, ratones 

híbridos F1 predispuestos a la autoinmunidad (NZW x BXSB) y ratones C57BL/ 6 libres de 

gérmenes monocolonizados con Enterococcus gallinarum fueron usados para demostrar 

la translocación de este microbio al hígado y a otros tejidos sistémicos en los modelos de 

ratones, lo que resultó en la promoción de la autoinmunidad (Manfredo et al., 2018) 

Además, en otro estudio se detectó ADN específico de E. gallinarum en biopsias 

hepáticas de tres pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) pero no en controles 

sanos, lo que respalda aún más su relevancia. Un estudio probó la hipótesis de que los 

linfocitos T reactivos a Ro60 (protenía recombiante de 60 kilodaltons) también pueden 

activarse mediante péptidos de la microbiota comensal utilizando hibridomas de células 

T de ratones transgénicos HLA-DR3 que reconocen tres regiones del autoantígeno Ro60 

relacionado con SS (Szymula et al., 2014). 

Otro estudio descubrió que las bacterias comunes de la piel, la cavidad oral y el 

intestino portan ortólogos (aquellos genes o proteína que tienen la misma identidad en 

distintas especies) de Ro60 (proteína frente a la cual se generan los autoanticuerpos en 

el SS), contra los cuales los anticuerpos podrían reaccionar de forma cruzada con Ro60 

humano y, por lo tanto, pueden iniciar y mantener la autoinmunidad (Greiling et al., 

2018). 

Además, un estudio sobre la transferencia de contenido fecal entre diabéticos no 

obesos (DNO) masculinos y femeninos mostró que el microbioma intestinal influye en las 
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diferencias a la susceptibilidad específica autoinmune intersexos al inducir protección 

dependiente de testosterona (Markle et al., 2013). Por lo tanto, una creciente evidencia 

sugiere que las bacterias comensales pueden estar involucradas como desencadenantes 

de la autoinmunidad. 

Es más, las bacterias del microbioma se ponen en contacto con el sistema 

inmunitario de la mucosa intestinal y, tras varias interacciones, pueden conducir a una 

disbiosis con inflamación local e interrupción de la barrera intestinal. Como consecuencia 

encontraremos citoquinas proinflamatorias en la circulación sistémica, aumento de la 

inflamación y una mayor exposición a antígenos con el aumento de la producción de 

autoanticuerpos. Otros autores han sugerido que los linfocitos T y B en la mucosa 

interfieren y promueven significativamente la homeostasis inmune trabajando en dos 

campos diferentes, aprovechando la respuesta inmune contra los microbios beneficiosos 

y manteniendo la integridad de la barrera intestinal (Honda et al., 2016). 

Algunas bacterias presentan habilidades únicas para un efecto concreto, 

fomentando la activación y polarización de ciertos subconjuntos de linfocitos. Por 

ejemplo, experimentos en ratones revelaron que las células T helper 17 (Ferro et al., 

2017) se ven favorecidas por las bacterias filamentosas en el intestino delgado, que 

podría terminar favoreciendo la enfermedad autoinmune (Ivanov et al., 2009, Wu et al., 

2010). 

Pero la funcionalidad de las células Th 17 podría presentar los dos lados de la 

misma moneda, ya que pueden actuar previniendo la infección o ser patógenas al 

secretar citoquinas proinflamatorias (Christina et al., 2018). Actualmente, no está 

claramente entendido el mecanismo exacto que rige este procedimiento de 

diferenciación. 

Otra subpoblación de linfocitos importantes son los linfocitos T reguladores 

(Treg). Los Tregs tienen una contribución esencial en la tolerancia inmune a los antígenos 

de origen dietético y los microbios intestinales. Los estudios sobre la importancia de la 

influencia de la microbiota intestinal en la inducción de Tregs todavía está en fases 

incipientes. Por ejemplo, es conocido que las especies de Clostridium inducen Tregs en el 

intestino con un rendimiento antiinflamatorio (Atarashi et al., 2011, Atarashi et al., 2013). 
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Por lo tanto, la microbiota comensal o patógena podría funcionar potencialmente 

como desencadenante ambiental del SS, pero su papel en la enfermedad apenas 

comienza a entenderse. En el SS, la inflamación autoinmune altera la función de barrera 

mucocutánea y podría contribuir a favorecer la disbiosis y la colonización con especies 

patógenas en la boca y el tracto gastrointestinal, pulmones, ojos y vagina. Por lo tanto, 

es importante tener en cuenta que las observaciones de disbiosis en casos de SS no 

necesariamente significan que estas condiciones existieran antes del inicio de la 

enfermedad y confieran un mayor riesgo de enfermedad. 

7.3. El microbioma y el síndrome de Sjögren 

Hasta ahora, algunos estudios han explorado el microbioma intestinal en 

pacientes con SS. Un estudio comparó pacientes con SS (n = 39) y LES (n = 30) con los 

controles sanos (n = 965) encontrando que la microbiota fecal en ambas cohortes de 

pacientes se caracterizaba por una menor riqueza bacteriana y una menor proporción de 

Firmitutes/ Bacteroidetes en comparación con los controles sanos (Van der Meulen et 

al., 2019). 

En otro estudio, se analizaron muestras de heces de 42 pacientes con SS y 35 

controles sanos pareados por edad y sexo (Mandl et al., 2017), encontrando que la 

disbiosis severa fue significativamente más prevalente en pacientes con SS que en los 

controles sanos (21% vs. 3%), y los pacientes con disbiosis severa tuvieron puntajes en el 

índice EULAR de actividad de la enfermedad del SS (ESSDAI) más altos, menor 

complemento C4 y niveles más altos de calprotectina fecal. ESSDAI es un índice de 

actividad de la enfermedad sistémica que fue diseñado para medir la actividad de la 

enfermedad en pacientes con SSP. El ESSDAI ahora se usa como “gold estándar” para 

medir la enfermedad en estudios clínicos. 

De Pavia et al., (2016), no encontraron diferencias en el microbioma conjuntival 

de pacientes con SS en comparación con controles sanos, pero sí diferencias significativas 

en la composición de su microbioma oral y fecal. Además, el índice combinado de 

severidad de SS sistémico y ocular se asoció inversamente con la diversidad microbiana 

fecal. Estos estudios indican que un estado de disbiosis intestinal puede estar relacionado 

con una mayor actividad de la enfermedad en pacientes con SS. 
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Otros autores han analizado el microbioma oral en pacientes con SS. Ya en 2003, 

Almstahl et al., observaron en la saliva de pacientes con SS un aumento de las especies 

de Candida y Streptococcus mutans y un descenso de Fusobacterium nucleatum en 

comparación con pacientes sanos. Del mismo modo, De Paiva et al., (2016) encontraron 

niveles altos de Lactobacillus spp. en muestras de placa supragingival, así como un 

aumento de Staphylococcus aureus junto con Candida albicans en mucosa oral y lengua, 

y una disminución de Leptotrichia y Fusobacterium en pacientes con SS. 

Recientemente, Van der Meulen et al., (2018) investigaron el microbioma de la 

mucosa bucal en pacientes con SS (n = 37), pacientes con queratoconjuntivitis sicca no 

SS (n = 86) y controles sanos (n = 24). Mientras que 19 taxones se asociaron con SS en 

comparación con los controles sanos, el análisis del microbioma no pudo distinguir a los 

pacientes con SS de los controles con queratoconjuntivitis sicca, que se caracterizaron 

por una relación Firmicutes/ Proteobacteria más alta. Se han observado datos 

comparables en un estudio de pacientes chinos con SS (Li et al., 2016), donde los autores 

encontraron que el estado de la enfermedad y la tasa de secreción salival explicaban la 

variación en la composición bacteriana (Van der Meulen et al., 2018). 

Del mismo modo, en un estudio empleando lavados orales, el mismo grupo 

informó que la tasa de secreción salival tenía una influencia más fuerte en el microbioma 

que el estado de la enfermedad (Van der Meulen et al., 2018 bis), lo que también fue 

confirmado en un tercer estudio (Van der Meulen et al., 2019). 

Otro pequeño estudio no pudo identificar diferencias significativas en el 

microbioma vaginal de pacientes premenopáusicas con SS (n = 9) con sequedad vaginal 

en comparación con los controles sanos (n = 8) (Van der Meulen et al., 2019 bis) 

En general, los estudios de la microbiota en pacientes con SS se han centrado 

principalmente en el microbioma intestinal y oral. Aunque la mayoría de los estudios 

informan estados de disbiosis en pacientes con SS, los resultados no son concluyentes. 

Por ejemplo, mientras varios estudios informaron una abundancia relativa menor de 

estreptococos orales (De Pavia et al., 2016; Li et al., 2016, Siddiqui et al., 2016), otro 

estudio indicó que su abundancia fue mayor (Van der Meulen et al., 2018 bis). Algunos 

investigadores han revelado el agotamiento de Faecalibacterium, Bacteroides, 

Parabacteroides y Prevotella y el aumento de los géneros Escherichia, Shigella y 
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Streptococcus (De Pavia et al., 2016) 

La mayoría de los estudios han incluido pocos pacientes con SS que pueden no 

representar con precisión a toda la población de SS. Además, cabe esperar diferencias 

regionales y étnicas en la composición del microbioma.  

Se ha propuesto repetidamente un vínculo entre las infecciones y el SS, y se ha 

sugerido que tanto los virus como las bacterias son posibles desencadenantes del 

desarrollo del SS (Chao et al., 2017) sin embargo, cabe destacar que un estudio 

epidemiológico reciente no pudo verificar ninguna conexión significativa entre un 

historial de infecciones gastrointestinales y un mayor riesgo de SS (Mofors et al., 2019). 

No está claro si las alteraciones reportadas de la microbiota constituyen un factor 

de riesgo para SS o más bien reflejan eventos posteriores a las alteraciones de nicho que 

siguen al desarrollo de SS. 

Estudios empleando ratones con predisposición genética a la dacrioadenitis han 

comprobado que la microbiota intestinal puede cambiar el curso de la enfermedad. Así 

los ratones libres de gérmenes tuvieron una mayor alteración de la barrera corneal, 

menor densidad de células caliciformes y un inicio más temprano de dacrioadenitis que 

los ratones convencionales (Zaheer et al.,2018), por lo que parece que las bacterias 

intestinales podrían ser un factor protector de la inflamación de la glándula lagrimal. Es 

por ese motivo por el que se han realizado trasplante fecal desde ratones normales a 

ratones libres de gérmenes observándose la reducción de células T CD4 hasta niveles 

basales (Zaheer et al.,2018). Esta teoría de que el cambio en la microbiota intestinal 

puede ser causa de cambios en la evolución de patología inflamatoria (y entre ellas el SS) 

ha sido ratificada con el hecho de que el aporte oral del probiótico Lactobacillus reuteri 

DSM17938 a ratones mutados sin capacidad para la expresión de células reguladoras hizo 

que aumentara su supervivencia desde los 25 días en los ratones no suplementados hasta 

los 120 días en los ratones con aporte de Lactobacillus. Además, ese aumento de la 

supervivencia fue asociado a la disminución de los células Th1 así como a una disminución 

de la autoinmudidad sistémica en hígado y pulmón. (Zaheer et al., 2018). 

Es importante tener en cuenta que pacientes con SS presentan en un porcentaje 

elevado otras patologías autoinmunes por lo que realmente puede haber ciertos factores 
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de confusión en algunos estudios. 

Es probable que la suma de factores genéticos, sumados a los factores 

ambientales y entre ellos la disbiosis generen esa cascada de acontecimientos que llevan 

a los pacientes a presentar una enfermedad de tipo autoinmune, entre ellas el SS (Figura 

5). 

 

Figura 5. El desarrollo de enfermedades autoinmunes sistémicas en el tiempo (Van der 
Meulen et al., 2016). 

Parece según lo expuesto que podría existir una unión entre la alteración en el 

microbioma y el SS. Además, sabemos que en el SS existe un proceso de disregulación 

inmune, motivo por el que es considerada una enfermedad de tipo autoinmune y por lo 

tanto el mimetismo molecular (como posible mecanismo para la autoinmunidad) podría 

explicar la conexión microbioma-SS (Szymula et al., 2014), así como una respuesta 

inmune disregulada que combatiera el microbioma normal podría considerarse como 

una vía potencial en la patogénesis de SS y la perpetuación de la enfermedad. Aunque 

realmente sólo algunos datos son los que sugieren esta hipótesis en la actualidad.  

En general, se acepta el papel fisiopatológico de los linfocitos B autorreactivos y 

los linfocitos Th17 en SS y la implicación directa o indirecta del microbioma humano. 
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Las células Th17 están presentes en las glándulas salivales de pacientes con SS y 

también en sangre periférica. Por lo tanto, podría ser una hipótesis sólida que el aumento 

de esta población a consecuencia de la disbiosis, conduzca a la circulación de ellas 

llegando a las glándulas exocrinas. Desafortunadamente, todavía no está claro si el origen 

de las Th17 es la lámina propia del intestino y si la inmunidad intestinal desencadena 

procedimientos autoinmunes en sitios distales (es decir, glándulas salivales) (Van der 

Meulen et al.,2016). 

En definitiva, diversos estudios sobre SS han presentado evidencia en el cambio 

del microbioma oral, de la piel y del intestino (Szymula et al., 2014, Lu et al, 2014) pero 

no una conexión directa que nos lleve a la hipótesis de si el microbioma realmente juega 

un papel tan importante que pueda llevarnos a formas novedosas de tratamiento, como 

las intervenciones dietéticas, que podrían teóricamente ofrecer una alternativa a las 

terapias inmunosupresoras tradicionales. 
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8. Papel de la barrera intestinal en el síndrome de Sjögren  

8.1. Función de la barrera intestinal. 

Los enterocitos son las células más abundantes del epitelio intestinal. 

Principalmente, se encargan de la absorción de nutrientes y la secreción de agua y cloro 

al lumen intestinal. Las sustancias que se encuentran en la luz intestinal pueden atravesar 

el epitelio a través de la ruta transcelular, o entre las células a través de la ruta paracelular 

(Figura 6). 

 
Figura 6. Rutas para y transcelular en la barrera intestinal. Complejos de unión intercelulares. 

(Salvo- Romero et al., 2015) 

El flujo pasivo de solutos a través de la barrera intestinal se produce 

principalmente a través de la ruta paracelular, dependiendo de la regulación de la unión 

estrecha intercelular. Ésta presenta resistencia eléctrica de los tejidos epiteliales, que 

depende del número y la complejidad de los filamentos de proteínas transmembranosas 

dentro de la unión estrecha. En la actualidad se sabe que las uniones estrechas, 

consideradas hasta el momento como estructuras estáticas, son en realidad dinámicas y 

se adaptan fácilmente a diversas circunstancias de desarrollo, fisiológicas y patológicas. 

Los complejos de unión intercelulares, compuestos por uniones estrechas, 

uniones adherentes, uniones comunicantes y desmosomas, son estructuras dinámicas 
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que restringen el paso de macromoléculas de más de 50 armstrong. La integridad y la 

estructura de la célula epitelial es modulada en gran parte por el citoesqueleto, formado 

principalmente por actina, miosina y filamentos intermedios. Las células se adhieren a la 

membrana basal a través de los hemidesmosomas. Las uniones estrechas se componen 

principalmente de claudinas, ocludinas y proteínas JAM (moléculas de adhesión 

funcional), las cuales se asocian a las zónulas ocludens que conectan con el citoesqueleto. 

Las uniones adherentes se componen de caderinas, como la E-caderina, la cual se une a 

las cateninas (α y β cateninas) que conectan con el citoesqueleto. Los desmosomas están 

compuestos principalmente por desmocolina y desmogleína, las cuales interaccionan con 

la desmoplaquina que está conectada a los filamentos intermedios (Salvo- Romero et al., 

2015). Se ha propuesto que la alteración de la microbiota (disbiosis) lleva a una 

permeabilidad intestinal aumentada debido a la disminución de expresión de proteínas 

de unión estrecha. Esto se acompaña de la absorción de antígenos de la dieta o de 

patógenos, que desencadenan inflamación y una hiper respuesta inmune de la mucosa 

(Neu et al., 2010; Vaarala et al., 2008). Se ha visto, que dietas ricas en grasas modifican 

la microbiota intestinal y por tanto la permeabilidad intestinal. Esta dieta aumenta la 

oxidación de ácidos grasos en el hígado y tejido adiposo, y la evidencia disponible sugiere 

que las especies reactivas de oxígeno (ERO) generadas, reducen la producción de moco 

en el epitelio intestinal. Uno de los efectos más precoces de estas ERO es la disrupción 

de las uniones estrechas de las células epiteliales del intestino (Schulzke et al., 2009). Así, 

la integridad debilitada de la barrera intestinal permite la traslocación intestinal de 

bacterias (Brownlee et al., 2007). Además, la producción de malondialdehido, como 

resultado de la oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados, induce daño a las 

membranas celulares epiteliales, aumentando la permeabilidad de las uniones estrechas 

(Hall et al., 2001; Muccioli et al., 2010). 

En modelos murinos, se ha estudiado cómo se modifica la pared intestinal al 

modificar la microbiota. Los ratones “libres de gérmenes” tienen vellosidades intestinales 

más largas y finas, lo que aumenta la superficie y puede facilitar la absorción de nutrientes 

desde el intestino. Además, estos ratones tienen aumentada la expresión de genes que 

codifican transportadores en el intestino (Bäckhed et al., 2011). Sin embargo, estas 

estructuras son más vulnerables a las infecciones. Tras colonizarlos con microbiota 
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intestinal normal, la composición celular cambia completamente y las vellosidades se 

acortan y ensanchan y aumenta la expresión de moléculas que son esenciales para 

mantener la función de barrera (Hooper et al., 2001). Aún más, la colonización del 

intestino promueve el reclutamiento de células inmunes en el intestino delgado y la 

formación del tejido linfoide asociado a intestino (TLAI) (Mazmanian et al., 2005). Algunos 

estudios han demostrado que los sistemas inmune innato y adaptativo se complementan 

para mantener el mutualismo entre huésped y microbiota (Slack et al., 2009). 

La toxina zonulina ocludens (Zot) es una enterotoxina producida por el Vibrio 

cholerae, que en su extremo COOH-terminal se une a una proteasa específica activadora 

del receptor celular unido a una porción intracelular y la activa, por lo que se produce la 

apertura reversible de las uniones estrechas intercelulares. La activación de Zot está 

mediada, a su vez, por una cascada de eventos intracelulares que, mediante la 

polimerización de la protein-quinasa C separa la red de microfilamentos de actina (Singh 

et al., 2009). Parece que las zonas de unión a Zot están presentes en yeyuno e íleon pero 

no en colon y disminuye en las criptas de las vellosidades intestinales. 

La investigación básica ayudó a identificar un homólogo en el intestino de 

humanos fallecidos, al que llamaron Zonulina (Fasano A et al., 2011). 

El descubrimiento de la zonulina, una proteína de 4kDa precursora de 

haptoglobina 2 (Pre-HP2) que modula reversiblemente la permeabilidad de las uniones 

estrechas, nos da información de cómo es regulada la función de la barrera intestinal en 

la salud y la enfermedad (Wang et al., 2000). El descubrimiento de esta molécula 

aumentó la comprensión de los intrincados mecanismos que regulan la vía paracelular 

epitelial intestinal y nos llevó a apreciar que su regulación positiva en individuos 

genéticamente susceptibles conduce a enfermedades autoinmunes. 

La zonulina fue identificada (Fasano et al., 2011) como una proteína capaz de 

aumentar la permeabilidad intestinal en primates, ya que disminuye la resistencia 

eléctrica transepitelial en yeyuno (35.3%) e íleon (25.6%), pero no en colon. La secuencia 

de aminoácidos NH2 terminal de la zonulina muestra grandes similitudes con las 

inmunoglobulinas. Se sabe que la zonulia participa en el sistema inmune intestinal (Figura 
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7) y está elevada en numerosas enfermedades autoinmunes, en las cuales la disfunción 

de las uniones estrechas parece ser el defecto inicial (Sapone et al., 2006).  

 
Figura 7. Mecanismos propuestos por los que la zonulina activa EFGR (receptor del factor del 
crecimiento epidérmico). A través de la unión directa (1) o a través de la activación de PAR2 

(receptor de proteína G) (2), mediado por señal Src (2a) o por liberación de MMPs 
(metaloproteinasas) y/o ADAMS (desintegrina y metaloproteinasa) (2b) que activarán Pro-HB-

EGF (proteasas y factor de crecimiento epidérmico que se une a la heparina). 

El procesamiento de la zonulina en su forma madura de dos cadenas produce 

cambios conformacionales que le impiden unirse a EGFR (3), pudiendo convertirse en un 

marcador de inflamación (Fasano et al., 2011). 

Otras moléculas implicadas en la permeabilidad intestinal son la β-catenina, cuya 

fosforilación es inducida por probióticos, ya que pueden fortalecer el complejo E-

cadherina/ β-catenina, sustentando el mantenimiento de las uniones de adhesión por el 

lugar de unión de la E-cadherina al citoesqueleto (Gooding et al., 2004). Así también el 

butirato, un ácido graso de cadena corta producido por algunas bacterias presentes en la 

luz intestinal, mejoran la organización de las uniones estrechas (Lewis et al., 2010) y 

estimulan la síntesis de mucina, una glicoproteína que mantiene la integridad del epitelio 

intestinal (Paassen et al., 2009). Este hecho reduce la traslocación bacteriana y disminuye 

la permeabilidad intental. 

8.2. Inmunología de la mucosa intestinal 
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El epitelio intestinal es la superficie mucosa más extensa del cuerpo humano y 

proporciona una amplia superficie de interfase entre el medio externo y el hospedador. 

La pared intestinal está constituida por cuatro capas: serosa, muscularis externa, 

submucosa y mucosa (Figura 8). 

 

Figura 8. Pared intestinal (Pawlina et al., 2020). 

La interacción de la capa de moco, de linfocitos productores de IgA, péptidos 

antimicrobianos y un de complejo sistema de barrera epitelial formado por uniones 

estrechas y de adhesión (Ohland & Macnaughton 2010) hace que sea la primera línea de 

defensa frente a antígenos y asegura interacciones específicas entre los antígenos 

luminales y el huésped, modificando constantemente los mecanismos locales y 

sistémicos de inmunidad (Fagarasan et al., 2002). 

Se considera tejido linfático o linfoide a una forma especial de organización del 

tejido conjuntivo, constituido por tejido conjuntivo reticular como integrante del estroma 

y un conjunto de células en el que la mayor parte de sus componentes celulares 

funcionales son los linfocitos. Por lo tanto, cualquiera que sea la estructura u órgano 
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linfático que exista en nuestro organismo, el tejido linfático está constituido por tres 

componentes:  

• Un componente fibrilar integrado por fibras reticulares (colágena tipo III) que se 

disponen en la forma de una red tridimensional.  

• Un tipo especial de fibroblastos denominados, células reticulares, situadas en los 

puntos de intersección de las fibras que ellas mismos elaboran.  

• En este entramado fibrocelular se disponen células linfáticas de diversa estirpe 

que ocupan los espacios de esa red tridimensional. También células plasmáticas 

y macrófagos libres. 

El tejido linfoide asociado al intestino (TLAI) forma parte del tejido linfoide 

asociado a mucosas (MALT) el cual es considerado un conjunto de células linfoides sin 

organización ni estructura estando asociados a la mucosa de las diferentes partes del 

cuerpo animal. Así existe MALT asociado a la zona bronquial, al intestino (TLAI), a la 

mucosa nasal o a sociado a la conjuntiva. El TLAI está formado por varias células 

especializadas que desempeñan funciones clave en la defensa del hospedador (Nagler-

Anderson et al., 2001). Uno de los papeles fundamentales del TLAI es la distinción entre 

microorganismos comensales y patógenos (Lanning et al., 2005). El tránsito paracelular 

de macromoléculas está controlado por TLAI, el cual actúa como un sistema de 

contención evitando que antígenos intestinales potencialmente nocivos accedan a la 

circulación sistémica, a través de un proceso mediado por IgA polimérica y linfocitos T 

reguladores. Los microorganismos comensales son cruciales para la maduración y el 

funcionamiento del sistema inmune de la mucosa. 

El TLAI se compone de zonas inductivas (placas de Peyer y folículos linfoides 

aislados) y zonas efectoras (células intraepiteliales y lámina propia) (Ramiro-Puig et al., 

2008) (Figura 9). Las células epiteliales son participantes activos en la inmunidad de la 

mucosa a través de la expresión de receptores de tipo Toll (TLR), que inducen la 

transcripción de respuestas inmunitarias e inflamatorias (Cobrin et al., 2005). 
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Figura 9. Estructura de las distintos componentes del TLAI (Ramiro-Puig et al., 2008). 

Las células de Paneth, una población de células epiteliales intestinales 

especializadas que se sitúan en la base de las criptas intestinales, secretan péptidos 

antimicrobianos (Figura 10). La microbiota puede estimular esta secreción, así como 

inducir la activación de los TLR en las células de Paneth (Brandl et al., 2007; Vaishnava et 

al., 2008). 

TLAI difuso 

TLAI organizado 
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Figura 10. Efectos de la microbiota en la inmunidad (Ubeda et al., 2012) 

El TLAI ejerce un papel defensivo muy importante en el intestino, el cual se 

encuentra constantemente expuesto a una elevada carga antigénica. Su particular 

estructura diferenciada en tejido organizado (placas de Peyer y ganglios linfáticos 

mesentéricos) y tejido difuso permite el desarrollo de una respuesta eficaz y adecuada al 

tipo de estímulo, es decir, frena patógenos invasivos e induce tolerancia oral en respuesta 

a antígenos inocuos, procedentes de la dieta y del propio epitelio intestinal. Los 

anticuerpos secretados, fundamentalmente de isotipo IgA, constituyen también un 

mecanismo de defensa, característico y común, en todas las mucosas del organismo 

(Ramiro-Puig et al., 2008). Así nuestro sistema defensivo podemos decir que está 

mediado y controlado en parte por la interación entre el exterior y nuestra mucosa 

intestinal. 

folículos de linfocitos aislados 
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Los linfocitos son células de carácter defensivo que circulan en nuestro torrente 

sanguíneo, formando parte del sistema inmunológico y siendo ellos los productores de 

anticuerpos. Morita et al., (2011) demostraron que los linfocitos Th se pueden dividir en 

Th1, Th2 y Th17 en función de la expresión de CXCR3 y CCR6, receptores de citoquinas. 

Estos subconjuntos de linfocitos son diferentes debido a la expresión de diferentes 

factores de transcripción, produciendo diferentes citoquinas y ejerciendo diferentes 

capacidades para ayudar a los linfocitos B. Así los linfocitos Th2 aumentan la producción 

de IgG e IgE y los Th17 contribuyen a la secreción de IgG e IgA (Xu et al., 2019). Estudios 

recientes mostraron que los desequilibrios en las subpoblaciones de linfocitos Th están 

asociados con múltiples enfermedades (Ma et al., 2015). Además, las diferencias en la 

función y / o distribución de Th están asociadas con la patogénesis de muchas 

enfermedades autoinmunes, enfermedades infecciosas e inmunodeficiencias de un solo 

gen (Ma et al., 2015). 

Los linfocitos Th, incluyendo los Th1, Th2 y Th17, también se ven influidos por la 

microbiota, que puede inducir la diferenciación Th17 mediante la producción de altos 

niveles de ATP (Atarashi et al., 2008). 

Los linfocitos Th segregan citoquinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-β), en 

respuesta a antígenos que se reconocen como comensales y no patógenos, siendo claves 

para la inmunotolerancia. En condiciones normales, en la mucosa intestinal hay un 

predominio de linfocitos Th, con escasos linfocitos Th1 activados, creando una 

inmunotolerancia que permite la exposición continua a una elevada carga antigénica 

tanto de la microbiota como de la comida (Aderem et al., 2000).

Las células M, células especializadas en presentar antígenos, captan y transportan 

eficientemente diversos microorganismos y antígenos (Jang et al., 2004). Las células M 

desempeñan un papel vital en la respuesta inmunológica que se produce en el intestino 

delgado y el colon, ya que permiten la captación y el transporte de antígenos desde la luz 

intestinal hasta la lámina propia y la submucosa, para que los macrófagos y otras células 

inmunológicas, lleven a cabo la respuesta inmune correspondiente. 

Además, las células dendríticas (principales células inmunitarias presentadoras de 

antígenos) captan antígenos presentes en la luz intestinal mediante la transmisión de las 

dendritas a través de las uniones estrechas entre las células epiteliales, al tiempo que 
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mantienen la integridad de la barrera (Bilsborough J. et al., 2004) y posteriormente 

migran a los ganglios linfáticos (Mellman et al., 2001) donde inducen a los linfocitos T 

naturales (Alpan et al., 2004). Cuando las células dendríticas presentan antígenos, se 

desencadena una serie de reconocimientos por receptores. Los TLR son los primeros que 

participan, ya que dirigen las respuestas inmunitarias activando los fenómenos de 

transmisión de señales que conducen a la expresión de factores como las citoquinas y las 

quimiocinas. Éstas reclutan y regulan las células inmunitarias e inflamatorias que inician 

o intensifican las respuestas inmunitarias del hospedador (Akira et al., 2004).  

Otras células como los mastocitos, parecen colaborar con la respuesta 

inmunitaria adaptativa, liberando mediadores preformados como histamina y 

serotonina, así como mediadores recién sintetizados como leucotrienos, 

prostaglandinas, factor activador de plaquetas, IL-4 y TNFα, muchos de los cuales afectan 

a la permeabilidad intestinal (Xavier et al., 2007).  

9. Tratamiento oftalmológico del síndrome de Sjögren  

La gran mayoría de pacientes con SS precisan tratamiento médico oftalmológico 

para poder mejorar sus síntomas oculares. El tratamiento dependerá de la situación 

clínica de cada uno de ellos, así como de la sintomatología asociada a sus signos clínicos 

evidenciados en una exploración oftalmológica minuciosa. En casos leves en ocasiones 

el tratamiento es mínimo, siendo suficiente pequeñas medidas se lubricación de la 

superficie ocular mientras que en casos moderados o severos el tratamieto es intenso y 

muy variado, el cual exponemos a continuación. 

9.1. Tratamiento oftalmológico para la afectación moderada del síndrome de Sjögren 

Ungüentos lubricantes: son múltiples los ungüentos lubricantes comercializados 

para el tratamiento de la afección moderada del la superficie corneal en pacientes con 

SS, y en general mejoraran a los sustitutos de la lágrima (lágrimas artificiales) en el tiempo 

en el que perduran sobre la superficie ocular. Por otro lado, son peor tolerados en su uso 

diurno debido a la visión borrosa que genera debido a su gran densidad, siendo utilizados 

en la gran mayoría de casos para la hidratación nocturna de los pacientes. 

Agentes inmunomoduladores tópicos:  



 71 

Ciclosporina tópica: la ciclosporina tópica se administra una gota dos veces al día 

y se puede usar junto con lágrimas artificiales. Sin embargo, la eficacia aumenta 

sustancialmente con una dosificación diaria más frecuente (Foulks et al., 2008). El uso 

está contraindicado en pacientes con infecciones oculares activas. Es por ese motivo por 

el que podemos tratar a los pacientes con síntomas o signos persistentes con ciclosporina 

tópica en dosis de hasta cuatro veces al día durante un año antes de considerarlo un 

fracaso del tratamiento. 

En una revisión sistemática de 30 ensayos aleatorizados que evaluaron la eficacia 

de la ciclosporina tópica en todas las formas de ojo seco (independientemente de la edad, 

el sexo, la gravedad, la etiología o la clasificación del ojo seco), los beneficios del fármaco 

sobre los síntomas y signos del ojo seco fueron inconsistente y no siempre excedió el del 

vehículo o el control de lágrimas artificiales durante el período de tiempo del ensayo 

clínico (de Pavia et al., 2019). Estas y otras observaciones han llevado a varios autores a 

cuestionar el uso generalizado y el costo concomitante de la ciclosporina tópica en los 

Estados Unidos (Schwartz et al., 2018). 

Lifitegrast tópico: Lifitegrast tópico (solución oftálmica al 5%) se administra una 

gota dos veces al día y se puede usar junto con lágrimas artificiales. La utilización de este 

fármaco durante seis a ocho semanas de duración parece ser suficiente para evaluar la 

respuesta clínica, ya que se ha observado una mejora en los ensayos clínicos de fase III 

más precoz de lo que se ha informado para la ciclosporina tópica. No ha sido estudiada 

la duración óptima de la terapia con Lifitegrast (Holland et al., 2016). 

Esteroides tópicos: en pacientes con enfermedad de moderada y con signos de 

inflamación ocular que no han respondido a lágrimas artificiales, lubricantes y 

ciclosporina tópica o lifitegrast, se pueden usar esteroides tópicos. El tratamiento suele 

ser de duración limitada debido a la preocupación por los efectos adversos como el 

glaucoma y la formación de cataratas (Marsh et al., 1999). Un aumento de la presión 

intraocular es la principal complicación del uso de esteroides tópicos y requiere controles 

frecuentes de presión para su detección. 

Oclusión puntual: la oclusión puntual mediante tapones puntuales o cauterización del 

punto lagrimal es una alternativa en pacientes con sequedad ocular moderada y con 

hallazgos oculares anormales, en quienes la instilación frecuente de lágrimas artificiales 
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o lubricantes es inadecuada o poco práctica y el uso apropiado de ciclosporina tópica y 

lifitegrast no ha proporcionado un alivio adecuado. 

9.2. Tratamiento oftalmológico para la afectación severa del síndrome de Sjögren. 

Los signos de enfermedad grave pueden incluir erosiones corneales puntiformes 

marcadas o graves, queratitis filamentosa y tinción importante con colorantes para 

córnea y conjuntiva, niveles bajos de Schirmer y un aumento significativo de la 

osmolaridad lagrimal. 

Los pacientes con síntomas frecuentes o constantes deben tratarse inicialmente 

utilizando las medidas descritas para la enfermedad moderada, pero es posible que no 

respondan adecuadamente a estos enfoques por sí solos. Los pacientes con enfermedad 

grave pueden requerir la intensificación de las terapias que ya se están empleando o 

intervenciones adicionales. 

Para estos pacientes, las medidas adicionales que pueden emplearse, 

dependiendo en parte de la preferencia del paciente, incluyen: 

Los insertos oftálmicos de hidroxipropilcelulosa son un dispositivo patentado para 

aliviar el ojo seco de moderado a severo. Estos insertos en forma de arroz se colocan en 

el fondo de saco inferior del ojo donde liberan el demulcente a lo largo del día y lubrican 

la superficie ocular. La visión borrosa es un efecto secundario potencial de su uso. 

Uso de gafas de protección contra la humedad u otras barreras físicas para la 

conservación de las lágrimas.  

Oclusión puntual permanente de los cuatro conductos (Vrabec et al.,1993). 

Consiste en el cierre definitivo de los puntos lagrimales superiores e inferiores mediante 

técnicas quirúrgicas específicas. 

Terapias antiinflamatorias e inmunomoduladoras sistémicas, por lo general, no se 

utilizan terapias antiinflamatorias o inmunosupresoras sistémicas para el tratamiento de 

los síntomas de la sequedad ocular solo como tratamiento de primera línea. Los 

siguientes agentes, que a veces se utilizan en pacientes con enfermedad sistémica o 

extraglandular, a veces también son beneficiosos para los síntomas del ojo seco en 

pacientes con SS, Hidroxicloroquina y Rituximab. 
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Lentes de contacto, las lentes de contacto esclerales permeables al gas de gran 

diámetro pueden usarse en pacientes seleccionados con ojo seco severo (Romero et al., 

2000). Estas lentes están completamente soportadas por la esclerótica y tienen un 

depósito de líquido en el espacio entre la superficie posterior del lente y la superficie 

anterior de la córnea (Van der Worp et al., 2014). Protegen la superficie ocular y 

proporcionan una hidratación continua de la superficie ocular. Las principales 

indicaciones para su uso son la mejora de la agudeza visual y la protección de la superficie 

ocular de las fuerzas de cizallamiento del párpado al parpadear; requieren un proceso de 

ajuste complejo y son costosos, lo que limita su disponibilidad. 

Hemoderivados: varios ensayos aleatorizados y otros estudios han demostrado 

que una dilución del suero del paciente (suero autólogo) puede ser útil en pacientes con 

ojo seco refractario a otros tratamientos (Tsubota et al., 1999). Las lágrimas artificiales 

preparadas a partir de suero de cordón umbilical también se han utilizado en pacientes 

muy secos (Yoon et al., 2007), así como los derivados plaquetarios o el plasma rico en 

factores de crecimiento. 

Neuroestimulador lagrimal intranasal: la Administración de Drogas y Alimentos de 

los Estados Unidos (FDA) ha aprobado un neuroestimulador lagrimal intranasal que 

aumenta la producción natural de lágrimas como un dispositivo domiciliario recetado 

(Sheppard et al., 2019). La punta del dispositivo se inserta a través de la cavidad nasal y, 

cuando se activa, estimula la mucosa nasal, que está inervada por el quinto par craneal 

que también inerva la superficie ocular.  

AINE tópico: las gotas tópicas de antiinflamatorios no esteroideos (AINE) nunca 

deben usarse en pacientes con ojo seco relacionado con SS debido a riesgos potenciales 

como son la lisis corneo-escleral, perforación y queratopatía grave (Guidera et al., 2001). 

Tarsorrafia: la tarsorrafia es un procedimiento quirúrgico en el que una parte o la 

totalidad de los párpados superior e inferior se suturan para proteger la córnea [80]. Este 

procedimiento se aplica principalmente a pacientes con ojo seco con defectos del epitelio 

corneal que no cicatrizan y con riesgo inminente de perforación  

Cirugía corneal: siendo las ablaciones con láser excimer y el trasplante corneal 

técnicas muy utilizadas en pacientes con opacidad corneal secundaria a procesos que 
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afectan a la viabilidad de la córnea, su utilización en pacientes con SS y afectación corneal 

severa es muy baja. Los pacientes con SS y pérdida de agudeza visual no corregible con 

gafa o lentes de contacto sólo podrían mejorar su situación mediante procedimientos 

quirúrgicos sobre la córnea (tratamientos con excimer y/o trasplante corneal). La alta 

tasa de complicaciones asociadas a ellos hace que sea muy infrecuente su utilización en 

paciente con SS. La mayoría de las ocasiones el trasplante queda reservado para casos en 

los que la córnea sufre perforación espontánea y la viabilidad del globo está en riesgo 

(Tzamalys et al., 2021). Las posibilidades quirúrgicas pasan por el trasplante en caliente 

o por el uso de membrana amniótica para intentar frenar la lisis corneal, habitualmente 

asociada a la presencia de la exposición prolongada del estroma corneal en ausencia de 

epitelio suprayacente viable (Berguiga et al 2013). 

9.3. Manejo oftalmológico del síndrome de Sjögren en la Unidad de córnea y 

segmento anterior del Hospital La Arruzafa 

Es habitual en la práctica clínica tener pacientes crónicos con SS y alteración 

corneal severa. El daño continuado del epitelio corneal, junto con los defectos epiteliales 

persistentes hacen que los pacientes presenten leucomas, en una parte no despreciable 

de ellos que les impiden alcanzar unas adecuadas agudezas visuales. La irregularidad 

corneal generada por los leucomas corneales además de pérdida de visión por opacidad 

corneal genera pérdida de visión por irregularidad corneal. Para este grupo de pacientes 

las soluciones terapeúticas pasan por la utilización de lentes de contacto que consigue 

minimizar el astigmatismo irregular de la cara anterior de la córnea, aunque no la 

opacidad corneal o proceder a la utilización de procedimeintos quirúrgicos como las 

ablaciones corneales con láser excimer o los trasplantes corneales. 

La práctica clínica habitual nos muestra un número importante de pacientes con 

SS, los cuales no sólo presentan síntomas leves, moderados o severos de ojo seco, si no 

que también presentan sígnos de afectación corneal que varía desde epitelopatía leve a 

leucomas severos con adelgazamiento corneal. El manejo de los casos leves nos permite 

conseguir resultados óptimos para nuestros pacientes, pero en los casos graves nos 

vemos muy limitados debido a que las alternativas quirúrgicas han sido reportadas como 

opción en la fase desesperada de la enfermedad, cuando la la viabildiad del globo está en 
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peligro (Tzamalys et al., 2021). En aquellos pacientes en los que tenemos una merma 

importante de la visión, no solucionable mediante opciones no invasivas (gafas o lentes 

de contacto gas permeables, LCGP) en ocasiones no ofrecemos las alternativas 

quirúrgicas que en otros grupos de pacientes podrían mejorarles la calidad de vida, por 

miedo a las complicaciones reportadas cuando se tiene el SS como enfermedad de base. 

Este perfil de paciente con lesión corneal severa, pérdida de visión no mejorable 

con gafa o LCGP, suele quedar en una situación de limbo en el que el balance riesgo - 

beneficio no nos permite mejorar su situación oftalmológica. 

Estos hechos nos han llevado a analizar la base de datos de los pacientes 

trasplantados desde enero de 1999 hasta abril de 2021 en el Hospital de la Arruzafa de 

Córdoba, para valorar cuál es el porcentaje de pacientes con SS a los cuales les ha sido 

indicado un trasplante corneal con finalidad visual.  

Las técnicas de trasplante en la actualidad se dividen en técncias endoteliales 

(DSAEK, queratoplastia endotelial automatizada con retirada de membrana descemet y 

DMEK, queratoplastia endotelial de la membrana de descemet), técnicas para tratar el 

estroma corneal preservando el endotelio corneal (DALK, queratoplastia laminar anterior 

profunda y SALK, queratoplastia laminar anterior superficial) así como la QPP, 

queratoplastia penetrante o queratolastia que recambia todas las capas de la córnea. 

De los 1.591 trasplantes realizados desde 1999 hasta abril de 2021 en el Hospital 

de la Arruzafa, la gran mayoría de los pacientes han sido intervenidos mediante trasplante 

endotelial para resolución de patología del endotelio corneal. Entre ellos 671 pacientes 

intervenidos mediante técnica DSAEK y 273 pacientes intervenidos mediante técnica 

DMEK. Eso significa que el 59,33% de la patología intervenida ha sido patología asociada 

a la disfunción endotelial aislada. En el resto de las ocasiones se ha realizado una cirugía 

para casos donde había daño estromal aislado o daño estromal asociado a daño 

endotelial, QPP/DALK/ SALK. De ese grupo de pacientes 143 se intervinieron mediante 

técnica DALK, 462 mediante técnica QPP y 26 de ellos mediante técnica SALK. El resto de 

ciugías fueron situaciones poco frecuentes como 3 casos de escleroqueratoplastias, 6 

casos de queratoprótesis de Boston y 7 casos de trasplantes de limbo heterólogos, 

recogidas como “otros” (Figura 11). 
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Figura 11. Distribución de casos según técnica quirúrgica 

Hemos podido analizar como de todos los pacientes intervenidos sólo 3 

presentaban SS como causa primaria de su afectación corneal, de los cuales ninguno de 

ellos presentó un postoperatorio dentro de los estándares de este tipo de intervención. 

Dos de los pacientes fueron perdidos en el seguimiento hace más de 10 años mientras 

que el tercer paciente ha precisado 3 trasplantes en el mismo ojo por complicaciones 

asociadas. Las complicaciones fueron un absceso corneal en la unión injerto receptor 

(Figura 12) que una vez resuelto generaba gran deformidad corneal y asitigmatimso 

irregular evidenciado por topografía corneal (Figura 13), lo que obligó a una nueva 

queratoplastia. Posteriormente presentó un defecto epitelial persistente en el centro de 

la córnea, con adelgazamiento corneal ( 

Figura 14) que meses después genera perforación corneal central, tratada con 

queratoplastia lamelar anterior superficial con finalidad tectónica para mantenimioento 

de la integridad del globo ocular. Finalmente ha precisado queratoplastia penentrante 

con finalidad visual el pasado mes de febrero de 2020, estando estable en la actualidad 

con agudezas visuales de 0,6 en gafa y 0,7 con lente de contacto (Figura 15 y Figura 16). 
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Figura 12. Tomografía de coherencia óptica que muestra el absceso en la unión 

injerto-receptor 

 
Figura 13. Topogarfía corneal donde se evidencia la irregularidad corneal 

 
Figura 14. Tomografía de coherencia óptica que muestra el adelgazamiento corneal 

secundario a un defecto epitelial persistente. 
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Figura 15. Topografía corneal donde se evidencia el astigmatismo regular 

 

Figura 16. Imagen con tecnología scheimpflug que muestra la situación actual del 
trasplante 
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JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad no se dispone de tratamientos médicos efectivos contra la 

etiopatogenia de la enfermedad, disponemos de tratamiento sintomático que en un 

porcentaje no despreciable de pacientes resulta insuficiente y los hace candidatos a 

tratamiento quirúrgico que permita la recuperación de la transparencia corneal. 

Las técnicas quirúrgicas disponibles quedan restringidas por las altas tasas de 

complicaciones y la falta de resultados en el control de la enfermedad y en su calidad de 

vida. 

Este hecho deja huérfanos de un tratamiento efectivo a un porcentaje elevado de 

pacientes de SS, lo que justifica la necesidad de mejorar el conocimiento de la 

etiopatogenia de la enfermedad que nos permita conocer otras dianas terapeúticas 

efectivas. 

Son escasos los estudios de microbiota en pacientes con SS pero muestran 

diferencias en su caracterización. Este trabajo tiene como objetivo ampliar el 

conocimiento de la microbiota, permeabilidad intestinal e inflamación en pacientes con 

SS con el fin de ampliar el conocimiento de esta enfermedad que nos pemita estrategias 

preventivas y terapeúticas que modifiquen el escenario actual de los pacientes con SS. 

HIPÓTESIS 

La microbiota intestinal en pacientes con SSP podría ser diferente a la microbiota 

de pacientes sanos. 

Los parámetros inflamatorios en plasma de pacientes con SSP podrían ser 

diferentes a los de los pacientes sanos, así como podrían existir diferencias en la 

permeabilidad intestinal entre estos dos grupos de pacientes. 

  



 80 

OBJETIVOS 

• Caracterización de microbiota fecal en pacientes con Síndrome de Sjogren primario (SSP) 

comparados con pacientes sanos. 

• Determinación de parámetros inflamatorios en plasma de pacientes con SSP comparados 

con pacientes sanos y su relación con microbiota fecal. 

• Determinación de permeabilidad intestinal (a través de zonulina plasmática) en 

pacientes con SSP comparados con pacientes sanos y su relación con microbiota 

fecal. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Sujetos de estudio 

En el Servicio de Oftalmología del Hospital Arruzafa se reclutaron un total de 19 

pacientes con SSP con edades comprendidas entre los 18 y los 75 años. 

 El cálculo del tamaño de muestra se realizó considerando resultados preliminares 

sobre el cambio en el número de copias por gramo de heces de Lactobacillus al comparar 

pacientes con otras enfermedades autoinmunes (Diabetes Mellitus tipo 1) frente a 

controles sanos. Dichas bacterias se han seleccionado por ser una de las más importantes 

formadoras de lactato. Tomando como dato una diferencia significativa en el número de 

copias por gramo de heces de Lactobacillus de 0,76 y asumiendo un error alfa de 0,05% 

y una potencia del 95%. Para ello se necesitará incluir 10 pacientes en cada grupo. Sin 

embargo, para aumentar la potencia estadística del estudio, y poder compensar una 

posible menor diferencia en los resultados esperados, planteamos incluir hasta 19 sujetos 

en cada grupo de estudio. 

Los pacientes de SSP fueron diagnosticados según los criterios de clasificación del 

American College of Rheumatology / European League Against Rheumatism (ACR-EULAR) 

(Shiboski et al., 2017).Todos los pacientes con SSP tuvieron una evaluación ocular, oral y 

reumatológica completa, que incluyó un panel de autoanticuerpos séricos que permitiera 

el establecimiento de los criterios.  
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Los criterios de exclusión incluyeron mujeres embarazadas y lactantes, uso de 

antibióticos o probióticos locales o sistémicos 3 meses antes del examen y presencia de 

SS secundario y enfermedad intestinal inflamatoria concurrente. Fueron excluidos del 

estudio los pacientes con SSS, debido a que las enfermedades sistémicas autoinmunes 

más frecuentemente asociadas, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide (LES y 

AR) presentan cambios en la microbiota intestinal, pudiendo ser un factor de confusión 

en el estudio.  

Además, se reclutaron para el estudio a 19 sujetos sanos pareados por edad, sexo 

e índice de. masa corporal (IMC) con el grupo de pacientes con SSP. Los criterios de 

exclusión para los controles sanos incluyeron el diagnóstico de enfermedades intestinales 

y / o el uso de antibióticos o probióticos en los últimos 3 meses antes del muestreo. 

Las características demográficas de los pacientes fueron recogidas (Anexo 1) 

incluyendo: edad en años, sexo, índice de masa corporal, raza caucásica u otras, así como 

la presencia o ausencia de tabaquismo en los pacientes 

El estudio fue llevado a cabo de acuerdo con las pautas éticas internacionales para 

la investigación médica en seres humanos preparadas por el consejo de Organizaciones 

Internacionales de las ciencias Médicas (CIOMS) en colaboración con la Organización 

Mundial de la Salud (OMS): Ginebra 2002; 

http://www.ub.edu/rceue/archivos/Pautas_Eticas_Internac . 

Todos los pacientes incluidos han sido adecuadamente informados de manera 

oral y escrita (Anexo 2) sobre las características y finalidad del estudio y han firmado el 

consentimiento informado, previamente a su inclusión (Anexo 3). El estudio ha sido 

llevado. a cabo de acuerdo con la declaración de Helsinki (Fortaleza 2013). Se ha 

asegurado en todo momento la seguridad y confidencialidad de la información de los 

pacientes. La confidencialidad de los datos de cada sujeto ha sido respetada en todo 

momento. Se ha asegurado que los procedimientos sean adecuados para el 

cumplimiento del Reglamento (UE) N. 2016/679 General de Protección de datos (RGPD). 

Todos los datos que puedan identificar al participante se han mantenido 

separados del resto de lainformación recogida. Cada caso del estudio ha contado con un 

número de identificación que ha sido el que ha figurado en las bases de datos. El análisis 
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de la información se ha realizado siempre de forma agregada y nunca individual. Todos 

los investigadores implicados en el proyecto se han compromeido a cumplir las normas 

necesarias para preservar la confidencialidad de la información de los participantes. 

Los datos personales se han desvinculado permanentemente de los datos clínicos 

con el fin de proteger la identidad de los participantes. Las bases de datos del estudio 

han estado protegidas electrónicamente con códigos que han limitado el acceso 

únicamente a los investigadores del proyecto. 

El estudio ha sido remitido y evaluado por el Comité ético del Hospital Reina Sofía 

(Anexo 4) y no se ha iniciado el reclutamiento de pacientes hasta su aprobación definitiva. 

Con la excepción de aquellas situaciones de emergencia, no se han permitido cambios o 

desviaciones del protocolo sin la aprobación documentada. 

Las muestras biológicas han sido vinculadas al Biobanco, siguiendo protocolos 

normalizados de trabajo, formando parte del Biobanco del Sistema Sanitario Público de 

Andalucía y de la Plataforma Nacional de Biobancos (exp. PT17/0015/0041). 

2. Análisis de variables bioquímicas 

Se recolectaron muestras de sangre de cada uno de los pacientes del estudio 

después de un ayuno nocturno de al menos 12 horas. El suero se separó por 

centrifugación y las alícuotas se congelaron inmediatamente a -80ºC. Los niveles de 

glucosa en ayunas, insulina, colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL, colesterol LDL 

se midieron por duplicado usando un autoanalizador de dimension (Dade Behring Inc., 

Deerfield, IL) por métodos enzimáticos (Randox Laboratories Ltd., Reino Unido). El 

análisis de autoanticuerpos, incluidos los anticuerpos anti-Ro/ SS-A y anti-La/ SS-B, se 

detectaron mediante un ensayo de inmunoparticulas múltiples (Quanta Plex SLE Profile 

8; Inova Diagnostics) y se analizaron con un instrumento Luminex 100, aplicando los 

valores de corte recomendado por el fabricante. Los autoanticuerpos antinucleares 

(ANA) se analizaron mediante una técnica de inmunofluorescencia indirecta con células 

HEp2 (Biorad, Marnes la Coquette, Francia) y los niveles de factor reumatoide y 

complemento evaluados mediante la medición del componente 3 del complemento (C3) 

y el componente 4 del complemento (C4) se midieron mediante una técnica de 

nefelometría (nefelómetro BNII; Dade Behring, Manburg, Alemania). 
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3. Recogida de muestras de heces 

Se recogieron muestras de heces de unos 4-8 gramos de peso, por la mañana en 

un frasco estéril de boca ancha, las cuales fueron congeladas lo antes posible a -80ºC 

hasta su posterior análisis. Las muestras hasta su almacenamiento a -80ºC 

permanecieron a 4º C durante menos de tres horas. 

4. Extracción de ADN y secuenciación de la microbiota intestinal 

La extracción de ADN se realizó a partir de 200 mg de heces utilizando el QIAamp 

DNA Stool Mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones de manufactura 

(Qiagen, Hilden, Alemania). La concentración de ADN se determinó mediante 

absorbancia a 260 nm (A260) y la pureza se estimó determinando la relación A260 / A280 

con un espectrofotómetro Nanodrop (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.). 

Para crear las librerías para la secuenciación del microbioma, cada una de las 

muestras de ADN (estandarizadas a 10 ng/ul) se amplificaron utilizando cebadadores que 

codifican para las regiones hipervariables V2-4-8 y V3–6, 7–9 del ARNr 16S bacteriano 

utilizando el 16S Metagenomics Kit (Thermo Fisher Scientific). Las condiciones de PCR 

utilizadas fueron: 10 min a 95 °C, 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 58 °C y 20 s a 72 °C, 

seguido de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR derivados de la amplificación de las 

regiones hipervariables se purificaron utilizando AMPure® XP beads (Beckman Coulter 

Genomics) para eliminar cualquier resto de cebadores o dímeros de cebadores. 

Posteriormente para la creación de las librerias los amplicones fueron tratados utilizando 

el Ion Plus fragment Library kit (Thermo Fisher Scientific) y se le añadieron los códigos 

identificativos utilizando el Ion Xpress Barcode Adapters 1–96 kit (Thermo Fisher 

Scientific). Las librerías creadas fueron purificadas utilizando AMPure® XP beads 

(Beckman). La emulsión y secuenciación de las librerías se llevó a cabo utilizando el Ion 

520 ™/ 530 ™ Kit-Chef (Thermo Fisher Scientific) y el Ion 520 chip (Ion 520™ Chip Kit), 

usando el Ion Chef y la plataforma Ion Torrent S5™ system. Después de la secuenciación, 

la información obtenida será inicialmente filtrada utilizando el Ion Reporter Software 

V4.0 para eliminar las secuencias de baja calidad. 
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5. Análisis bioinformático  

Se utilizó el software Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME2, versión 

2019.4) (Bolyen et al., 2019) para realizar el análisis taxonómico y de diversidad de las 

lecturas crudas (sin modificar) del ARNr 16S.  

A continuación, se usó el plugin DADA2 con el método denoise. Este método 

consiste en los siguientes pasos: 1º se filtraron todas las secuencias que no tuvieran la 

longitud mínima después del recortado de las partes con baja calidad < 25 pb; 2º se 

combinaron todas las lecturas idénticas en secuencias únicas asignando la abundancia 

correspondiente a cada secuencia. En este paso DADA2 mantiene un resumen de la 

calidad de cada secuencia; 3º se eliminaron las secuencias que no presentaron una 

secuencia homóloga para unirse (conocidas como singletones) y las posibles quimeras 

(creadas por el proceso de PCR); 4º las lecturas combinadas se usaron para formar 

secuencias consenso dando lugar a las unidades taxonómicas operacionales (OTUs), 

obteniendo una tabla de frecuencia de estos OTUs, las cuales fueron utilizadas para la 

construcción de árboles filogenéticos y la clasificación taxonómica.  

A continuación, se realizó la clasificación taxonómica de los OTUs utilizando la 

base de datos 13_8 de Greengenes y el clasificador VSEARCH con un 97% de similitud de 

secuencia. Posteriormente se clasificó la tabla de secuencias representativas con el 

método classify-sklearn del plugin feature-classifier.  

Posteriormente, las lecturas fueron alineadas usando la función de alineamiento 

de secuencias nucleotídicas MAFFT en QIIME 2, se creó un árbol filogenético para los 

análisis de diversidad filogenética de las secuencias el cual fue utilizado para los análisis 

de diversidad alfa (riqueza de especies y distribución de especies por muestra) y beta 

(diferencia entre la riqueza y distribución de las especies entre muestras) utilizando la 

extensión de q2- phylogeny en QIIME2. 

Para los análisis de diversidad, se seleccionaron 731 secuencias por muestra 

(siendo este número cercano al total de las secuencias presentes en la muestra con 

menor cantidad de lecturas) y se analizaron en QIIME2 con la función “core-metric-

phylogenetic”. Se realizaron gráficas de análisis de componentes principales (PCoA), lo 

que nos permitió realizar una comparación entre la similitud, diferencias en tipo y 
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cantidad de lecturas en las muestras utilizando las métricas de β diversidad. Las métricas 

de diversidad alfa (Shannon y Chao1) y beta (disimilitud de Bray - Curtis) se estimaron 

con la prueba de Kruskal─Wallis y el análisis de varianza multivariado permutacional 

(PERMANOVA) con 999 permutaciones respectivamente.  

Las funciones del metagenoma se predijo mediante el Phylogenetic Investigation 

of Communities by Reconstruction of Unobserved States (PICRUSt) a través de la 

selección de OTUs en la base de datos de Greengenes (Zaneveld et al., 2013.). El análisis 

estadístico se realizó en R 3.6.0 utilizando el paquete de R "pheatmap" para el análisis de 

datos y su representación gráfica. Los valores de p se corrigieron para comparaciones 

múltiples utilizando el método de Benjamini-Hochberg. Una p <0,05 corregida se 

consideró estadísticamente significativa. 

6. Análisis de permeabilidad intestinal 

El nivel plasmático de zonulina se determinó mediante un ensayo 

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) usando el kit comerciale (Immunodiagnostik 

AG, Bensheim, Alemania). Las mediciones se realizaron por duplicado y se utilizaron 

valores medios para el análisis. El límite de detección de zonulina fue de 0,22 ng / ml. Los 

coeficientes de variación intra e interensayo estuvieron entre el 3-10%. 

7. Medición de los niveles de citoquinas en suero 

Las concentraciones de IL-6, IL-12, IL-17, TNF-alfa e INF-gamma se cuantificaron 

mediante kits de ensayo ELISA (Thermo Fisher Scientific, ES) en muestras de suero de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los límites de detección fueron: 7.8-500 pg 

/ mL para IL-6, 1.56-100 pg / mL para IL-12, 0.23-15 pg / mL para IL-17, 15.6-1000 pg / 

mL para TNF-alfa y 1.6- 100 pg / mL para INF-gamma. La citoquina IL-10 se midió 

mediante el kit de ELISA Novex® (Life Technology), realizado de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. El rango de ensayo fue de 7.8 a 500 pg / mL. 

8. PCR cuantitativa en tiempo real para células Treg 

El ARN total se extrajo de células mononucleares de sangre periférica utilizando 

el QIAamp RNA Blood Mini kit de acuerdo con el protocolo del fabricante. El ARN se diluyó 
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en 20 µl de agua libre de ARNasa y posteriormente se cuantificó con un 

espectrofotómetro (Nanodrop N-100, Thermo Scientific). La retrotranscripción se realizó 

utilizando 1 μg de ARN total con el Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) y 

hexámeros aleatorios en reacciones de 20 μl. Las amplificaciones se realizaron mediante 

una placa de reacción MicroAmpH Optical de 96 pocillos (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, Estados Unidos) en un equipo ABI 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). Los conjuntos de cebadores / sondas 

TaqMan® prevalidados y disponibles comercialmente se usaron de la siguiente manera: 

ARNr 18S (4319413E) usado como control endógeno para el gen diana en cada reacción 

y gen FOXP3 (RefSeq NM_001114377.1). Los niveles de expresión de ARNm en relación 

con el ARNr 18S se calcularon mediante el método 2-ΔΔCt. Todas las pruebas se realizaron 

por duplicado. 

9. Análisis estadístico 

Se utilizó la prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para comparar la 

abundancia relativa de los diferentes taxones bacterianos entre pacientes con SSP e 

individuos sanos, y se aplicó la tasa de descubrimiento falso (FDR) mediante el método 

de Benjamini-Hochberg para corregir los valores p significativos (valor q <0,05).  

Las características antropométricas y clínicas se analizaron con el programa SPSS 

Statistics V.20.0 (SPSS, Chicago, Illinois, EE. UU.). Las variables continuas se compararon 

entre grupos mediante la prueba U de Mann-Whitney, mientras que las variables 

categóricas se compararon mediante la prueba exacta de Fisher. Se utilizó el coeficiente 

de correlación de Spearman para estimar las correlaciones entre variables. Se realizó un 

análisis de regresión lineal para identificar bacterias individuales como predictores 

independientes de los niveles de mediadores inflamatorios, niveles de zonulina sérica y 

expresión relativa de FOXP3 en los grupos de estudio. Los resultados se presentaron 

como media ± desviación estándar (DE) para las variables cuantitativas y como 

frecuencias y porcentajes para las cualitativas. Los valores se consideraron 

estadísticamente significativos cuando p <0.05. 
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RESULTADOS 

1. Características clínicas de los pacientes con SSP y de los controles sanos 

Las características demográficas, bioquímicas y clínicas de los participantes se 

muestran en la Tabla 5. No se encontraron diferencias significativas en edad, sexo, IMC, 

raza, consumo de tabaco, colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL, colesterol LDL y 

glucosa en ayunas entre los grupos estudiados (p> 0,05), sólo los niveles séricos de PCR 

aumentaron significativamente en los pacientes con SSP en comparación con los 

controles sanos.Las comorbilidades en los pacientes con SSP incluyeron diabetes (n = 1), 

hipotiroidismo (n = 3), fibromialgia (n = 2), úlceras orales (n = 1) y artralgia (n = 3), pero 

ninguno de los pacientes con SSP tuvieron una enfermedad autoinmune concomitante. 

Además, los pacientes incluidos en el estudio no habían tomado esteroides o 

inmunosupresores durante al menos 3 meses antes de la recolección de la muestra. 

Tabla 5.- Datos demográficos, clínicos, bioquímicos y de medicación de los pacientes 
con SSP y los controles sanos. 

 
SSP 

(n= 19) 

Controles 
sanos 
(n=19) 

p 

Edad en años, media ± DE 
(desviación estándar) 

56,43 ± 8,74 54,70 ±8,42 0,545 

Sexo femenino, n (%) 19 (100) 19 (100) 0,589 

IMC, media ± DE 26,17±6,27 26,25±4,15 0,963 
Fumador, n (%) 7 (36,84) 8 (42,10) 0,736 
Caucásico, n (%) 19 (100) 19 (100) 0,589 

Cumplen criterios ACR-EULAR 2016 para SS, n (%) 19 (100) NA - 
Bioquímica en sangre 

Glucosa (mg/dl) 93,44 ± 22,14 92,16 ±18,24 0,847 
Insulina (mg/dl) 8,81 ± 3,63 6,82 ±3,72 0,104 

Triglicéridos (mg/dl) 90,41 ± 29,65 97,92 ±27,51 0,398 

Colesterol (mg/dl) 
189,38 ± 

22,29 
176,3 ± 34,6 0,175 

LDL- colesterol (mg/dl) 123,76 ± 31,0 118,20 ±33,75 0,600 
HDL-colesterol (mg/dl) 63,16 ± 14,73 59,84 ±15,60 0,504 

Protéina reactiva C (ng/dl) 3,80 ± 0,49 2,77 ± 0,63 0,001 
ANA positivo, n (%) 15 (78,94) NA - 
ENA positivo, n (%) 6 (31,57) NA - 

Ro/SSA positivo, n (%) 11 (57,89) NA - 
La/SSB positivo, n (%) 12 (63,15) NA - 

Factor reumatoide positivo, n (%) 13 (68,42) NA - 
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C3 bajo en la inclusión (< 0,90 g/L), n (%) 7 (36,84) NA - 
C4 bajo en la inclusión (< 0,10 g/L), n (%) 7 (36,84) NA - 

Otros síntomas reportados 
Hipotiroidismo, n (%) 3(15,78) 0 (0) - 

Fibromialgia, n (%) 2 (10,52) 0 (0) - 
Úlceras orales, n (%) 1 (5,26) 0 (0) - 

Artralgia, n (%) 3 (15,78) 0 (0) - 
Diabetes tipo 2, n (%) 1 (5,26) 0 (0) - 

SSP, síndrome de Sjören primario; IMC, índice de masa corporal; LDL, lipoproteína-colesterol de baja densidad; 
HDL, lipoproteína-colesterol de alta densidad; ACR EULAR, Colegio Americano de Reumatología / Liga europea 
contra el reumatismo; ANA, anticuerpo antinuclear, ENA, antígeno nuclear extraible; Ro/SSA, anticuerpos anti-
Ro/autoanticuerpo A para síndrome de Sjógren; La/SSB, anticuerpos anti-La/autoanticuerpo B para síndrome de 
Sjógren; C3/C4, complemento C3/C4 

2. Análisis de la diversidad de la microbiota intestinal en ambos grupos de estudio. 

Se generaron un total de 2.473.675 lecturas de la región V2-V9 del gen de ADNr 

16S a partir de las 38 muestras analizadas, con un promedio de 65.096,71 (± 10.825,11 

SD) lecturas para cada muestra, que van desde 630.489 a 2.582. Un total de 52.844,28 

lecturas de alta calidad fueron obtenidas después de recortar y filtrar. En el proceso de 

agrupación de OTUs se obtuvieron un total de 6.473 OTUs y, después de la alineación de 

las secuencias representativas de los OTUs, se identificaron 2.582 OTUs con una 

abundancia relativa superior al 1% en al menos cuatro muestras (97% de corte de 

similitud). En el proceso de asignación taxonómica, estos OTUs se agruparon en 7 filos, 

39 familias, 45 géneros y 53 especies utilizando QIIME2, con Greengenes v13.8 como 

base de datos de referencia para la clasificación y alineación de secuencias. 

La gran mayoría de los métodos propuestos para evaluar la diversidad de especies 

se refieren a la diversidad dentro de las comunidades (diversidad Alfa). La diversidad Alfa 

muestra la riqueza de poblaciones dentro de una comunidad homogénea. 

Para obtener parámetros completos de la diversidad de especies en un hábitat, 

es recomendable cuantificar el número de especies y su representatividad. La principal 

ventaja de los índices es que resumen mucha información en un solo valor y nos permiten 

hacer comparaciones rápidas y sujetas a comprobación estadísticas entre la diversidad 

de distintos hábitats o la diversidad de un mismo hábitat a través del tiempo (Moreno et 

al., 2001). 
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El índice de Shannon es un índice que busca medir la diversidad de especies, 

considerando la uniformidad de las mismas. Es una aplicación de la teoría de la 

información, y se basa en la idea de que la mayor diversidad corresponde a una mayor 

incertidumbre en elegir de manera aleatoria a una especie en específico. En otras 

palabras, el índice formula la uniformidad de los valores de importancia por medio de 

todas las especies de la muestra. 

Puede tomar los siguientes valores mínimos y máximos: el cero indica que solo 

hay una especie, mientras que el logaritmo de S (número total de especies en la muestra) 

significa que todas las especies están representadas por el mismo número de individuos. 

El índice Chao 1 es un estimador del número de especies en una comunidad 

basado en el número de especies raras en la muestra. Siendo S el número de especies en 

una muestra, “a” es el número de especies representadas solo por un único individuo en 

esa muestra y “b” el número de especies representadas por exactamente dos individuos 

en la muestra (Chao 1984). Este índice nos permite comparar la riqueza observada y la 

riqueza estimada, y así determinar cuántas especies faltan por registrar en esa 

comunidad. 

 

El índice de Simpson es el número equivalente de especies igualmente comunes 

de una comunidad (que también se ha llamado número efectivo de especies, y es una 

medida correcta de su diversidad (Moreno, 2001) 

 

Donde Pi= es la abundancia relativa de la especie, S= número de especies (la 

riqueza de especies), i= abundancia de la especie i, q= es el orden de la diversidad, Pi es 

la abundancia relativa de la especie i, es decir, la abundancia de la especie i dividida entre 

la suma total de abundancias de las S especies que integran la comunidad y el exponente 

q es el orden de la diversidad. 
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El índice ACE (abundance coverage estimator) divide las especies presentes en 

una muestra en abundantes (rabun: cuando tienen más de k individuos en la muestra) y 

raras (rrara: aquellas con k o menos individuos). La estimación del número de especies 

ausentes, utilizado para corregir el sesgo, se basa enteramente en las especies 

consideradas raras, ya que las abundantes serán observadas en toda muestra (Chao y 

Shen, 2003). El estimador propuesto es  

 

Siendo el estimador de la ‘cobertura muestral’ y  

 

el coeficiente de variación de la abundancia de las especies. Este estimador requiere la 

selección a priori de k, y no está definido para aquellos casos en que todas las especies 

raras tienen un solo individuo. Chao y Shen (2003) han sugerido fijar k=10 sobre base 

empírica.  

Para comparar la diversidad Alfa (riqueza de especies bacterianas que hay en una 

muestra determinada), se calcularon los índices Chao1, ACE, Shannon y Simpson después 

de una rarefracción de las muestras a 1.731 secuencias, el tamaño de la muestra más 

pequeña para obtener la misma profundidad de secuenciación. Después del análisis, 

encontramos una disminución significativa en la riqueza (Chao1 y ACE) y la diversidad 

(Shannon y Simpson) en pacientes con SSP en comparación con controles sanos (Chao1 

q <0,001, ACE p <0,001, Shannon p = 0,0017 y Simpson p = 0,05) (Figura 17 A y B). 
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Figura 17. Comparación de la diversidad alfa entre pacientes con SSP y controles 
sanos. (A) Índices de diversidad de Shannon y Simpson; (B) Índices de riqueza Chao1 y 

ACE. 

La diversidad Beta es el grado de reemplazo de especies a través de gradientes 

ambientales. La diversidad Beta es una dimensión que está basada en proporciones o 

diferencias. Estas proporciones pueden evaluarse con base en índices o coeficientes de 

similitud, de disimilitud i de distancia entre las muestras a partir de datos cualitativos 

(presencia-ausencia de especies) o cuantitativos (abundancia proporcional de cada 

especie medida con número de individuos, biomasa, densidad, cobertura, etc.), o bien 

con índices de diversidad Beta propiamente dichos (Moreno et al., 2001). 

Los coeficientes de similitud o disimilitud expresan el grado en que dos muestras 

son semejantes por las especies presentes en ellas, por lo que son una medida inversa de 

la diversidad beta, que se refiere al cambio de especies entre dos muestras (Moreno et 

al., 2001). Sinembargo a partir de un valor de similitud (s) se puede calcular fácilmente la 

disimilitud (d) entre las muestras: d=1-s. Estos índices pueden obtenerse con base en 
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datos cualitativos o cuantitativos directamente o a través de métodos de ordenación o 

clasificación de las comunidades. 

En ecología, uno de los índices de disimilitud más utilizados es el de Bray-Curtis, 

éste es el opuesto del porcentaje de similitud, que a su vez es la versión de abundancia 

del índice de Sorensen. Este índice es calculado como: 

 

La distancia Bray-Curtis se refiere a la diferencia total en la abundancia de 

especies entre dos sitios, dividido para la abundancia total en cada sitio. La distancia Bray-

Curtis tiende a resultar más intuitiva debido a que las especies comunes y raras tienen 

pesos relativamente similares, mientras que la distancia euclidiana depende en mayor 

medida de las especies más abundantes. Esto sucede porque las distancias euclidianas se 

basan en diferencias al cuadrado, mientras que Bray-Curtis utiliza diferencias absolutas. 

El elevar un número al cuadrado siempre amplifica la importancia de los valores más 

grandes.  

La diversidad beta (diferencias entre comunidades) se evaluó mediante la métrica 

del índice de disimilitud de Bray-Curtis a nivel de género, el cual mostró cambios 

significativos en la distribución y estructura de la comunidad entre los grupos de estudio 

tras el Análisis de Componentes Principales (PCoA) (p = 0,007, ANOSIM). Como se 

muestra en la Figura 18, se pudo observar una separación significativa en el patrón de 

agrupamiento entre SSP y controles sanos a partir de las coordenadas PC1 y PC2 que 

representaron el 10% y el 12,7% de las variaciones totales. 
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Figura 18. Análisis de componentes principales (PCoA) de las comunidades bacterianas 
de pacientes con SSP y controles sanos mediante el índice de disimilitud de Bray-

Curtis a nivel de género. Puntos azules (pacientes con SSP) y puntos rojos (controles 
sanos). 

3. Análisis comparativo de la composición microbiana intestinal de pacientes con SSP y 

controles sanos 

Se encontraron diferencias en la composición de la microbiota intestinal a nivel 

de filo, familia, género y especie entre ambos grupos de estudio. A nivel de filo se 

encontró un microbioma predominantemente compuesto por Firmicutes, Bacteroidetes, 

Proteobacteria, WS6 y Actinobacteria (90% de las secuencias) en las muestras fecales de 

ambos grupos de estudio. El resto de la población bacteriana correspondió a otros filos 

(Tenericutes, Fusobacterium y Lentisphaerae), que tuvieron una abundancia relativa 

inferior al 1% en los dos grupos de estudio. Concretamente, encontramos un aumento 

significativo en Bacteroidetes (40,24% SSP vs 33,05% HC, p <0,001, valor q <0,001) y 

Proteobacterias (11,22% SSP vs 6,98% HC, p = 0,0020, valor q = 0,017) en los pacientes 

con SSP en comparación con los controles sanos. Mientras que la abundancia de 

Firmicutes (20,12% SSP vs 31,22% HC, p = 0,0021, valor q = 0,02) y Actinobacteria (2,54% 
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SSP vs 6,12% HC, p = 0,012, valor q = 0,048) estuvieron enriquecidos significativamente 

en controles sanos en comparación con pacientes con SSP (Figura 19 A y B). 

 

Figura 19. Composición de la microbiota fecal a nivel de filo en los pacientes con 
síndrome de Sjögren primario (SSP) y controles sanos (HC). (A) Los datos se muestran 

como un porcentaje del total de secuencias identificadas por grupo. (B) Filos 
diferenciadamente abundantes en las muestras de heces de pacientes con SSP en 

comparación con los controles HC * p <0,05, ** p <0,001. Las barras indican la 
desviación estándar media (DE). 

De las 39 familias identificadas, 10 mostraron diferencias significativas en su 

abundancia entre pacientes con SSP y controles sanos. Dentro del filo Firmicutes, dos 

familias Clostridiaceae (6,87% SSP vs 1,34% HC, p <0,001, valor q = <0,001) y 
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Veillonellaceae (3,75% SSP vs 1,86% HC, p = 0.0032, q-value = 0.02) fueron 

significativamente más altas en los pacientes con SSP en comparación con los controles 

sanos. Por otro lado, la abundancia de Ruminococcaceae (7.65% SSP vs 27.53% HC, p 

<0.001, q-value = 0.002) y Lachnospiraceae (8.44%% SSP vs 20.10% HC, p <0,001, valor q 

= 0,001) se redujeron significativamente en SSP frente a controles sanos. Dentro del filo 

Bacteroidetes, tres familias diferentes fueron significativamente más altas en SSP en 

comparación con controles sanos: Prevotellaceae (20.18% SSp vs 2.05% HC, p <0.001, 

valor q <0.001), Rikenellaceae (14.03% SSP versus 4.44% HC, p = 0.013, q- valor = 0,05) y 

Odoribacteraceae (2,96% SSP vs 1,60% HC, p = 0,009, valor q = 0,046). Por el contrario, 

Bacteroidaceae (25,12% SSP vs 29,79% HC, p = 0,011, valor q = 0,046) y 

Porphyromonadaceae (2,72% SSP vs 2,57% HC, p = 0,0021, valor q = 0,017) fueron 

significativamente más bajas en SSP que en controles sanos. Dentro de las Actinobacteria, 

se encontró una disminución significativa de Bifidobacteriaceae (2,45% SSP frente a 

4,43% HC, p <0,001, valor q <0,001) en pacientes con SSP en comparación con controles 

sanos (Figura 20). Mientras que en el filo Proteobacteria, hubo un aumento singular en 

la abundancia de Enterobacteriaceae (3.77% SSP vs 1.50% HC, p <0.001, valor q = 0.001) 

en pacientes SSP. 
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Figura 20. Clasificación microbiana a nivel de familias en muestras de heces de 

pacientes con síndrome de Sjögren primario (PSS) y controles sanos (HC). (A) Los 
datos se muestran como un porcentaje del total de secuencias identificadas por 
grupo. (B) Familias diferenciadamente abundantes en las muestras de heces de 

pacientes con SSP en comparación con HC. * p <0,05, ** p <0,001. Las barras indican 
la desviación estándar media (DE). 

Un total de 15 géneros mostraron cambios significativos en su composición en 

SSP en comparación con los controles sanos. En los pacientes con SSP encontramos un 

aumento significativo en la abundancia de Prevotella (21,43% SSp vs 4,14% HC, p = 

0,0017, valor q = 0,014), Escherichia (2,78% SSp vs 1,05% HC p = 0,011, valor q = 0.046), 
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Clostridium (2.48% SSP vs 1.11% HC, p <0.001, valor q = 0.007), Enterobacter (5.34% SSP 

vs 1.30% HC, p = 0.0034, valor q = 0.02), Veillonella (4.16% SSP vs 1.12% HC, p = 0.0043, 

q-value = 0.022) y Streptoccocus (2.54% SSP vs 1.20% HC, p = 0.0043, q-value = 0.022), 

acompañados de una disminución significativa de los géneros Bacteroides (19.47% SSP vs 

26,20% HC, p = 0,0017, valor q = 0,014), Alistipes (3,89% SSP vs 5,33% HC, p <0,001, valor 

q = 0,006), Dorea (0,69% SSP vs 1,45% HC, p = 0,008 , valor q = 0.038), Parabacteroides 

(2.33% SSP vs 4.25% HC, p = 0.012, Q = 0.046), Blautia (2.43% SSP vs 3.08% HC, p = 0.0033, 

valor q = 0.02), Lachnospira ( 1,05% SSP vs 2,19% HC, p = 0,013, valor q = 0,05), Roseburia 

(3,29% SSP vs 6,10% HC, p = 0,013, valor q = 0,05), Faecalibacterium (4,77% SSP vs 10,97% 

HC, p = 0,0023, valor q = 0,02), Ruminoccocus (2,61% SSP frente a 8,34% de HC, p = 

0,0013, p = 0,0013, valor q = 0,012) y Bifidobacterium (2,72% SSP frente a 4,02% de HC, 

p = 0,012, valor q = 0,046) (Figura 21). 
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Figura 21. Abundancia relativa de generos dentro de la microbiota intestinal de 

pacientes con síndrome de Sjögren primario (SSp) pacientes y controles sanos. Los 
datos se muestran como un porcentaje del total identificado de secuencias por grupo. 
(B) Géneros diferencialmente abundantes en las muestras de heces de SSP y HC. * p < 

0,05, ** p <0,001. Las barras indican la media ± desviación estándar (DE) 

A niveles de especie, hemos observado en el grupo SSP un aumento significativo 

en Clostridium clostridioforme (3,05% SSP vs 2,33% HC, p = 0,0037, valor q = 0,02), 

Escherichia coli (4,12% SSP vs 1,45% HC, p = 0,0037, valor q = 0,02) y Prevotella copri 

(6,78% SSP vs 2,18% HC, p <0,001, valor q = 0,001) y una disminución significativa de 
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Bacteroides fragilis (7,47% SSP vs 13,88% HC, p = 0,003, valor q = 0,0096), 

Parabacteroides dictasonic (2,16% SSP vs 7,37% HC, p = 0,0032, valor q = 0,027), Dorea 

longicatena (6,97% SSP vs 4,77% HC, p = 0,0045, valor q = 0,035 ), Ruminoccocus lactaris 

(2,34% SSP vs 5,23% HC, p = 0,005, valor q = 0,047) y Faecalibacterium prausnitzii (1,47% 

SSP vs 6,72% HC, p = 0,0019, valor q = 0,02). 

4. Discrepancia funcional de la microbiota intestinal entre pacientes con SSP e 

individuos sanos 

El KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Enciclopedia de Genes y 

Genomas de Kioto) es una colección de bases de datos on line de genomas, rutas 

enzimáticas y químicos biológicos utilizada desde hace décadas para el estudio biológico 

de diferentes sistemas. 

El análisis de enriquecimiento de la vía KEGG de los datos metagenómicos 

muestra que los genes para el metabolismo energético, como el metabolismo del azufre 

(valor q = 0,022), el metabolismo de los carbohidratos como el metabolismo del 

butanoato (valor q = 0,019), el metabolismo de otros aminoácidos como el glutation 

(valor q = 0,026), el mecanismo de transducción de señales como el sistema de 

señalización de fosfatidilinositol (valor q = 0,024), las vías de biodegradación y 

metabolismo de xenobióticos, incluida la degradación del benzoato (valor q = 0,038) y la 

degradación del xileno (valor q = 0,04) se redujeron significativamente en los pacientes 

con SSP en comparación con los sujetos control sanos. No obstante, en los pacientes con 

SSP en comparación con los controles sanos, hubo una sobrerrepresentación significativa 

de los genes implicados en  las vías del metabolismo de los aminoácidos como el 

metabolismo de la cisteína y la metionina (valor q = 0,029), así como en los genes 

implicados en  el transporte de membrana, la secreción bacteriana (valor q = 0,045), el 

metabolismo de cofactores y vitaminas como el metabolismo del ácido lipoico (valor q = 

0,035) y el metabolismo del retinol (valor q = 0,027) y la biosíntesis y metabolismo de 

glicanos como la biosíntesis de lipopolisacáridos (valor q = 0,018) y en la degradación de 

glucosaminoglicanos (valor q = 0,023) (Figura 22). 
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Figura 22. Mapa de calor basado en las predicciones funcionales de los genes 
bacterianos a partir de muestras fecales de pacientes con síndrome de Sjögren 

primario (SSP) y controles sanos (HC). 

5. Diferencias en los niveles séricos de mediadores inflamatorios, zonulina y la expresión 

relativa de FOXP3 en pacientes con SSP en comparación con controles sanos. 

Los niveles circulantes de zonulina fueron significativamente más altos en los 

pacientes con SSP que en los controles sanos (82,26 ± 12,65 ng / ml de SSp frente a 35,89 

± 8,94 ng / ml de HC, P <0,001).  

Además, los pacientes con SSP tuvieron niveles más altos de las citoquinas 

proinflamatorias IL-6 (199,78 ± 62,91 pg / ml de SSp frente a 82,63 ± 18,86 pg / ml de HC, 

p <0,001), IL-17 (5,77 ± 1,79 pg / ml de SSp frente a 1,96 ± 0,61 pg / ml HC, p <0,001), IL-

12 (65,38 ± 15,95 pg / ml SSP frente a 27,64 ± 10,47 pg / ml HC, p <0,001) y TNF-alfa 

(341,72 ± 52,75 pg / ml SSP frente a 147,48 ± 22,15 pg / ml de HC, p <0,001) que los 

controles sanos. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles 
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séricos de IFNg entre ambos grupos de estudio (2,36 ± 0,95 pg / ml SSP vs 1,91 ± 0,44 pg 

/ ml HC, p = 0,069). Con respecto a la citokina IL-10 (85,86 ± 26,36 pg / ml SSP vs 139,89 

± 41,72 pg / ml HC, p <0,001), se encontró una depleción significativa en los pacientes 

SSP con respecto a los controles sanos. Finalmente, la expresión relativa de ARNm de 

FOXP3 fue significativamente menor en pacientes con SSP en comparación con controles 

sanos (0,31 ± 0,11 SSP frente a 1,31 ± 0,23 HC, p <0,001). 

6. Asociación de la mirobiota intestinal con los niveles séricos de mediadores 

inflamatorios, zonulina y la expresión relativa de FOXP3 en pacientes con SSP.  

Se realizaron análisis de correlación entre la composición taxonómica microbiana 
de ambos grupos de estudio a diferentes niveles taxonómicos y los niveles séricos de las 
citoquinas ensayadas, de la zonulina y de la expresión de ARNm de FOXP3 (Tabla 6 y  
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Tabla 7). 
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Tabla 6.- Correlaciones entre la composición de la microbiota intestinal y los niveles séricos de IL-6, IL-12 e IL-17 en pacientes con síndrome 
de Sjógren primario (SSP) y controles sanos. 

 SSP Controles Sanos SSP Controles Sanos SSP Controles Sanos 
 IL-6 IL-12 IL-17 

Butyciromonas −0.598 (p = 0.030)      
Roseburia −0.718 (p = 0.010)  −0.767 (p = 0.020)  −0.511 (p = 0.045) −0.675 (p = 0.047) 

Ruminococcus −0.527 (p = 0.020) −0.533 (p = 0.029)   −0.631 (p = 0.025)  
Blautia −0.635 (p = 0.007)      

Enterobacter   0.873 (p = 0.008)  0.549 (p = 0.039)  
Streptococcus    0.466 (p = 0.044)    

Faecalibacterium 
prausnitzii  −0.587 (p = 0.028) −0.508 (p = 0.027) −0.550 (p= 0.025)   

Escherichia coli 0.723 (p = 0.009)      
Bifidobacterium  −0.573 (p = 0.030) −0.508 (p = 0.018) −0.507 (p = 0.027) −0.789 (p = 0.002) −0.459 (p = 0.041) 

Bacteroides 
fragilis     −0.473 (p = 0.041)  

Parabacteroides 
distasonis 

 −0.767 (p = 0.004)     

Lachnospira   −0.514 (p = 0.014)    
Prevotella 0.465 (p = 0.045)      

Clostridium 0.462 (p = 0.046)    0.412 (p = 0.043)  
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Tabla 7.- Correlaciones entre la composición de la microbiota intestinal y los niveles séricos de TNF-alfa, IL-10, zonulina y la expresión de 
ARNm de FOXP3 en los grupos de estudio. 

 SSP Sujetos sanos SSP Sujetos sanos SSP Sujetos sanos SSP Sujetos sanos 
 TNF-alpha IL-10 Zonulina Expresion FOXP3 mRNA 
Ruminococcus  -0.496 (P=0.031) 0.563 (P=0.035) 0.494 (P=0.032) -0.496 (P=0.031) -0.665(P=0.005)  0.573(P=0.034) 
Butyciromonas -0.560 (P=0.033)  0.525 (P=0.021)   -0.542 (P=0.027) 0.598(P=0.043)  
Blautia   0.516 (P=0.024) 0.576 (P=0.005)     
Roseburia     -0.458 (P=0.048)   0.501(P=0.042) 
Prevotella copri     0.645(P=0.003)    
Clostridium 0.550 (P=0.025)  -0.651 (P=0.033)      
Bifidobacterium -0.580 (P=0.009)    -0.631(P=0.010) -0.584(P=0.017)   
Bacteroides 
fragilis 

-0.567(P=0.041)      0.631(P=0.002) 0.563(P=0.009) 

Faecalibacterium 
prausnitzi 

  0.651(P=0.010) 0.597 (P=0.025)  -0.502(P=0.029)   

Parabacteroides 
dictasonis 

 -0.559 (P=0.009)    -0.700(P=0.035)   
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Finalmente, el análisis de regresión lineal mostró que los niveles séricos de 

zonulina tuvieron una relación positiva y significativa con la abundancia de Prevotella 

copri (R2 = 0,752 B = 0,520 p = 0,017) y una relación negativa y significativa con la 

abundancia de Bifidobacterium (R2 = 0,752 B = -1,041 p <0,001) en los pacientes con SSP. 

En los controles sanos, el nivel de zonulina se asoció negativamente a Ruminoccocus (R2 

= 0,752 B = -0,411 p = 0,005) y Bifidobacterium (R2 = 0,752 B = -1,182 p <0,001). 

De la misma forma, en los pacientes con SSP el análisis de regresión mostró una 

asociación negativa entre los niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-17 y TNF-alfa y 

la abundancia de Bifidobacterium (R2 = 0,742 B = -1,289 p <0,001 y R2 = 0,697 B = -0,580 

p <0,001, respectivamente) y Ruminoccocus (R2 = 0,742 B = -0,815 p <0,001) solo para IL-

17; mientras que los niveles de IL-12 se asociaron negativamente a la abundancia de 

Lachnospira (R2 = 0.897 B = -0.601 p <0.001), Roseburia (R2 = 0.897 B = -0.641 p <0.001) 

y Bifidobacterium (R2 = 0.897 B = - 0,715 p <0,001) y positivamente a la abundancia de 

Enterobacter (R2 = 0,897 B = 0,562 p <0,001). Con respecto a los niveles de IL-6 en SSP 

encontramos una asociación negativa con Blautia (R2 = 0.835 B = -0.132 p = 0.022) y 

Roseburia (R2 = 0.835 B = -0.785 p = 0.001) y una asociación positiva con Escheriachia coli 

(R2 = 0,835 B = 0,678 p <0,001). En los controles sanos, solo se encontró una asociación 

negativa significativa entre los niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-alfa y 

la abundancia de Parabacteroides dictasonic (R2 = 0.948 B = 1.139 p <0.001 y R2 = 0.570 

B = 0.570 p = 0.011, respectivamente) 

Por otro lado, tanto en SSP como en controles sanos, la citoquina IL-10 reveló 

tener una fuerte asociación positiva con la abundancia de Faecalibacterium prauznizii (R2 

= 0.325 B = 0.570 p = 0.011; R2 = 0.494 B = 1.337 p <0.001, respectivamente) y 

Ruminoccocus (R2 = 0.325 B = 0.259 p = 0.029; R2 = 0.494 B = 0.259 p = 0.029, 

respectivamente). Finalmente, la expresión de ARNm de FOXP3 se asoció positivamente 

con la abundancia de Bacteroides fragilis en los pacientes SSP (R2 = 0.547 B = 0.548 p = 

0.029) y controles sanos (R2 = 0.547 B = 0.670 p = 0.016). 
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DISCUSIÓN 

Este estudio ha demostrado que los pacientes con SSP muestran una disbiosis 

intestinal asociada a un aumento en los niveles séricos de citoquinas proinflamatorias 

como IL-6, IL-12, IL-17 y TNF-alfa (inflamación sistémica) y de zonulina (permeabilidad 

intestinal) lo que conduce a una mayor exposición microbiana sistémica. Los pacientes 

con SSP incluidos en nuestro estudio fueron de la misma zona geográfica y tenían un IMC, 

sexo, edad y origen étnico igual al de los controles sanos para evitar la influencia de estos 

factores de confusión sobre el análisis de la microbiota intestinal. 

La diversidad de la microbiota es esencial para mantener la estabilidad y la 

eficiencia del ecosistema intestinal. Respecto a la alfa diversidad, los pacientes con SSP 

mostraron una menor diversidad y riqueza en la microbiota intestinal que los con los 

controles sanos. Van der Meulen et al., (2019) también encontraron una riqueza 

significativamente menor en la composición de la microbiota intestinal, pero no 

encontraron cambios significativos en la diversidad entre los pacientes con SSP y los 

controles sanos (Van der Meulen TA. et al., 2019). Una diversidad reducida puede 

favorecer la aparición de bacterias patógenas capaces de alterar la barrera intestinal y 

estimular la producción de mediadores inflamatorios de las células epiteliales de la 

mucosa en la lámina propia intestinal y en los ganglios linfáticos mesentéricos (De Paiva 

et al., 2016). Además, se ha descrito que los sujetos con una riqueza de microbiota 

intestinal disminuida tienen mayor número de marcadores inflamatorios en sangre (Le 

Chatelier et al., 2013). Estos datos podrían sugerir un vínculo entre la menor diversidad y 

riqueza bacteriana y la mayor inflamación sistémica y permeabilidad intestinal 

encontrada en nuestros pacientes con SSP. Además, el Análisis de componentes 

Pricipales de Bray-Curtis para determinar la diversidad beta mostró que los pacientes con 

SSP se agruparon en un cluster separado con respecto a los controles sanos, lo que 

sugiere la presencia de cambios microbianos significativos mediados por la enfermedad.  

Cuando analizamos la abundancia relativa de los diferentes taxones bacterianos 

presentes en las muestras de heces de los pacientes con SSP y los controles sanos, 

encontramos grandes diferencias significativas a nivel de filo, familia, género y especie. A 

nivel de género, la disbiosis intestinal mostró un aumento en la abundancia de patógenos 
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oportunistas y degradadores de mucina como Prevotella, Clostridium, Enterobacter, 

Escherichia y Streptococcus y un agotamiento en la abundancia relativa de Bacteroides, 

Parabacteroides, Faecalibacterium, Roseburia, Ruminococcus, Dorea, Alistipes, Blautia y 

Bifidobacterium. Nuestros hallazgos han demostrado similitudes y diferencias en 

comparación con datos publicados previamente en pacientes con SS. De Paiva y col. 

También mostraron que las muestras fecales de los pacientes con SS tenían una 

reducción de los géneros Bacteroides, Parabacteroides y Faecalibacterium y un aumento 

de Escherichia y de Streptococcus en comparación con los controles sanos. Sin embargo, 

a diferencia de nuestro estudio, estos autores describieron una disminución de la 

abundancia de Prevotella en el intestino de los pacientes con SS (De Paiva et al., 2016). 

De forma similar a nuestros datos, en un estudio muy reciente, Méndez y cols., 

encontraron una disminución en la abundancia relativa de Faecalibacterium y 

Bacteroides y un aumento en la abundancia relativa de Prevotella en pacientes con SS 

(Mendez et al., 2020). Prevotella es un género crucial en la aparición de otras, trastornos 

inflamatorios crónicos como la artritis reumatoide (Sher et al., 2013). Sher y col. 

identificaron una fuerte asociación entre Prevotella copri y la presencia de artritis 

reumatoide no tratada de nueva aparición. Además, la mayor abundancia de Prevotella 

en estos pacientes se asoció con una reducción en la abundancia de varios microbios 

beneficiosos, incluyendo Bacteroides (Sher J. et al., 2013). Bacteroides spp. y los grupos 

de Clostridia XIVa y IV (bacterias productoras de butirato) han demostrado ser necesarias 

para mantener el equilibrio entre las células T reguladoras antiinflamatorias (Treg) y las 

células Th17 proinflamatorias, que protegen la mucosa de la colonización de 

microorganismos patógenos (Omenetti S. et al., 2015). Por lo tanto, la reducción 

encontrada en nuestro estudio tanto en la abundancia de las bacterias productoras de 

butirato como en el género Bacteroides podría afectar el equilibrio entre las células Th17 

y Treg en los pacientes con SSP, contribuyendo a la autoinmunidad. 

En otro estudio reciente, Moon y cols. demostraron que los pacientes con SS en 

comparación con los controles sanos mostraron un aumento en los niveles de 

Bacteroidetes y una relación Firmicutes / Bacteroidetes disminuida, mientras que la 

abundancia de Actinobacteria (Bifidobacterium) y Clostridia (Blautia, Dorea y 

Agathobacter) disminuyeron significativamente (Moon J.et al., 2020). 
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La disminución en la abundancia de Bifidobacterium encontrada en los pacientes 

con SSP de nuestro estudio y de otros estudios previos, también han sido descritos en 

otros estados inflamatorios crónicos como la artritis reumatoide y la Enfermedad de 

Crohn (Zhong D. et al., 2018, Favier C. et al., 1997). Además, Mandl y cols., indicaron que 

los pacientes con SS con disbiosis severa y niveles reducidos de Bifidobacterium y Alistipes 

podrían tener una mayor actividad de la enfermedad, niveles más bajos del complemento 

y niveles más altos de calprotectina fecal (Mandl T. et al., 2017).  Las posibles causas de 

las diferencias en la composición de la microbiota intestinal encontradas entre los 

diferentes estudios podrían ser debidas a diferencias en los hábitos alimentarios, en la 

gravedad del SS, los medicamentos tomados por los pacientes en el periodo de estudio y 

el sesgo de edad o el sexo. De hecho, varios estudios han descrito la edad y el sexo como 

responsables de los cambios en la composición de la microbiota intestinal humana 

(Radjabzadeh et al., 2020; De La Cuesta-Zuluaga et al., 2019). 

Por otro lado, esta disbiosis de la microbiota intestinal también afecta al 

desequilibrio de las células T helper 1 y T helper 17, a la polarización de Tregs, a el 

aumento de la permeabilidad de las células epiteliales intestinales y a la producción de 

ácidos grasos de cadena corta (Zhong D. et al., 2018). En los pacientes con SSP, 

encontramos una asociación positiva y significativa entre la abundancia de Prevotella 

copri y los niveles séricos de zonulina. La zonulina es una proteína, sintetizada en las 

células intestinales y hepáticas, que modula reversiblemente la permeabilidad de la 

barrera epitelial intestinal, disminuyendo las uniones estrechas intercelulares (Fasano A. 

et al., 2011, Sturgeon C. et al., 2016). Wright y cols. encontraron que Prevotella contiene 

enzimas que son importantes en la degradación de la mucina, pudiendo alterar la barrera 

mucosa del colon y aumentar la permeabilidad intestinal (Su T. et al., 2018). Esto 

permitiría la difusión de patógenos, toxinas y antígenos desde el entorno luminal hacia 

los tejidos mucosos y el sistema circulatorio (Turner JR. et al., 2009), y generando así la 

activación inmune y la inflamación tisular, aspectos importantes en la aparición o 

progresión de enfermedades autoinmunes crónicas (Turner JR. et al., 2009). Por el 

contrario, un estudio reciente en ratones inmunocompetentes ha sugerido que la 

alteración del microbioma intestinal generado por la colonización de Prevotella spp. 

disminuye los niveles de ácidos grasos de cadena corta, especialmente acetato, lo que 
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aumenta la inflamación intestinal tras el daño químico generado a la barrera intestinal 

(Iljazovic et al., 2020). En consecuencia, el aumento significativo en la abundancia de 

Prevotella encontrado en nuestro estudio podría estar asociado con la disregulación 

inmunológica y el aumento de la inflamación intestinal en los pacientes con SSP. 

En nuestro estudio, los pacientes con SSP tuvieron niveles significativamente más 

altos de citoquinas proinflamatorias como IL-17, IL-12, IL-6 y TNF-alfa, junto con una 

disminución significativa de los nivels de la citoquina antiinflamatoria IL-10 y de la 

expresión de ARNm de FOXP3 en comparación con los controles sanos. Además, las 

correlaciones significativas encontradas entre la microbiota intestinal y los niveles séricos 

de citoquinas proinflamatorios y antiinflamatorios y la  expresión de ARNm de FOXP3 del 

huésped, indican que la reducción significativa en la abundancia de Roseburia, Blautia, 

Lachnospira, Ruminococcus, Bifidobacterium, Faecalibacterium prausnitzii y Bacteroides 

fragilis capaces de ejercer efectos antiinflamatorios (a través de la producción de 

citoquinas) y de mejorar la función de la barrera intestinal (a través de la producción de 

butirato) (Sokol H. el al., 2008, Tamanai-Shacoori Z. et al., 2017), junto con el aumento 

significativo en la abundancia de Enterobacter y Escherichia coli (patógenos entéricos 

potenciales con capacidad proinflamatoria) podrían aumentar la permeabilidad intestinal 

y la  inflamación de bajo grado en los pacientes con SSP.  

El butirato (metabolito producido por la microbiota intestinal) es crucial ya que 

proporciona energía a las células epiteliales del colon para mantener las funciones de 

barrera intestinal. Además, el butirato actúa como una molécula antiinflamatoria, capaz 

de inhibir la activación de NF-kB en las células inmunes del huésped al unirse a los 

receptores acoplados a proteína G (GPR43 y GPR41), bloqueando así respuestas 

inflamatorias y generando la supresión de la liberación de TNF-alfa e IL-6 (Lewis K. et al., 

2010). El butirato también genera una modulación de la expresión de IL-17 (Masui R. et 

al., 2013) y promueve la diferenciación de las células Treg, que en última instancia 

pueden suprimir las respuestas proinflamatorias (Singh N. et al.,2014). Fernando y col. 

revelaron que el butirato disminuye la expresión de los niveles patológicos de IL-17 

(Fernando MR. et al., 2016).  

Del mismo modo, Säemann et al. demostraron que el butirato es capaz de inhibir 

fuertemente la producción de las citoquinas proinflamatorias IL-12 y TNF-alfa por parte 
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de los monocitos, mientras que la citoquina antiinflamatoria IL-10 aumentó 

significativamente después de la estimulación bacteriana (Säemann MD. et al., 2000). 

Finalmente, la activación de Tregs por el butirato no sólo inhibe las células T efectoras 

sino que también aumenta la producción de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Chen J 

.et al., 2020). El polisacárido A es una molécula inmunomoduladora derivada de los 

Bacteroides fragilis comensales que media la conversión de células T CD4 + en células 

Treg FOXP3 + que producen IL-10 durante la colonización del comensal, estimulando el 

desarrollo inmunológico del hospedador (Round J. et al., 2010). Estos datos pueden 

indicar la posible asociación entre la disregulación inmunológica asociada con el butirato 

y las alteraciones en la función de barrera intestinal encontrada en los pacientes con SSP. 

Nuestro estudio también ha explorado la funcionalidad de la microbiota intestinal. 

El análisis Picrust ha mostrado que las vías metabólicas bacterianas también son 

diferentes entre los pacientes con SSP y los controles sanos. El microbioma intestinal de 

los pacientes con SSP ha mostrado una depleción en los genes involucrados en funciones 

metabólicas como el metabolismo del butanoato y el metabolismo del glutatión, así como 

una sobrerrepresentación de genes necesarios para el metabolismo del ácido lipoico, 

metabolismo del retinol, biosíntesis de lipopolisacáridos y la degradación de 

glicosaminoglicanos. La disminución de los genes implicados en el metabolismo del 

butanoato en los pacientes con SSP podría deberse a la abundancia significativamente 

menor de las familias Ruminococcaceae (en particular Faecalibacterium prausnitzii) y 

Lachnospiraceae (especialmente Roseburia spp.), principales bacterias productoras de 

butirato pertenecientes al filo Firmicutes, a pesar de la presencia de una abundancia 

significativamente mayor en estos pacientes de otras bacterias potenciales productoras 

de butirato como Clostridiaceae, Veillonellacea y Prevotellaceae. Estas tres últimas 

familias producen principalmente acetato, succinato y propionato, pero algunos sus 

miembros podrían promover la producción de butirato a través de la interconversión de 

acetato o succinato (Louis et al., 2017; Esquivel-Elizondo et al., 2017). La disminución de 

genes relacionados con la síntesis de butirato debido a una disminución de la abundacia 

de bacterias beneficiosas productoras de butirato puede predisponer a un aumento de 

la permeabilidad intestinal asociada condiciones autoinmunes en el hospedador (de 

Oliveira. et al., 2017). En pacientes con LES, la falta de glutatión se ha asociado con 
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diversas anomalías inmunitarias, incluida la disregulación de la apoptosis y la producción 

anormal de citoquinas y quimiocinas (Shah D, et al., 2013).  Por ota parte, las bacterias 

patógenas pueden implementan estrategias básicas de lipoilación, que pueden afectar a 

su patogénesis y virulencia (Spalding MD. et al., 2010). Además, el metabolismo del ácido 

lipoico ha sido ampliamente descrito en la bacteria Gram-negativa Escherichia coli, la cual 

estuvo significativamente aumentanda en los pacientes con SSP con respecto a los 

controles en nuestro estudio. Por otra parte, los glicosaminoglicanos ayudan a formar 

una barrera protectora para la mucina intestinal, y se ha descrito que la degradación de 

los glicosaminoglicanos está asociada con una respuesta inflamatoria en la enfermedad 

inflamatoria intestinal (Winslet MC. et al., 1994). Finalmente, el ácido retinoico (un 

producto del metabolismo del retinol) media la regulación celular en enfermedades 

autoinmunes a través de la supresión de las respuestas inflamatorias T helper 1 / Th17 al 

disminuir los niveles séricos de IFNg e IL-17 (Abdelhamid L. et al., 2018). Todos estos datos 

sugieren que la microbiota intestinal de los pacientes con SSP esta enriquecida en genes 

de vías asociadas con la patogénesis bacteriana y potencialmente relacionadas con la 

inflamación crónica en comparación con los controles sanos. 

Los resultados de este estudio deben interpretarse teniendo en cuenta las 

limitaciones de nuestro estudio, que incluyen un pequeño número de pacientes y 

controles y el sesgo de género de la enfermedad. Por lo tanto, nuestros resultados 

deberían ser confirmados mediante estudios en poblaciones más grandes con pacientes 

de ambos sexos que reflejen la población general de pacientes con SSP. 
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CONCLUSIONES 

• Nuestros datos sugieren que la microbiota intestinal en pacientes con SSP difiere 

tanto a nivel taxonómico como funcional con respecto a la de los controles sanos. 

• Los pacientes con SSP se caracterizaron por un perfil de microbiota intestinal 

menos diverso y rico, con Bacteroidetes dominando a nivel de filo 

• Los pacientes con SSP tuvieron una abundancia relativa significativamente mayor 

de patógenos oportunistas con actividad proinflamatoria y una abundancia 

relativa menor de bacterias beneficiosas o comensales productoras de butirato. 

• Además, los pacientes con SSP tuvieron niveles significativamente más altos de 

citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-12, IL-17 y TNF-alfa) y zonulina sérica, y 

niveles significativamente más bajos de IL-10 y de expresión de FOXP3 (implicado 

en el desarrollo y función de las células Treg) que los controles sanos; capaces de 

alterar la función de la barrera intestinal y, por lo tanto, contribuir a los procesos 

inflamatorios asociados a los pacientes con SSP. 

• El análisis funcional PICRUSt encontró un descenso en genes involucrados en 

funciones metabólicas como el metabolismo del butanoato y el metabolismo del 

glutatión, así como una sobrerrepresentación de genes involucrados en el 

metabolismo del ácido lipoico, metabolismo del retinol, biosíntesis de 

lipopolisacáridos y degradación de glicosaminoglicanos, genes de vías asociadas 

con la patogénesis bacteriana y potencialmente relacionado con la inflamación 

crónica. 

• Son necesarios más estudios para comprender mejor el impacto real de la 

disbiosis en el curso del SSP y para concebir estrategias preventivas o terapéuticas 

para contrarrestar la inflamación provocada por el microbioma en estos paientes. 

• En definitiva, estos datos proporcionan biomarcadores de diagnóstico novedosos 

y precisos basados en la microbiota intestinal, así como nuevas bases para el 

diseño de nuevas terapias basadas en microbios para el tratamiento del SSP. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Datos demográficos del paciente 

Hoja de recogida de datos  

Estudio: microbiota intestinal en síndrome de sjögren primario. 

• Nombre:   

• Teléfono:  

• Fecha nacimiento: -/-/- Edad: x  años  

• Tipo Parto: vaginal 

• Peso al nacimiento:  ------ gramos  

• ¿Tomó lactancia materna? SI/ NO   ¿Cuántos meses?  

• ¿Recibió antibiótico en los primeros 6 meses de vida?  Si/NO.    ¿Cuál y por qué 

motivo?  

• ¿Tiene o ha tenido animales en domicilio? SI/NO  ¿Cuáles?  

• ¿Vive en zona rural o urbana?  

• Peso actual:  KG 

• Talla actual:  

• Antecedentes: Reseñar si la niña o algún familiar presentan enfermedades de tipo 

autoinmune (dermatitis atópica, asma alérgico, celiaquía, diabetes, enfermedad 

Crohn, artritis reumatoide...) u otras enfermedades importantes:  SI/NO 

• Antecedentes personales de interés:  

 

 

• Antecedentes familiares de interés: 
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Anexo 2. Hoja de información al paciente 

Páginas de información al paciente  

Centro: Hospital la Arruzafa. Unidad de córnea y segmento anterior (UCSA). 

Dirección: Av. de la Arruzafa, 9. 

14012 Córdoba. Teléfono: 957 767610 

Médicos que informan: D. A Cano 

Estudio para evaluar la microbiota fecal en pacientes con síndrome de Sjögren primario 

comparado con adultos sanos. 

Estimado Sr/Sra: 

Le invitamos a participar en el estudio “Análisis de la la microbiota intestinal en pacientes 

con síndrome de Sjögren primario comparado con adultos sanos, que se describe en las 

páginas siguientes. 

El formulario actual tiene dos partes: 

-una hoja de información para compartirla con Ud (la conservará Ud consigo) y una hoja 

de consentimiento firmado para participar si decide hacerlo. 

INFORMACIÓN 

Introducción: La microbiota fecal nos permite conocer la microbiota intestinal que habita 

en cada individuo. Se sabe que cada individuo tiene una microbiota intestinal diferente.  

La microbiota intestinal más conocida como flora intestinal, se conoce como el conjunto 

de microorganismos que habitan en nuestro intestino. En un pasado no muy lejano, se 

postulaba que eran huéspedes silenciosos. Actualmente se conoce que no son silenciosos 

sino que tienen un papel importante tanto en la configuración de nuestro sistema inmune 

así como en la producción calórica y en el desarrollo de algunas enfermedades 

autoinmunes. 

Existen múltiples factores que condicionan las diferencias en microbiota intestinal en 

diferentes individuos como la vía del parto, el número de hermanos, la convivencia con 

animales, el tipo de vida rural/urbana, el uso de antibióticos, la higiene materna en el 

periodo neonatal, la lactancia materna versus artificial, la prematuridad... entre otros. 
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Se sabe que el apéndice tiene un papel destacado en la configuración de la microbiota 

fecal.   

Objetivo: Estudiar la composición de la microbiota intestinal intestinal en pacientes con 

síndrome de Sjögren primario comparado con adultos sanos.  

Para el estudio de microbiota intestinal se recoge una muestra de heces que requiere un 

procesamiento concreto. La muestra de heces se recogerá en las 24 horas previas de su 

entrega y hasta su entrega se mantendrá conservada en congelador a -20oC. A su entrega 

se conservará a -70oC hasta su análisis por secuenciación en el instituto de investigación 

biomédica de Málaga (IBIMA). Como preparación en el mes previo a la recogida de la 

muestra, elpaciente no debe tomar antibióticos ni pro/prebióticos ni ningún alimento 

que los contenga (actimel®, activia®, etc) 

Participación voluntaria: La participación en el estudio es totalmente voluntaria. Sólo se 

podrá participar si el paciente da consentimiento oral y por escrito. Si no lo desean, 

incluso con el estudio ya iniciado, se puede retirar el consentimiento sin consecuencias. 

Si no comprende algún concepto o procedimiento, no dude en consultar. Si prefiere 

meditar un poco más la decisión de participar en el estudio, puede tomarse el tiempo 

que estime oportuno. 

Riesgos y beneficios. No se esperan riesgos adicionales derivados de su participación en 

este estudio. No se esperan beneficios inmediatos derivados de su participación en este 

estudio. Con la realización de este estudio se esperan ampliar los conocimientos sobre 

los factores que influyen en la conformación de la microbiota intestinal así como de las 

posibles consecuencias que puede tener en la modificación del sistema immune.  

Retribuciones. No se realizará retribución económica por la participación en el estudio. 

Confidencialidad. Durante el estudio se mantendrán los máximos niveles de 

confidencialidad. No se transmitirá ninguna información personal fuera de la propia UCSA 

y sus profesionales, dado que este estudio se realiza sólo en este centro y no tiene 

promotor comercial. 

Durante la realización del estudio los datos estarán protegidos mediante el estricto 

cumplimiento de la Ley Orgánica 15/1999 de 13 de diciembre de Protección de Datos de 

carácter personal. 
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Derecho a retirarse del estudio. Si desea abandonar el estudio puede informar al personal 

en cualquier momento. No es necesario indicar los motivos. No sufrirá ninguna 

penalización en su tratamiento o en su relación con sus profesionales. Los datos 

recogidos hasta el momento en que abandona el estudio no serán eliminados, y pueden 

ser analizados a posteriori. 

Persona de contacto:  D A. Cano . Centro: Hospital la Arruzafa. Tlf: 957767610 
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Anexo 3. Consentimiento informado entregado y firmado por el paciente antes de entrar 

en el estudio 

Consentimiento informado 

Análisis de la relación entre la microbiota intestinal y el síndrome de Sjögren primario. 

Declaración legal: He leído la información anterior (o ha sido leída para mí). He tenido la 

oportunidad de formular preguntas, y las que he realizado han sido contestadas de forma 

satisfactoria. Doy mi conformidad para participar de forma voluntaria en este estudio. 

Autorizo a que mis datos personales sean procesados tal como se ha expuesto, 

incluyéndose en ficheros en papel y en formato digital que son propiedad del Centro. 

He sido debidamente informado de que mi participación es voluntaria y de que puedo 

retirar mi consentimiento en cualquier momento, sin desventaja para mí, pero que los 

datos recogidos hasta ese momento con mí consentimiento previo pueden ser analizados 

en el estudio. 

Los espacios en blanco deben ser cumplimentados a mano por el propio paciente: 

Nombre del participante (mayúsculas): Firma y fecha (día/mes/año)  

Nombre y apellidos: ………………………………………………………… 

DNI: ................................................................................................................. 

Declaración del médico: 

He informado de forma precisa al posible participante de todo el contenido de esta hoja 

de información y he hecho todo lo posible para garantizar que comprenda los 

procedimientos que se llevarán a cabo en este estudio. 

Confirmo que el participante ha tenido la oportunidad de realizar preguntas sobre el 

estudio, y que han sido respondidas de la mejor forma posible. 

El participante ha otorgado su consentimiento de forma libre y voluntaria. Se le ha 

suministrado una copia del presente formulario firmado y fechado.  

Nombre del médico:  

Firma y fecha (día/mes/año) 



 

 140 

Revocación de consentimiento 

Análisis de la relación entre la microbiota intestinal y el síndrome de Sjögren primario. 

He decidido de forma voluntaria retirarme del estudio “Análisis de la la microbiota 

intestinal en pacientes con síndrome de Sjögren primario comparado con adultos sanos” 

 

Declaración del tutor legal si procede: 

  

Deseo/ No deseo (elegir lo que proceda) explicar las causas de mi retirada: 

........................................................................................................................................................

............................................................................ ........................................... 

Entiendo que la información sobre mi caso que ya forme parte del estudio no será retirada, y 

que los responsables del estudio me garantizan su manejo confidencial. 

Se me ha explicado apropiadamente que la retirada no supone ninguna merma en la calidad 

de la atención que venía recibiendo previamente a participar en el estudio, y que paso de 

nuevo al seguimiento periódico en mi consulta habitual. 

 

Fecha.................................................................................................... 

Firmado: ...................................................... DNI: 
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Anexo 4. Aprobación del comité de ética de la investigación provincial de Córdoba. 

 

 

 

 

 

 

  







 

 142 

Anexo 5. Publicación 

 



 International Journal of 

Molecular Sciences

Article

Connection between the Gut Microbiome, Systemic
Inflammation, Gut Permeability and FOXP3
Expression in Patients with Primary
Sjögren’s Syndrome

Antonio Cano-Ortiz 1, Aurora Laborda-Illanes 2,3, Isaac Plaza-Andrades 2,
Alberto Membrillo del Pozo 1, Alberto Villarrubia Cuadrado 1,
Marina Rodríguez Calvo de Mora 4 , Isabel Leiva-Gea 5, Lidia Sanchez-Alcoholado 2,3,*
and María Isabel Queipo-Ortuño 2,*

1 Servicio de Oftalmología, Hospital de la Arruzafa. Universidad de Córdoba, 14012 Córdoba, Spain;
antoniocanoortiz@gmail.com (A.C.-O.); alberto.membrillo@gmail.com (A.M.d.P.);
alvillarrubia@yahoo.com (A.V.C.)

2 Unidad de Gestión Clínica Intercentros de Oncología Médica, Hospitales Universitarios Regional y Virgen
de la Victoria, Instituto de Investigación Biomédica de Málaga (IBIMA)-CIMES-UMA, 29010 Málaga, Spain;
auroralabordaillanes@gmail.com (A.L.-I.); isaacplazaandrade@gmail.com (I.P.-A.)

3 Facultad de Medicina, Universidad de Málaga, 29071 Málaga, Spain
4 Servicio de Oftalmología, Hospital Regional Universitario, 29009 Málaga, Spain; marocalmo@gmail.com
5 Unidad de Endocrinología Pediátrica, Hospital Materno-Infantil, 29009 Málaga, Spain;

isabeleiva@hotmail.com
* Correspondence: l.s.alcoholado@gmail.com (L.S.-A.); maribelqo@gmail.com (M.I.Q.-O.)

Received: 27 October 2020; Accepted: 18 November 2020; Published: 19 November 2020 ����������
�������

Abstract: The aims of this study were to explore intestinal microbial composition and functionality in
primary Sjögren’s syndrome (pSS) and to relate these findings to inflammation, permeability and
the transcription factor Forkhead box protein P3 (FOXP3) gene expression in peripheral blood.
The study included 19 pSS patients and 19 healthy controls matched for age, sex, and body mass
index. Fecal bacterial DNA was extracted and analyzed by 16S rRNA sequencing using an Ion S5
platform followed by a bioinformatics analysis using Quantitative Insights into Microbial Ecology
(QIIME II) and Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States
(PICRUSt). Our data suggest that the gut microbiota of pSS patients differs at both the taxonomic and
functional levels with respect to healthy controls. The gut microbiota profile of our pSS patients was
characterized by a lower diversity and richness and with Bacteroidetes dominating at the phylum
level. The pSS patients had less beneficial or commensal butyrate-producing bacteria and a higher
proportion of opportunistic pathogens with proinflammatory activity, which may impair intestinal
barrier function and therefore contribute to inflammatory processes associated with pSS by increasing
the production of proinflammatory cytokines and decreasing the release of the anti-inflammatory
cytokine IL-10 and the peripheral FOXP3 mRNA expression, implicated in the development and
function of regulatory T cells (Treg) cells. Further studies are needed to better understand the real
impact of dysbiosis on the course of pSS and to conceive preventive or therapeutic strategies to
counteract microbiome-driven inflammation.
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1. Introduction

Primary Sjögren’s syndrome (pSS) is a systemic inflammatory autoimmune disease characterized by
chronic inflammation of the exocrine glands, in particular the salivary and lacrimal glands, resulting in
oral and ocular dryness (sicca) complaints [1]. Additionally, patients develop fatigue, depression,
and inflammation in extraglandular tissues including the brain, lungs, and gastrointestinal tract [2].

The etiology of pSS remains to be elucidated, although both environmental and genetic factors
are believed to be involved in the pathogenesis [3]. Individuals with autoimmune diseases such
as spondyloarthritis [4], rheumatoid arthritis [5] and lupus erythematosus [6] have been found to
have gut microbiome alterations compared to healthy controls. Several recent studies have described
differences in the gut and oral microbiota of pSS patients compared with healthy and symptom
controls. The study by de Paiva et al. showed a significant increase in Staphylococcus aureus and
Candida albicans accompanied by a decrease in Leptotrichia and Fusobacterium in the oral mucosa and the
tongue samples of SS patients. In addition, high levels of Lactobacillus spp. were found in supragingival
plaque samples [7]. Concerning gut microbiota, these authors observed depletion of Faecalibacterium,
Bacteroides, Parabacteroides and Prevotella and enhancement of Escherichia, Shigella, and Streptococcus
genera [7]. Mandl et al. found that severe intestinal dysbiosis was more prevalent in pSS patients in
comparison to healthy controls and this dysbiosis was associated with clinical and laboratory markers
of systemic disease activity and with gastrointestinal inflammation [8].

The gut microbiota is involved in maintaining balance in immune responses between regulatory T
cells (Tregs) and T helper 17 (Th17) cells on the mucosal surface and acts as a trigger for the induction
of autoimmunity, such as in rheumatic diseases [9].

The strong anti-inflammatory effects exhibited by Treg cells expressing the transcription factor
Forkhead box protein P3 (FOXP3) are necessary to balance immune responses and prevent chronic
inflammation. In fact, the depletion of these Treg cells has been reported to result in autoimmune
diseases [10]. The interplay between the gut microbiota, the epithelium and the immune cells of the
gastrointestinal mucosa has been shown to have significant effects on the local and systemic immune
systems [11] and may both decrease and increase local and systemic inflammatory disease [12]. In pSS
patients, it has been considered that, the integrity of the gastrointestinal epithelium and its barrier
function may be altered through inflammation and diminished secretions of the exocrine glands,
producing an altered microbiota–host immune system interaction [13,14]. Exocrine gland dysfunction
is driven by high levels of key factors such as proinflammatory cytokines including interleukin (IL)-12,
IL-6, interferon-gamma (IFN-gamma) and tumor necrosis factor (TNF)-alpha; serum autoantibodies
including antinuclear antibodies (ANA), antibodies against anti-Ro/Sjögren’s syndrome autoantibody
A (Ro/SSA) and anti La/Sjögren’s syndrome autoantibody B (La/SSB), and rheumatoid factor (RF);
and significant infiltration of T and B cells [15]. Gut microbiome dysbiosis can modulate systemic
inflammation but systemic inflammation can also reduce beneficial gut bacteria, promoting the growth
of commensal bacteria with the potential to be pathogenic [16,17].

The aims of this study were therefore to explore intestinal microbial composition and functionality
in pSS and to relate these findings to inflammation, permeability and FOXP3 gene expression in
peripheral blood.

2. Results

2.1. Clinical Characteristics of the pSS and the Healthy Control Groups

Demographic and clinical characteristics of the participants are shown in Table 1. No significant
differences in age, sex, body mass index (BMI), race, smoking, total cholesterol, triglycerides,
high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol or fasting
glucose were found between study groups (p > 0.05). Only the serum levels of c-reactive proteins
(CRP) were significantly increased in pSS patients compared to healthy controls. Comorbidities in the
pSS patients included type 2 diabetes (n = 1), hypothyroidism (no Hashimoto’s thyroiditis) (n = 3),
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fibromyalgia (n = 2), oral ulcers (n = 1) and arthralgia (n = 3) but none of the pSS patients had a comorbid
autoimmune disease. We included patients that had not taken steroids or immunosuppressant for at
least 3 months prior to sample collection.

Adherence to the Mediterranean diet assessed via a 14-item food frequency questionnaire reflected
high adherence to the Mediterranean diet in both study groups.

Table 1. Demographic and clinical characteristics of primary Sjögren’s syndrome (pSS) patients and
healthy controls.

pSS
(n = 19)

Healthy Controls
(n = 19) p

Age in years, mean ± SD 56.43 ± 8.74 54.70 ± 8.42 0.545
Female sex, n (%) 19 (100) 19 (100) 0.589
BMI, mean ±SD 26.17 ± 6.27 26.25 ± 4.15 0.963
Smoking, n (%) 7 (36.84) 8 (42.10) 0.736

Caucasian, n (%) 19 (100) 19 (100) 0.589
Fulfilling ACR EULAR 2016 criteria for SS, n (%) 19 (100) NA -

Serum biochemistry

Glucose (mg/dl) 93.44 ± 22.14 92.16 ± 18.24 0.847
Insulin (mg/dl) 8.81 ± 3.63 6.82 ± 3.72 0.104

Triglycerides (mg/dl) 90.41 ± 29.65 97.92 ± 27.51 0.398
Cholesterol (mg/dl) 189.38 ± 22.29 176.3 ± 34.6 0.175

LDL-cholesterol (mg/dl) 123.76 ± 31.0 118.20 ± 33.75 0.600
HDL-cholesterol (mg/dl) 63.16 ± 14.73 59.84 ± 15.60 0.504

CRP (ng/mL) 3.80 ± 0.49 2.77 ± 0.63 0.001
ANA positive, n (%) 15 (78.94) NA -
ENA positive, n (%) 6 (31.57%) NA -

Ro/SSA positive, n (%) 11 (57.89) NA -
La/SSB positive, n (%) 12 (63.15) NA -

Rheumatoid factor positive, n (%) 13 (68.42) NA -
C3 low at inclusion
(<0.90 g/L), n (%) 7 (36.84) NA -

C4 low at inclusion
(<0.10 g/L), n (%) 7 (36.84) NA -

Other symptoms reported

Hypothyroidism, n (%) 3(15.78) 0 (0) -
Fibromyalgia, n (%) 2 (10.52) 0 (0) -

Oral ulcers, n (%) 1 (5.26) 0 (0) -
Arthralgia, n (%) 3 (15.78) 0 (0) -

Type 2 diabetes, n (%) 1 (5.26) 0 (0) -

pSS, primary Sjögren’s syndrome; BMI, body mass index; CRP, c-reactive protein; LDL, Low density
lipoprotein-cholesterol; HDL-cholesterol, high density lipoprotein-cholesterol; ACR EULAR, American College
of Rheumatology/European League Against Rheumatism; ANA, antinuclear antibody; ENA, extractable nuclear
antigen; Ro/SSA, anti-Ro/Sjögren’s syndrome autoantibody A; La/SSB, anti La/Sjögren’s syndrome autoantibody B;
C3/C4, complement C3/C4.

2.2. Taxonomic Composition and Diversity of Gut Microbiota

A total of 2,473,675 reads of the 16S rDNA gene V2–V9 region were generated from the 38 analyzed
samples, with an average of 65,096.71 (±10,825.11 standard deviation (SD)) reads for each sample,
ranging from 630,489 to 2582. A total of 52,844.28 high quality reads were obtained after trimming
and filtering. In the operational taxonomic unit (OTU) clustering process, a total of 6473 OTUs
were obtained, and after alignment of the OTUs representative sequences, 2582 OTUs with a relative
abundance higher than 1% in at least four samples (97% similarity cut-off) were identified. In the
taxonomic assignment process, these OTUs were binned in 7 phyla, 39 families, 45 genera and 53 species
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using the Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME2) pipeline, with Greengenes v13.8 as
the reference database for sequence classification and alignment.

To compare the alpha diversity, the Chao1, ACE, Shannon and Simpson indices were calculated
after rarefying the OTU table to 1731 sequences, the size of the smallest sample to obtain equal
sequencing depth. These analyses revealed a significant decrease in richness (Chao1 and ACE) and
diversity (Shannon and Simpson) in pSS patients compared to healthy controls (Chao1 q < 0.001,
ACE p < 0.001, Shannon p = 0.0017 and Simpson p = 0.05) (Figure 1A,B).
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Figure 1. Comparison of alpha diversity in primary Sjögren’s syndrome (pSS) patients and healthy
controls (HC). (A) Shannon and Simpson’s diversity indices; (B) Chao1 and ACE richness indices.

Beta diversity was evaluated by the Bray-Curtis Index metric at the genus level. Significant shifts
in community membership and structure were observed between the study groups in the principal
coordinates analysis (PCoA) plots (p = 0.007, ANOSIM). As shown in Figure 2 a significant separation
in clustering pattern between pSS and healthy controls could be observed from PC1 and PC2 scores
that accounted for 10% and 12.7% of the total variations.

2.3. Comparative Analysis of the Gut Microbial Composition of Patients with pSS and Healthy Controls

Compositional differences in gut microbiota at the level of phylum, family, genus and species
were found between both study groups. A core microbiome consisting predominantly of Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, WS6 and Actinobacteria phyla was found in fecal samples from both
groups, accounting for up to 90% of sequences on average. The remaining bacterial population
belonged to the other phyla (Tenericutes, Fusobacterium and Lentisphaerae), which had a relative
abundance lower than 1% in both groups. At this phylum level, we found a significant rise in
Bacteroidetes (40.24% pSS vs. 33.05% HC, p < 0.001, q-value < 0.001) and Proteobacteria (11.22% pSS vs.
6.98% HC, p = 0.0020, q-value = 0.017) in pSS patients compared to healthy controls. While Firmicutes
(20.12% pSS vs. 31.22% HC, p = 0.0021, q-value = 0.02) and Actinobacteria (2.54% pSS vs. 6.12% HC,
p = 0.012, q-value = 0.048) were significantly enriched in healthy controls compared to pSS patients
(Figure 3).
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Of the 39 families identified, 10 showed significant differences in their abundance between pSS
patients and healthy controls. In the Firmicutes families, two families were significantly more frequent
in pSS patients compared with healthy controls such as Clostridiaceae (6.87% pSS vs. 1.34% HC,
p < 0.001, q-value < 0.001) and Veillonellaceae (3.75% pSS vs. 1.86% HC, p = 0.0032, q-value = 0.02) On
the other hand, the frequency of Ruminococcaceae (7.65% pSS vs. 27.53% HC, p < 0.001, q-value = 0.002)
and Lachnospiraceae (8.44% pSS vs. 20.10% HC, p < 0.001, q-value = 0.001) was significantly reduced in
pSS compared with healthy controls. Within the Bacteroidetes, three different families were significantly
higher in pSS patients when compared with healthy controls: Prevotellaceae (20.18% pSS vs. 2.05%
HC, p < 0.001, q-value < 0.001), Rikenellaceae (14.03% pSS vs. 4.44% HC, p = 0.013, q-value = 0.05) and
Odoribacteraceae (2.96% pSS vs. 1.60% HC, p = 0.009, q-value = 0.046). Bacteroidaceae (25.12% pSS vs.
29.79% HC, p = 0.011, q-value = 0.046) and Porphyromonadaceae (2.72% pSS vs. 2.57% HC, p = 0.0021,
q-value = 0.017) were significantly lower in pSS patients than in healthy controls. In Actinobacteria,
a significant decrease in Bifidobacteriaceae (2.45% pSS vs. 4.43% HC, p < 0.001, q-value < 0.001) was
found in pSS patients compared with healthy controls. While in the Proteobacteria family, there was
a significant increase in the abundance of Enterobacteriaceae (3.77% pSS vs. 1.50% HC, p < 0.001,
q-value = 0.001) in pSS patients (Figure 4).
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Figure 4. Family-level microbial classification of bacteria from stool samples of primary Sjögren’s
syndrome (pSS) patients and healthy controls (HC). (A) Data are shown as a percentage of the total
identified sequences per group. (B) Differentially abundant families in the stool samples of pSS patients
compared to HC. * p < 0.05, ** p < 0.001. The bars indicate mean ± standard deviation (SD).
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A total of 15 genera exhibited significant compositional changes in pSS patients compared to
healthy controls. In the pSS patients, we found a significant increase in the abundance of Prevotella
(21.43% pSS vs. 4.14% HC, p = 0.0017, q-value = 0.014), Escherichia (2.78% pSS vs. 1.05% HC p = 0.011,
q-value = 0.046), Clostridium (2.48% pSS vs. 1.11% HC, p < 0.001, q value = 0.007), Enterobacter
(5.34% pSS vs. 1.30% HC, p = 0.0034, q-value = 0.02), Veillonella (4.16% pSS vs. 1.12% HC, p = 0.0043,
q-value = 0.022) and Streptococcus (2.54% pSS vs. 1.20% HC, p = 0.0043, q-value = 0.022), accompanied by
a significant decrease in the genera Bacteroides (19.47% pSS vs. 26.20% HC, p = 0.0017, q-value = 0.014),
Alistipes (3.89% pSS vs. 5.33% HC, p < 0.001, q-value = 0.006), Dorea (0.69% pSS vs. 1.45% HC, p = 0.008,
q-value = 0.038), Parabacteroides (2.33% pSS vs. 4.25% HC, p = 0.012, Q = 0.046), Blautia (2.43% pSS vs.
3.08% HC, p = 0.0033, q-value = 0.02), Lachnospira (1.05% pSS vs. 2.19% HC, p = 0.013, q-value = 0.05),
Roseburia (3.29% pSS vs. 6.10% HC, p = 0.013, q-value = 0.05), Faecalibacterium (4.77% pSS vs. 10.97%
HC, p = 0.0023, q-value = 0.02), Ruminococcus (2.61% pSS vs. 8.34% HC, p = 0.0013, p = 0.0013,
q-value = 0.012) and Bifidobacterium (2.72% pSS vs. 4.02% HC, p = 0.012, q-value = 0.046) (Figure 5).
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Figure 5. Relative abundance of bacterial genera in the microbiota of primary Sjögren’s syndrome
(pSS) patients and healthy controls (HC). (A) Data are shown as a percentage of the total identified
sequences per group. (B) Differentially abundant genera in the stool samples of pSS and HC. * p < 0.05,
** p < 0.001. The bars indicate mean ± standard deviation (SD).
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At the species level, in the pSS group we observed, a significant increase in Clostridium clostridioforme
(3.05% pSS vs. 2.33% HC, p = 0.0037, q-value = 0.02), Escherichia coli (4.12% pSS vs. 1.45% HC, p = 0.0037,
q-value = 0.02) and Prevotella copri (6.78% pSS vs. 2.18% HC, p < 0.001, q-value = 0.001) and a significant
decrease in Bacteroides fragilis (7.47% pSS vs. 13.88% HC, p = 0.003, q-value = 0.0096), Parabacteroides
distasonis (2.16% pSS vs. 7.37% HC, p = 0.0032, q-value = 0.027), Dorea longicatena (6.97% pSS vs.
4.77% HC, p = 0.0045, q-value = 0.035), Ruminococcus lactaris (2.34% pSS vs. 5.23% HC, p = 0.005,
q-value = 0.047) and Faecalibacterium prausnitzii (1.47% pSS vs. 6.72% HC, p = 0.0019, q-value = 0.02).

2.4. Functional Differences in Gut Microbiota between pSS Patients and Healthy Individuals

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis of the
metagenomic data showed that genes for energy metabolism such as sulfur metabolism (q-value = 0.022),
carbohydrate metabolism such as butanoate metabolism (q-value = 0.019), metabolism of other amino
acids such as glutathione metabolism (q-value = 0.026), signal transduction mechanisms such as the
phosphatidylinositol signaling system (q-value = 0.024) and xenobiotics biodegradation and metabolism
pathways including benzoate degradation (q-value = 0.038) and xylene degradation (q-value = 0.04)
were significantly depleted in pSS patients compared to healthy control subjects. Nevertheless, in pSS
patients compared to healthy controls, there was a significant over-representation of genes in the amino
acid metabolism pathways, such as for cysteine and methionine metabolism (q-value = 0.029), as well
as in genes for membrane transport such as bacterial secretion systems (q-value = 0.045), metabolism
of cofactors and vitamins such as lipoic acid metabolism (q-value = 0.035) and retinol metabolism
(q-value = 0.027) and glycan biosynthesis and metabolism such as lipopolysaccharide biosynthesis
(q-value = 0.018) and glycosaminoglycan degradation (q-value = 0.023) (Figure 6).

2.5. Differences in the Serum Levels of Inflammatory Mediators and Zonulin and the Relative Expression of
FOXP3 in pSS Patients Compared to Healthy Controls

Circulating zonulin levels were significantly higher in pSS patients than in healthy controls
(82.26 ± 12.65 ng/mL pSS vs. 35.89 ± 8.94 ng/mL HC, p < 0.001). In addition, pSS patients had higher
levels of the proinflammatory cytokines IL-6 (199.78 ± 62.91 pg/mL pSS vs. 82.63 ± 18.86 pg/mL HC,
p < 0.001), IL-17 (5.77 ± 1.79 pg/mL pSS vs. 1.96 ± 0.61 pg/mL HC, p < 0.001), IL-12 (65.38 ± 15.95 pg/mL
pSS vs. 27.64± 10.47 pg/mL HC, p < 0.001), TNF-alpha (341.72± 52.75 pg/mL pSS vs. 147.48± 22.15 pg/mL
HC, p < 0.001) than healthy controls. Nevertheless, no significant differences were observed in serum
levels of IFN-gamma between study groups (2.36 ± 0.95 pg/mL pSS vs. 1.91 ± 0.44 pg/mL HC, p = 0.069).
With respect to the anti-inflammatory cytokine IL-10 (85.86 ± 26.36 pg/mL pSS vs. 139.89 ± 41.72 pg/mL
HC, p < 0.001), a significant depletion was found in pSS patients with respect to healthy controls. Finally,
relative mRNA expression of FOXP3 in PBMC was significantly lower in pSS patients when compared
with healthy controls (0.31 ± 0.11 pSS vs. 1.31 ± 0.23 HC, p < 0.001).

2.6. Gut Microbiota was Significantly Associated with Serum Levels of Inflammatory Mediators and Zonulin
and the Relative Expression of FOXP3 in pSS Patients

We performed pairwise correlation between the microbial taxonomic composition of both study
groups at the different taxa levels with each cytokine and with serum zonulin levels and FOXP3 mRNA
expression (Tables 2 and 3).

Linear regression analysis showed that serum zonulin levels had a significant positive association
with the abundance of Prevotella copri (R2 = 0.752, B = 0.520, p = 0.017) and a significant negative
association with the abundance of Bifidobacterium (R2 = 0.752, B = −1.041, p < 0.001) in the pSS patients.
In the healthy controls, the zonulin level was negatively associated with Ruminococcus (R2 = 0.752,
B = −0.411, p = 0.005) and Bifidobacterium (R2 = 0.752, B = −1.182, p < 0.001).

Similarly, in the pSS patients, the regression analysis showed a negative association between
the levels of proinflammatory cytokines IL-17 and TNF-alpha and the abundance of Bifidobacterium
(R2 = 0.742, B = −1.289, p < 0.001 and R2 = 0.697, B = −0.580, p < 0.001, respectively) and Ruminococcus
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(R2 = 0.742, B = −0.815, p < 0.001) only for IL-17, while the levels of IL-12 were negatively associated
with the abundance of Lachnospira (R2 = 0.897, B = −0.601, p < 0.001), Roseburia (R2 = 0.897, B = −0.641,
p < 0.001) and Bifidobacterium (R2 = 0.897, B = −0.715, p < 0.001) and positively with the abundance of
Enterobacter (R2 = 0.897, B = 0.562, p < 0.001). Concerning the levels of IL-6 in pSS, we found a negative
association with Blautia (R2 = 0.835, B = −0.132, p = 0.022) and Roseburia (R2 = 0.835, B = −0.785,
p = 0.001) and a positive association with Escherichia coli (R2 = 0.835, B = 0.678, p < 0.001). In the healthy
controls, only a significant negative association was found between the levels of the proinflammatory
cytokines IL-6 and TNF-alpha and the abundance of Parabacteroides distasonis (R2 = 0.948, B = 1.139,
p < 0.001 and R2 = 0.570, B = 0.570. p = 0.011, respectively)Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, x FOR PEER REVIEW 10 of 22 
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Communities by Reconstruction of Unobserved States (PICRUSt) algorithm from fecal samples from
primary Sjögren’s syndrome (pSS) patients and healthy controls (HC).

Conversely, in both the pSS and healthy controls, the anti-inflammatory cytokine IL-10 revealed a
strong positive association with the abundance of Faecalibacterium prausnitzii (R2 = 0.325, B = 0.570,
p = 0.011; R2 = 0.494, B = 1.337, p < 0.001, respectively) and Ruminococcus (R2 = 0.325, B = 0.259,
p = 0.029; R2 = 0.494, B = 0.259, p = 0.029, respectively). Finally, FOXP3 mRNA expression was
positively associated with the abundance of Bacteroides fragilis in both the pSS patients (R2 = 0.547,
B = 0.548, p = 0.029) and healthy controls (R2 = 0.547, B = 0.670, p = 0.016).
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Table 2. Correlations between gut microbiota composition and serum levels of IL-6, IL-12 and IL-17 in the primary Sjögren’s syndrome (pSS) and healthy control groups.

pSS Healthy Controls pSS Healthy Controls pSS Healthy Controls

IL-6 IL-12 IL-17

Butyciromonas −0.598 (p = 0.030)
Roseburia −0.718 (p = 0.010) −0.767 (p = 0.020) −0.511 (p = 0.045) −0.675 (p = 0.047)

Ruminococcus −0.527 (p = 0.020) −0.533 (p = 0.029) −0.631 (p = 0.025)
Blautia −0.635 (p = 0.007)

Enterobacter 0.873 (p = 0.008) 0.549 (p = 0.039)
Streptococcus 0.466 (p = 0.044)

Faecalibacterium prausnitzii −0.587 (p = 0.028) −0.508 (p = 0.027) −0.550 (p= 0.025)
Escherichia coli 0.723 (p = 0.009)
Bifidobacterium −0.573 (p = 0.030) −0.508 (p = 0.018) −0.507 (p = 0.027) −0.789 (p = 0.002) −0.459 (p = 0.041)

Bacteroides fragilis −0.473 (p = 0.041)
Parabacteroides distasonis −0.767 (p = 0.004)

Lachnospira −0.514 (p = 0.014)
Prevotella 0.465 (p = 0.045)

Clostridium 0.462 (p = 0.046) 0.412 (p = 0.043)

Table 3. Correlations between gut microbiota composition and serum levels of TNF-alpha, IL-10, zonulin and FOXP3 mRNA expression in the study groups.

pSS Healthy Controls pSS Healthy Controls pSS Healthy Controls pSS Healthy Controls

TNF-Alpha IL-10 Zonulin FOXP3 mRNA Expression

Ruminococcus −0.496 (p = 0.031) 0.563 (p = 0.035) 0.494 (p = 0.032) −0.496 (p = 0.031) −0.665 (p = 0.005) 0.573 (p = 0.034)
Butyciromonas −0.560 (p = 0.033) 0.525 (p = 0.021) −0.542 (p = 0.027) 0.598 (p = 0.043)

Blautia 0.516 (p = 0.024) 0.576 (p = 0.005)
Roseburia −0.458 (p = 0.048) 0.501 (p = 0.042)

Prevotella copri 0.645 (p = 0.003)
Clostridium 0.550 (p = 0.025) −0.651 (p = 0.033)

Bifidobacterium −0.580 (p = 0.009) −0.631 (p = 0.010) −0.584 (p = 0.017)
Bacteroides fragilis −0.567 (p = 0.041) 0.631 (p = 0.002) 0.563 (p = 0.009)

Faecalibacterium prausnitzii 0.651 (p = 0.010) 0.597 (p = 0.025) −0.502 (p = 0.029)
Parabacteroides distasonis −0.559 (p = 0.009) −0.700 (p = 0.035)
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3. Discussion

This study has demonstrated that the pSS patients had gut dysbiosis associated with increased
serum levels of proinflammatory cytokines including IL-6, IL-12, IL-17 and TNF-alpha (systemic
inflammation) and zonulin (intestinal permeability) that resulted in increased systemic microbial
exposure. The pSS patients included were from the same geographical area and had a similar BMI, sex,
age and ethnic background as the healthy controls to avoid the influence of these confounding factors
on the gut microbiota analysis.

Microbiota diversity is essential to maintaining ecosystem stability and efficiency. Regarding alpha
diversity, patients exhibited decreased gut microbiota diversity and richness compared with controls.
Van der Meulen et al. also found significantly lower richness in gut microbiota composition but
not in diversity in pSS patients compared to healthy controls [18]. Reduced diversity may favor
emergence of pathogenic bacteria that disrupt the intestinal barrier and stimulate production of
inflammatory mediators by mucosal epithelial cells in the intestinal lamina propria and mesenteric
lymph nodes [7]. Moreover, individuals with low gut microbiota richness have higher inflammatory
markers in blood [19]. These data could suggest a link between the lower bacterial diversity and richness
and the higher systemic inflammation and intestinal permeability found in our pSS patients. In addition,
the Bray-Curtis PCoA plot for beta diversity showed that the pSS patients were grouped into a tight
cluster compared to the healthy controls, indicating significant disease-mediated microbial changes.

We found large significant differences in predominant phyla, family, genera and species taxa in
pSS patients compared to healthy controls. At the genera level, gut dysbiosis showed an increase
in the abundance of the mucin-degrading and enteric pathogens Prevotella, Clostridium, Enterobacter,
Escherichia, and Streptococcus and a depletion in the relative abundance of Bacteroides, Parabacteroides,
Faecalibacterium, Roseburia, Ruminococcus, Dorea, Alistipes, Blautia and Bifidobacterium. Our findings
have demonstrated both similarities and differences compared to prior data in Sjögren’s patients.
de Paiva et al. showed that fecal samples from Sjögren’s patients had a reduction in the genus
Bacteroides, Parabacteroides and Faecalibacterium and an augmentation of Escherichia and Streptococcus
genera compared to controls. Nevertheless, unlike our study these authors described a significant
decrease in the abundance of Prevotella in the gut of Sjögren’s patients [7].

Conversely, but similar to our data, in a very recent study, Mendez et al. reported a decrease in
the relative abundance of Faecalibacterium and Bacteroides and an increase in the relative abundance
of Prevotella in Sjögren’s patients [17]. Prevotella is a crucial genus in the onset of other chronic
inflammatory disorders such as rheumatoid arthritis [20]. Sher et al. identified a strong association
between Prevotella copri and new-onset untreated rheumatoid arthritis and the higher abundance of
Prevotella was associated with a reduction in several beneficial microbes, including Bacteroides [21].

Bacteroides spp. and the Clostridia clusters XIVa and IV (butyrate-producing bacteria) have
been shown to be necessary for maintaining the balance between anti-inflammatory regulatory Treg
cells and proinflammatory Th17 cells, which protect the mucosa from pathogenic microorganism
colonization [22]. The reduction found in our study in both butyrate-producing bacteria and Bacteroides
may affect the balance between Th17 and Treg cells in pSS patients, contributing to autoimmunity.

In another recent study, Moon et al. demonstrated that SS patients compared to healthy controls
had increased Bacteroidetes levels and a decreased Firmicutes/Bacteroidetes ratio, while Actinobacteria
(Bifidobacterium) and Clostridia (Blautia, Dorea and Agathobacter) were significantly decreased [23].
The depletion in the abundance of Bifidobacterium in pSS patients shown in our study and by other
authors is also described in other chronic inflammatory states including rheumatoid arthritis and
Crohn’s disease [9,24]. Moreover, Mandl et al. indicated that SS patients with severe dysbiosis and
decreased levels of Bifidobacterium and Alistipes could have higher disease activity, lower levels of
complement component and higher levels of fecal calprotectin [8]. The possible causes of these
differences in gut microbiota composition between studies could be differences in dietary habits or in
the severity of Sjögren’s syndrome, medications, age or sex bias. Several studies have described age-
and sex-related changes in human gut microbiota composition [25–27].
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On the other hand, this gut microbiota dysbiosis also affects the imbalance of T helper 1 and Th17
cells, the polarization of Tregs, the increased permeability of intestinal epithelial cells and the production
of short-chain fatty acids [9]. In the pSS patients, we found a significant positive association between
the abundance of Prevotella copri and serum levels of zonulin. Zonulin is a protein, synthesized in
intestinal and liver cells, that reversibly modulates the permeability of the intestinal epithelial barrier
by disassembling intercellular tight junctions [28,29]. Wright et al. found that Prevotella contains
enzymes that are important in mucin degradation, which may disrupt the colonic mucus barrier
and increase intestinal permeability [30], allowing the diffusion of pathogens, toxins, and antigens
from the luminal environment into the mucosal tissues and circulatory system [31], resulting in the
immune activation and tissue inflammation important in the onset or progression of several intestinal
and chronic autoimmune diseases [32]. Conversely, a recent study in immunocompetent mice has
suggested that alteration of the gut microbiome by Prevotella spp. colonization decreases levels of short
chain fatty acids, especially acetate, enhancing intestinal inflammation but after chemical damage to
the intestinal barrier [33]. Accordingly, the significant increase in Prevotella abundance found in our
study could be associated with the immune dysregulation and the increased intestinal inflammation in
the pSS patients.

In this study, pSS patients had significantly higher levels of the proinflammatory cytokines IL-17,
IL-12, IL-6 and TNF-alpha along with a significant decrease in the anti-inflammatory cytokine IL-10
and FOXP3 mRNA expression compared with healthy controls. Moreover, the significant correlations
found between gut microbiota and host serum levels of proinflammatory and anti-inflammatory
cytokines and FOXP3 mRNA expression indicate that the significant depletion of Roseburia, Blautia,
Lachnospira, Ruminococcus, Bifidobacterium, Faecalibacterium prausnitzii and Bacteroides fragilis able to exert
anti-inflammatory effects (through cytokine production) and improve gut barrier function (through
butyrate production) [34,35], together with the significant increase in Enterobacter and Escherichia coli
(potential enteric pathogens with proinflammatory capacity) could increase intestinal permeability
and low-grade inflammation in pSS patients. Butyrate (a gut microbiota-derived metabolite) is a
crucial metabolite providing energy for colonic epithelial cells to maintain intestinal barrier functions.
Moreover, butyrate acts as an anti-inflammatory molecule, capable of inhibiting NF-κB activation in
the host immune cells by binding to G protein-coupled receptors (GPR43 and GPR41), thereby blocking
inflammatory responses and suppressing TNF-alpha and IL-6 release [36]. Butyrate also leads to
modulation of IL-17 expression [37] and promotes Treg cell differentiation, which can ultimately
suppress proinflammatory responses [38]. Fernando et al. revealed that butyrate down-regulates
expression of pathologic levels of IL-17 [39].

Similarly, Säemann et al. demonstrated that butyrate is able to strongly inhibit the production
of proinflammatory cytokines IL-12 and TNF-alpha by monocytes, whereas the anti-inflammatory
cytokine IL-10 is significantly increased after bacterial stimulation [40]. Finally, the, activation of Tregs
by butyrate not only inhibits effector T cells but also produces the anti-inflammatory cytokine IL-10 [41].
The immunomodulatory molecule polysaccharide A derived from the human commensal Bacteroides
fragilis mediates the conversion of CD4+ T cells into FOXP3+ Treg cells that produce IL-10 during
commensal colonization, stimulating immunological development within mammalian hosts [42].
These data may indicate the possible association between butyrate-related immune dysregulation and
alterations in gut barrier function in pSS.

Our study also explored the functionality of the gut microbiota. Phylogenetic Investigation
of Communities by Reconstruction of Unobserved States (PICRUSt) analysis showed that bacterial
metabolic pathways were also different between pSS patients and healthy controls. The gut microbiome
of pSS patients showed a depletion in genes involved in metabolic functions such as butanoate
metabolism and glutathione metabolism as well as an over-representation of genes necessary for
lipoic acid metabolism, retinol metabolism, lipopolysaccharide biosynthesis and glycosaminoglycan
degradation. The depletion in genes involved in butanoate metabolism in the pSS patients could be due
to the significantly lower abundance of the families Ruminococcaceae (in particular Faecalibacterium
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prausnitzii) and Lachnospiraceae (especially Roseburia spp.), the main butyrate producing-bacteria
belonging to the phylum Firmicutes, despite the significantly higher abundance in these patients of other
potential butyrate producers such as Clostridiaceae, Veillonellacea and Prevotellaceae. Clostridiaceae,
Prevotellaceae and Veillonellaceae comprise mainly bacteria that produce acetate, succinate and
propionate, although some microorganisms of these families could promote butyrate production
via acetate or succinate interconversion [43,44]. The decrease in genes related to butyrate synthesis
due to the decrease in beneficial butyrate-producing bacteria may predispose to increased intestinal
permeability associated with autoimmune conditions [45]. In systemic lupus erythematosus patients,
depletion of glutathione has been associated with various immune abnormalities including deregulation
of apoptosis and abnormal cytokine and chemokine production [46]. Microbial pathogens implement
basic lipoylation strategies, which can affect their pathogenesis and virulence [47]. Moreover, lipoic acid
metabolism has been thoroughly characterized in the Gram-negative bacterium Escherichia coli, which is
significantly increased in pSS patients with respect to controls in our study. Indeed, glycosaminoglycans
help to form a protective barrier of intestinal mucin, and the breakdown of glycosaminoglycans have
been reported to be associated with an inflammatory response in inflammatory bowel disease [48].
Retinoic acid (a product of retinol metabolism) mediates cellular regulation in autoimmune diseases
through suppression of inflammatory T helper 1/Th17 responses by decreasing IFN-gamma and
IL-17 [49]. All these data suggest that the gut microbiota of the pSS patients was enriched in genes
from pathways associated with bacterial pathogenesis and potentially related to chronic inflammation
compared to healthy controls.

Findings from this study should be interpreted bearing in mind our study limitations which
include the small population and the gender bias of the disease. In addition, our results should be
confirmed by studies in larger populations with both female and male patients that mirror the general
pSS patient population.

4. Materials and Methods

4.1. Study Subjects

A total of 19 pSS patients between the ages of 18 and 75 years were recruited at the
Ophthalmology Service at Arruzafa Hospital. All recruited pSS patients met the American College
of Rheumatology/European League Against Rheumatism (ACR-EULAR) classification criteria [50]
and were subjected to a complete ocular, oral, and rheumatologic evaluation. The exclusion criteria
were: pregnancy, use of local or systemic antibiotics or probiotics 3 months prior to enrollment in the
study, the presence of secondary Sjögren’s syndrome or other autoimmune disease, and concurrent
inflammatory bowel disease.

Additionally, 19 age-, sex- and BMI-matched healthy controls were enrolled in the study.
The exclusion criteria for the healthy controls were: diagnosis of gut disease and use of antibiotics or
probiotics within the past 3 months before sampling.

All pSS patients and healthy controls included in the study followed the Mediterranean diet
(rich in olive oil, nuts, fruits, vegetables, legumes, whole grains and fish, with a low intake of meat and
dairy products). Adherence to the Mediterranean diet was assessed via a validated food frequency
questionnaire, composed of 14 questions regarding the main food groups consumed as part of the
Mediterranean diet [51].

The study protocol (2182-N-20) was approved by the Medical Ethics Committee of Arruzafa
Hospital (1 July 2019) and conducted in accordance with the Declaration of Helsinki for experiments
involving human subjects. All participants enrolled were verbally informed of the characteristics of
the study and written informed consent was obtained.
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4.2. Laboratory Measurements

Peripheral venous blood samples were obtained from the study subjects after 12 h of
fasting. Serum was centrifuged and frozen at −80 ◦C until analysis. Levels of fasting glucose,
total cholesterol, triglycerides, HDL-cholesterol and LDL-cholesterol were analyzed by enzymatic
methods (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK) using a Dimension autoanalyzer (Dade Behring Inc.,
Deerfield, IL, USA). The autoantibodies anti-Ro/SSA and anti-La/SSB were quantified using a multiplex
immunobead assay (Quanta Plex SLE Profile 8; Inova Diagnostics) in a Luminex 100 instrument
applying the cut-off values recommended by the manufacturer. Antinuclear autoantibodies (ANA)
were measured by indirect immunofluorescence technique employing HEp2 cells (Biorad, Marnes
la Coquette, France). The rheumatoid factor and complement component 3 (C3) and complement
component 4 (C4) were analyzed by a nephelometry technique (BNII nephelometer; Dade Behring,
Marburg, Germany).

4.3. DNA Extraction and Gut Microbiota Sequencing

DNA was extracted from 200 mg of stool samples using the QIAamp DNA stool Mini kit (Qiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s protocol. DNA concentration was measured and
the purity was verified with a Nanodrop spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington,
DE, USA). The Ion 16S Metagenomics Kit (Thermo-Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) was used
to amplify the 16S rRNA gene region from stool DNA using two primer pools (V2–4–8 and V3–6, 7–9)
covering hypervariable regions of the 16S rRNA region in bacteria. The Ion Plus Fragment Library Kit
(Thermofisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) was used to ligate barcoded adapters to the generated
amplicons and create the barcoded libraries. Template preparation of the created amplicon libraries was
done on the automated Ion Chef System using the Ion 520TM/530TM Kit-Chef (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Sequencing was carried out on an
Ion 520 chip employing the Ion S5 platform (Thermofisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

4.4. Bioinformatics Analysis

Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME2, version 2019.4) software [52] was used
to analyze sequence quality and for diversity and taxonomic analysis as previously described [53].
Alpha (Shannon and Chao1) and beta (Bray-Curtis dissimilarity) diversity metrics were estimated with
the Kruskal—Wallis test and the permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA) with
999 permutations respectively. Taxonomic analysis was done by clustering with VSEARCH and the
reference base Greengenes version 13_8 at 97% of identity.

Metagenome function was predicted by Phylogenetic Investigation of Communities by
Reconstruction of Unobserved States (PICRUSt) analysis by picking OTUs against the Greengenes
database [54]. Statistical analyses were performed in R 3.6.0 using the R package “pheatmap” for data
analysis and plotting. P-values were corrected for multiple comparisons using the Benjamini–Hochberg
method. A corrected p < 0.05 was considered to be statistically significant.

4.5. Intestinal Permeability Analysis

The analysis of serum zonulin was performed using a Zonulin ELISA kit (Immundiagnostik AG,
Bernsheim, Germany; intra and inter-assay variation was between 3–10% with a detection limit of
0.22 ng/mL) according to the manufacturer’s protocol. Standards and study samples were tested
in duplicate.

4.6. Measurement of Serum Cytokine Levels

Concentrations of IL-6, IL-12, IL-17, TNF-alpha and IFN-gamma were quantified by ELISA
assay kits (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) in serum samples according to the manufacturer’s
instructions. Detection limits were: 7.8–500 pg/mL for IL-6, 1.56–100 pg/mL for IL-12, 0.23–15 pg/mL
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for IL-17, 15.6–1000 pg/mL for TNF-alpha and 1.6–100 pg/mL for IFN-gamma. IL-10 cytokine was
measured by Novex® ELISA Kits (Life Technology, ES, Carlsbad, CA, USA), performed according to
the manufacturer’s instructions. The assay range was 7.8–500 pg/mL for IL-10.

4.7. Real-Time Quantitative PCR for Treg Cells

The total RNA from peripheral blood mononuclear cells was extracted using a QIAamp RNA
Blood Mini Kit following the manufacturer’s protocol. The concentration of RNA was measured
with a spectrophotometer (Nanodrop N-100, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and cDNA was
synthesized using the Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) and random hexamers.
Real time PCR was performed using a specific pre-validated and commercially available TaqMan®

primer/probe set for the FOXP3 gene (RefSeq NM_001114377.1) in an ABI 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The 18S rRNA (4319413E) gene was used as the
endogenous reference in each reaction. The relative FOXP3 gene expression levels were calculated
using the 2−∆∆CT method [55]. All tests were done in duplicate.

4.8. Statistical Analysis

The Kruskal–Wallis rank-sum test was used to compare differential abundances of taxa between the
pSS patients and healthy individuals, and the false discovery rate (FDR) using the Benjamini–Hochberg
method was applied to correct the significant p-values (q-value < 0.05).

Anthropometric and clinical characteristics were analyzed with SPSS Statistics V.20.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA). Continuous variables were compared between groups using the Mann–Whitney
U test, while categorical variables were compared by Fisher’s exact test. The relationship between
gut microbiota and study variables was analyzed using Spearman correlation models. A linear
regression analysis was performed to identify individual bacteria as independent predictors for levels
of inflammatory mediators, serum zonulin and expression of FOXP3 in the study groups. The results
were presented as mean ± standard deviation (SD) for quantitative variables and as frequencies and
percentages for qualitative variables. Statistical significance was established at p < 0.05.

5. Conclusions

Our data suggest that the gut microbiota in individuals with pSS differs at the taxonomic
and functional levels in comparison with healthy controls. pSS was associated with significantly
lower microbiota diversity and richness, a significantly higher relative abundance of opportunistic
pathogens with proinflammatory activity (such as Prevotella, Streptococcus, Enterobacter and Escherichia
coli) and a lower relative abundance of beneficial or commensal butyrate-producing bacteria (such as
Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia, Blautia, Lachnospira, Ruminococcus, Bacteroides fragilis and
Bifidobacterium). Moreover, pSS patients had significantly higher levels of proinflammatory cytokines
(IL-6, IL-12, IL-17 and TNF-alpha) and serum zonulin, and significantly lower levels of IL-10 and
FOXP3 mRNA expression (implicated in the development and function of Treg cells) than healthy
controls. The PICRUSt analysis found a depletion in genes involved in metabolic functions such as
butanoate metabolism and glutathione metabolism as well as an over-representation of genes involved
in lipoic acid metabolism, retinol metabolism, lipopolysaccharide biosynthesis and glycosaminoglycan
degradation, genes from pathways associated with bacterial pathogenesis and potentially related
to chronic inflammation. This data provides novel and precise diagnostic biomarkers based on
gut microbiota as well as new foundations for the design of new microbe-based therapies for
Sjögren’s syndrome.
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American College of Rheumatology/European League Against
Rheumatism

ANA Antinuclear antibody
BMI Body mass index
C3/C4 Complement C3/C4
CRP c-reactive protein
ENA Extractable nuclear antigen
FDR False discovery rate
FoxP3 Transcription factor Forkhead box protein P3
HDL High density lipoprotein
IFN gamma Interferon-gamma
IL Interleukin
KEGG Kyoto encyclopedia of genes and genomes
La/SSB Anti La/Sjögren’s syndrome
LDL Low density lipoprotein
OTU Operational taxonomic unit
PCoA Principal Coordinates Analysis
PICRUSt Phylogenetic investigation of communities of unobserved states
pSS Primary Sjögren’s syndrome
QIIME Quantitative Insights Into Microbial Ecology
Ro/SSA Anti-Ro/Sjögren’s syndrome autoantibody A
SD standard deviation
TNF alpha Tumor necrosis factor-alpha
Tregs Regulatory T cells
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