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RESUMEN

El objetivo de esta tesis doctoral fue evaluar la utilidad de las subpoblaciones
linfocitarias en sangre periférica y de los niveles séricos de BAFF, IL-17, 1L-18, IL-
21, 1L-22, CXCL13, TNF-R2 y PD-L2 como biomarcadores diagndsticos y de
actividad en los pacientes con sindrome de Sjégren primario (SSp). Para alcanzar
este objetivo se han llevado a cabo dos estudios observacionales en el Hospital
Universitari Vall d’Hebron entre abril de 2014 y septiembre 2017. El diagndstico de
SSp se establecio de acuerdo con los criterios clasificatorios del afio 2002 del AECG.

En el primer estudio se incluyeron 68 pacientes con SSp, 26 pacientes con
sindrome seco no-Sjogren (sindrome seco no asociado a ninguna enfermedad
autoinmune) y 23 voluntarios sanos, y se analizé la distribucion de las poblaciones
linfocitarias circulantes mediante citometria de flujo. Los pacientes con SSp
presentaban una menor proporcion de linfocitos B de memoria y una mayor
proporcién de linfocitos B naive (Bna) Y linfocitos T activados en sangre periférica.
La proporcién de linfocitos B de memoria non-switched (Bnswm) resulté el mejor
parametro individual para diferenciar entre pacientes con SSp y pacientes con
sindrome seco no-Sjogren, con una sensibilidad del 72% y una especificidad del
76,6% para un punto de corte <7,3% (AUC 0,795). El cociente Bna/Bnsm mostro una
sensibilidad del 76,6% y una especificad del 72%, con un punto de corte >9 (AUC
0,789). No obstante, el mejor parametro diagnéstico fue el cociente entre el
porcentaje de linfocitos Bnswm Y el de linfocitos T CD4* activados (CD4act), que con
un punto de corte <4,1 mostr6 una sensibilidad de 83,3% y una especificidad de
81,7% (AUC 0,840). Se evalu6 tambien la capacidad de las subpoblaciones
linfocitarias circulantes para discriminar entre SSp seronegativo (anti-Ro/SSA y anti-
La/SSB negativos) y sindrome seco no-Sjogren. El cociente Bna/CD4act mostro una
sensibilidad del 75% y una especificad del 66% con punto de corte <4,4 (AUC
0,742). No obstante, el mejor pardmetro diagndstico en el SSp seronegativo fue el
recuento absoluto de linfocitos T CD4" naive, que mostré una sensibilidad de 76,9%
y una especificidad de 88.9% para un punto de corte <312 células/uL (AUC 0,821).
La conclusion del estudio fue que el desequilibrio en la distribucion de las
subpoblaciones linfocitarias B y T que existe en los pacientes con SSp puede ser (til
en el diagnostico de la enfermedad.



En el segundo estudio se analizé si existia asociacion entre las concentraciones
séricas de BAFF, IL-17, IL-18, IL-21, 1L-22, CXCL13, TNF-R2 y PD-L2 y
diferentes pardmetros de actividad de la enfermedad (puntuacion ESSDAI, niveles
séricos de p2MG e IgG) o con la distribucion de las subpoblaciones linfocitarias
circulantes en pacientes con SSp, asi como el rendimiento diagnostico de estas
citoquinas para discriminar entre pacientes con SSp y pacientes con sindrome seco
no-Sjogren. Para ello se analizaron con un kit comercial de inmunoensayo estas
citoguinas en el suero de 66 pacientes con SSp, 25 pacientes con sindrome seco no-
Sjogren y 23 voluntarios sanos. Los pacientes con SSp, comparados con el grupo
control (formado por los pacientes con sindrome seco no-Sjogren y los voluntarios
sanos), mostraron niveles mas elevados de BAFF (1982,6 vs. 1508,9 pg/mL;
p=0,0037), CXCL13 (594,8 vs. 346,9 pg/mL; p=0,0002) e IL-21 (231,9 vs. 51,4
pg/mL; p=0,0011), asi como niveles méas bajos de PD-L2 (2113,9 vs. 2843,6 pg/mL;
p=0,0071). Los pacientes con SSp con ESSDAI>0 presentaron concentraciones
séricas mas elevadas de CXCL13 (696,9 vs. 359,8 pg/mL; p=0,0091), IL-21 (311,1
vs. 49,8 pg/mL; p=0,0461), IL-22 (98,4 vs. 59,1 pg/mL; p=0,0464) y TNF-R2 (278,8
vs. 207,4 pg/mL; p=0,0164). Los niveles séricos de IgG se correlacionaron con los
niveles de 1L-21 (r=0,553; p<0,0001) e IL-22 (r=0,511; p<0,0001). La IL-21 mostro
una correlacién negativa con la proporcion de linfocitos B de memoria (r=-0,344;
p=0,0062) y una correlacion positiva con la proporcion de linfocitos B naive
(r=0,379; p=0,0024), mientras que el porcentaje de linfocitos T CD4* activados se
correlacion6 con las concentraciones séricas de 1L-22 (r=0,331; p=0,0110) y TNF-R2
(r=0,349; p=0,0072). Para discriminar entre SSp y sindrome seco no-Sjogren, los
niveles séricos de CXCL13 fueron el mejor pardmetro individual (AUC 0,799) con
una sensibilidad del 77,3% y una especificidad del 68% (punto de corte >240
pg/mL), aunque el cociente entre CXCL13 y PD-L2 mostr6 la mejor especificidad
(84%) para el punto de corte >0,1, con una sensibilidad del 72,7% (AUC 0,788). No
obstante, el mejor parametro para discriminar entre pacientes con SSp y pacientes
con sindrome seco-no Sjogren fue la combinacion de los niveles séricos de CXCL13,
BAFF y PD-L2 usando la formula [In(CXCL13)+In(BAFF)]/In(PD-L2), que con un
punto de corte >1,7 mostré una sensibilidad de 77,2% y una especificidad de 86,4%
(AUC 0,854).



SUMMARY

The objective of this doctoral Thesis was to evaluate the utility of lymphocyte
subpopulations in peripheral blood and the serum levels of BAFF, IL-17, IL-18,
IL-21, IL-22, CXCL13, TNF-R2 and PD-L2 as diagnostic and disease activity
biomarkers in patients with primary Sjogren's syndrome (pSS). To achieve this
objective, two observational studies were carried out at the Vall d'Hebron University
Hospital between April 2014 and September 2017. The diagnosis of pSS was
established according to the 2002 AECG classification criteria.

The first study included 68 patients with pSS, 26 patients with non-Sjogren
sicca syndrome (sicca syndrome not associated with any autoimmune disease), and
23 healthy volunteers, and the distribution of circulating lymphocyte populations was
analysed using flow cytometry. Patients with pSS showed a reduced proportion of
memory B lymphocytes and an increased proportion of naive B lymphocytes and
activated T lymphocytes in peripheral blood. The percentage of non-switched
memory B lymphocytes was the best individual parameter to differentiate between
patients with pSS and patients with non-Sjogren sicca syndrome, yielding a
sensitivity of 72% and a specificity of 76.6% using a cut-off point <7.3% (AUC
0.795). The ratio between the percentage of naive B lymphocytes and non-switched
memory B lymphocytes yielded a sensitivity of 76.6% and a specificity of 72% using
a cut-off point >9 (AUC 0.789). However, the best diagnostic parameter was the
ratio between the percentages of non-switched memory B lymphocytes and activated
CD4* T lymphocytes, which showed a sensitivity of 83.3% and a specificity of
81.7% using a cut-off point <4.1 (AUC 0.840). The accuracy of circulating
lymphocyte subpopulations to discriminate between seronegative pSS (negative anti-
Ro/SSA and anti-La/SSB) and non-Sjogren sicca syndrome was also evaluated. The
ratio between the percentages of non-switched memory B lymphocytes and activated
CD4" T lymphocytes yielded a sensitivity of 75% and a specificity of 66% using a
cut-off point <4.4 (AUC 0.742). However, the best diagnostic parameter in
seronegative pSS was the absolute count of naive CD4" T lymphocytes, which
showed a sensitivity of 76.9% and a specificity of 88.9% using a cut-off point <312
cells/uL (AUC 0.821). We concluded that the imbalance in the distribution of B and
T lymphocyte subpopulations present in pSS may be a useful tool for diagnosis.



In the second study, we analysed the relationship between serum levels of
BAFF, IL-17, IL-18, IL-21, IL-22, CXCL13, TNF-R2 and PD-L2 and different
parameters related to disease activity (ESSDAI score, serum levels of B2MG and
IgG), as well as with the distribution of circulating lymphocyte subpopulations in
patients with pSS. We also investigate the diagnostic performance of these serum
cytokines to discriminate between patients with pSS and patients with non-Sjogren
sicca syndrome. Serum levels of cytokines were analysed using a commercial
immunoassay Kit in 66 patients with pSS, 25 patients with non-Sjégren sicca
syndrome and 23 healthy volunteers. Compared to control group (composed with
patients with non-Sjogren sicca syndrome and healthy volunteers), patients with pSS
exhibited higher levels of BAFF (1982.6 vs. 1508.9 pg/mL, p=0.0037), CXCL13
(594.8 vs. 346.9 pg/mL, p=0.0002) and IL-21 (231.9 vs. 51.4 pg/mL, p=0.0011), as
well as lower levels of PD-L2 (2113.9 vs. 2843.6 pg/mL, p=0.0071). Patients with
pSS with ESSDAI>0 showed higher serum concentrations of CXCL13 (696.9 vs.
359.8 pg/mL, p=0.0091), IL-21 (311.1 vs. 49.8 pg/mL, p=0.0461), IL-22 (98.4 vs.
59.1 pg/mL, p=0.0464) and TNF-R2 (278.8 vs. 207.4 pg/mL, p=0.0164). Serum IgG
levels correlated with serum levels of IL-2 (r=0.553, p<0.0001) and IL-22 (r=0.511,
p<0.0001). Moreover, serum levels of IL-21 showed negative correlation with
memory B lymphocyte percentage (r=-0.344, p=0.0062) and positive correlation with
naive B lymphocyte percentages (r=0.379, p=0.0024), while the percentage of
activated CD4" T cells correlated with serum concentrations of IL-22 (r=0.331;
p=0.0110) and TNF-R2 (r=0.349; p=0.0072). CXCL13 levels were the best
individual biomarker to discriminate between pSS and non-Sjégren sicca syndrome
patients (AUC 0.799), yielding a sensitivity of 77.3% and a specificity of 68% (cut-
off point >240 pg/mL), although the ratio between CXCL13 and PD-L2 showed the
best specificity (84%) using the cut-off point >0.1, with a sensitivity of 72.7% (AUC
0.788). However, the best parameter to discriminate between pSS and non-Sjogren
sicca syndrome, was the combination of CXCL13, BAFF and PD-L2 serum levels
using the formula [In(CXCL13)+In(BAFF)]/In(PD-L2), which yielded a sensitivity
of 77.2% and a specificity of 86.4% using a cut-off point >1.7 (AUC 0.854).



1. Introduccion






1.1. Sindrome de Sjoégren

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune sistémica
caracterizada por una inflamacion cronica de las glandulas exocrinas, especialmente
de las glandulas lagrimales y salivales, que se manifiesta habitualmente en forma de
sequedad ocular y oral, pero que también puede provocar manifestaciones
extraglandulares en maltiples 6rganos y se asocia con un elevado riesgo de desarrollo

de linfoma.

1.1.1. Perspectiva historica

La primera descripcion del SS como una entidad nosoldgica propia se atribuye
al oftalmoélogo sueco Henrik Sjogren (1899-1986), que en 1933 presentd su tesis
doctoral, en la que describia las caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas de una
serie de 19 mujeres que presentaban xeroftalmia (sequedad ocular) y xerostomia
(sequedad oral) y 13 de ellas también artritis(1). Varias décadas antes, algunos
autores habian descrito ya la existencia de pacientes con sequedad oral y ocular. En
1888, W. B. Hadden habia presentado en la Clinical Society of London el caso de una
mujer de 65 afios que referia una xerostomia grave (que habia mejorado tras
tratamiento con pilocarpina) y ausencia de secrecion lagrimal, aunque con una
conjuntiva ocular de aspecto normal(2). En 1925, el dermatdlogo francés Henri
Gougerot describi6 tres pacientes que presentaban atrofia de glandulas salivares y
sequedad de las mucosas oral, nasal, laringea y vulvar, siendo el primero en proponer
que la xerostomia y la xeroftalmia formaban parte de un “sindrome seco” mas
amplio, cuya causa podia ser una noxa comun en las glandulas excretoras o una
alteracion en su inervacion simpatica(3). Sin embargo, Sjogren fue el primero en
sefialar que esta constelacion de sintomas y signos constituia una auténtica
enfermedad sistémica(1). Ya en 1930, Sjogren habia introducido el término
keratoconjunctivitis sicca para describir las manifestaciones oculares de una paciente
que presentaba sequedad lagrimal, oral y cutanea y un “reumatismo cronico”(4).
Posteriormente, Sjogren enfatizd en su tesis doctoral el hecho de que la
queratoconjuntivitis seca que presentaban estas pacientes era debida a un déficit

acuoso, lo que constituia una diferencia fundamental con la xeroftalmia producida
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por la hipovitaminosis A, debida fundamentalmente a un déficit en la produccion de
mucina.

Aunque hoy se reconoce la tesis doctoral de Sjogren como la descripcion
seminal de lo que actualmente conocemos como SS, el propio Sjogren no considero
que estuviera describiendo una enfermedad nueva, sino confirmando y ampliando el
conocimiento sobre la queratitis filamentosa descrita en 1882 por el oftalmdlogo
aleman T. Leber (1840-1917) y posteriormente por otros autores(5). Curiosamente, el
tribunal calificd la tesis de Sjogren con un 1,5 sobre 3, lo que no fue suficiente para
que Sjogren pudiese acceder a un puesto docente(6). A pesar de ello, ya en 1936
Stephan von Grosz propuso denominar a la triada formada por la queratoconjuntivitis
seca, la xerostomia y la artritis como “sindrome de Sjogren”(7). Este eponimo se
disemind rapidamente entre la comunidad médica(8,9), especialmente tras publicarse
en 1943 la traduccién de la tesis de Sjogren del aleman al inglés por el oftalmélogo
australiano J. B. Hamilton(10). Gracias al reconocimiento internacional, finalmente
Sjogren fue nombrado en 1957 profesor en la Universidad de Gotemburgo y cuatro
afios mas tarde profesor honorario por el gobierno sueco(6).

El concepto actual del SS como una enfermedad autoinmune se desarroll6 a
partir de la década de los 50 y durante los afios 60 cuando diversos trabajos describen
la existencia de hipergammaglobulinemia y autoanticuerpos en los pacientes con SS,
lo que apoyaba la idea de una etiopatogenia autoinmune(11-14). Ya en 1975,
Alspaugh identifico por primera vez los anticuerpos anti-SSA y anti-SSB en
pacientes con SS, que hoy se consideran relativamente especificos del SS(15).
Durante la década de 1970 se caracterizo la infiltracion linfoide T y B que se observa
en las glandulas salivales y alrededor del epitelio de otros 6rganos en los pacientes
con SS(16) y en 1978 se sefiala por primera vez el riesgo de desarrollo de linfoma en
los pacientes con SS(17). Con el avance del entendimiento de la patogenia del SS, en
los afios 80 y 90 se propuso cambiar la denominacion de la enfermedad por
“exocrinopatia autoinmune” o “epitelitis autoinmune”, pero finalmente se ha
mantenido el epdnimo de SS hasta la actualidad(16,18).

En 1980 se propone por primera vez una subdivision formal del SS en primario
y secundario(19). Asi, el concepto de SS secundario comprenderia aquellos pacientes

que presentan sequedad ocular y oral asociados a otra enfermedad autoinmune
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(especialmente artritis reumatoide (AR), esclerosis sistémica (ES) y lupus
eritematoso sistémico (LES)), mientras que el SS primario (SSp) abarcaria a los
pacientes que presentan un SS no asociado a otra enfermedad autoinmune(19). Esta
clasificacion se ha mantenido en los ultimos 40 afios, pero cada vez esta mas en
entredicho y se ha propuesto abandonar el concepto de SS secundario en favor de un
entendimiento de estos casos como un sindrome de solapamiento, tan habituales en
las enfermedades del tejido conectivo, o incluso como lo que se ha venido en

denominar “poliautoinmunidad”(20,21).

1.1.2. Epidemiologia

El SSp es una de las enfermedades autoinmunes sistémicas mas prevalentes.
Afecta predominante a mujeres, con una relacién mujeres/hombres de 9:1, y una
edad media al diagndstico de 53 afios(22,23).

Los estudios epidemioldgicos realizados en Europa, con metodologia rigurosa
(de base poblacional y con verificacion de los casos mediante criterios
clasificatorios) han mostrado una prevalencia de SSp que oscila entre 11,34 y 84,5
por 100.000 habitantes, y la combinacidon de estos resultados permite estimar una
prevalencia de 38,95/100.000 habitantes o un caso por cada 2567 habitantes(24—27).
Un metaanalisis de 2015 mostré una prevalencia de 60,82 por 100.000 habitantes (IC
95%: 43,69-77,95) y una tasa de incidencia de 6,92 casos por 100.000 personas-afio
(IC 95%: 4,98-8,86), pero hay que tener en cuenta que los estudios de prevalencia
incluidos son muy heterogéneos y la metodologia de muchos de ellos
cuestionable(23).

Un estudio reciente realizado en Catalufia (MAS-CAT PADRIS) con datos del
periodo 2012-2017 mostr6 una prevalencia de SSp de 260 por 100.000 habitantes.
No obstante, este estudio identifico los casos mediante la codificacion diagndstica
ICD-9-CM y no utilizd ningln tipo de criterios clasificatorios para verificar los
diagnosticos de enfermedad autoinmune, por lo que las cifras sobreestiman la
prevalencia real de estas enfermedades; aun asi, el estudio es interesante porque
permite comprobar que dentro de las enfermedades del tejido conectivo, el SSp es la

mas frecuente, por encima del LES, y dentro de las enfermedades autoinmunes
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sistémicas es la tercera mas frecuente después de la polimialgia reumaética y la
AR(28).

1.1.3. Etiopatogenia

En el modelo patogénico del SSp mas aceptado en la actualidad se considera
que hay una fase inicial en la que un factor ambiental, posiblemente un agente viral,
en individuos con predisposicion genética y bajo determinados factores epigenéticos
y hormonales, es capaz de provocar una activacion inmune del epitelio glandular
salival mediada por la activacion de receptores Toll-like(29,30). Esta activacion
provoca la sobreexpresion de moléculas de adhesion y la secrecion de citoquinas y
quimioquinas de la via de los interferones tipo I, que promueven el reclutamiento y la
activacion de células del sistema inmune innato y de linfocitos autorreactivos. Los
linfocitos T autorreactivos provocan dafio tisular con liberacion de autoantigenos y
amplifican la respuesta inflamatoria, promoviendo la activacion y la diferenciacion
de los linfocitos B y la produccion de autoanticuerpos. Una vez iniciada, esta
respuesta inflamatoria se autoperpettia y se mantiene en el tiempo, lo que acaba
provocando un dafio tisular irreversible en las glandulas exocrinas con la

consiguiente pérdida de funcion glandular(29).

1.1.3.1. Determinantes etioldgicos

o Factores ambientales: los virus se han postulado como los agentes etioldgicos
mas plausibles del SSp en base a la firma de IFN tipo | y la activacion de los
TLR-7 que se ha constatado en los pacientes con SSp(30-32). Sin embargo, a
pesar de numerosos estudios, no se ha podido demostrar una relacion causal
entre el SSp y VEB, CMV, VHC, HTLV-I, retrovirus o Coxsackie A. Se ha
propuesto que quiza el estimulo viral puede no ser Unico o que Unicamente
seria el desencadenante inicial del proceso, pero ya no seria detectable al
diagnostico de la enfermedad; también se ha propuesto que la sobreexpresion
de secuencias retrovirales enddgenas podria ser la causa de la activacion de la
via del IFN tipo I (29).
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o Factores genéticos: los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)
han permitido identificar diferentes genes asociados al SSp. Las asociaciones
méas fuertes se encuentran en los genes del complejo HLA de clase I,
especialmente en los locus DQ y DR, reflejando la importancia que tiene en la
patogenia del SSp la presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4"; los
polimorfismos en los loci HLA-DQB1, HLA-DQA1, HLA-DQA2, HLA-DRB1,
HLA-DQAL y HLA-DPBL1 se asocian al SSp con OR que oscilan entre 1,5y
3,5. Otros genes implicados en la respuesta inmune tanto innata como
adaptativa se han asociado también con el SSp, tales como IRF5, STAT4, IL-
12A y OAS1 (implicados en las vias de sefializacion del IFN tipo | y la
sobreexpresion de genes inducidos por IFN); TNFAIP3 y TNIP1 (implicados
en la sefializacion NF-kB en multiples tipos de células); BLK (implicado en la
activacion y diferenciacion de linfocitos B) o CXCR5 (implicado en el tréfico
linfocitario)(33).

o Factores epigeneéticos: se ha observado una hipometilacion de los genes
inducidos por IFN en los linfocitos y sobre todo en las células del epitelio
glandular salival y se ha postulado que esto favoreceria la liberacion de
autoantigenos y la activacion de los linfocitos B(34). Recientemente se ha
descrito que la expresion de algunos miRNA esta alterada en los pacientes con
SSp, siendo el miR-146a/b el ejemplo mejor estudiado(33).

o Factores hormonales: el SSp afecta predominantemente a mujeres vy
generalmente entre la cuarta y la quinta década de la vida, lo que sugiere un
papel importante de las hormonas sexuales(35). Los varones con sindrome de
Klinefelter también tienen un riesgo 20 veces mayor de desarrollar SSp que los
hombres sanos, hecho que también sugiere un papel del cromosoma X en la
patogenia del SSp(36). Se sabe que los andrégenos suprimen la inflamacion y
mejoran la funcion glandular lagrimal en ratones hembra del modelo animal de
SSp(37). La ooforectomia de ratones hembra sanas favorece la apoptosis del
epitelio glandular salival y la liberacion de o-fodrina, un autoantigeno
implicado en el SSp; la transferencia de linfocitos T reactivos contra la a-
fodrina a estos ratones provoca el desarrollo de una exocrinopatia autoinmune

similar al SSp(38). También se ha descrito el desarrollo de infiltrados
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linfocitarios en las glandulas salivales y lagrimales en ratones deficientes en
aromatasa e incluso en pacientes en tratamiento con inhibidores de la
aromatasa(39,40).

1.1.3.2. Inmunidad innata y epitelio glandular salival

Las células del epitelio glandular salival normal expresan de forma constitutiva
una gran cantidad de moléculas inmunocompetentes que estan implicadas en las
respuestas inmunes innatas y adaptativas normales(41). Sin embargo, en los
pacientes con SSp el epitelio glandular salival presenta una activacion inmune
intrinseca que se caracteriza por un incremento de la expresion de receptores Toll-
like (TLR1, TLR2, TLR3y TLR4), moléculas de adhesion (ICAM-1), MHC de clase
I, moléculas coestimuladoras (CD80, CD86 o CD40), moléculas relacionadas con la
apoptosis (Fas y Fas-ligando), citoquinas (BAFF, IL-1, IL-6, TNFa) y quimioguinas
(CXCL9, CXCL10, CXCL12, CXCL13, CXCL19 y CXCL21)(42,43). Esta
activacion intrinseca también se ha asociado con la expresion in situ del
protooncogén c-myc y con una redistribucion aberrante de los autoantigenos Ro/SSA
y La/SSB en las células del epitelio glandular salival de los pacientes con SSp(44).

El epitelio glandular salival es por tanto un elemento clave en la formacion,
regulacion y mantenimiento de los infiltrados linfocitarios que se observan en las
glandulas salivales de los pacientes con SSp. Se ha observado que es capaz de mediar
la activacion de los linfocitos T CD4" naive y promover su diferenciacion en
linfocitos Trn funcionales mediante la expresion de IL-6 e ICOSL(45). Por otra
parte, la sobreexpresion de BAFF sugiere que el epitelio glandular salival esta
involucrado en la diferenciacién de las células B y la formacion de centros
germinales ectopicos(44). En estos procesos colaboran las células dendriticas, que
secretan IL-12 promoviendo la polarizacion de los linfocitos Tw hacia Twl, asi como
las células dendriticas plasmacitoides, que son estimuladas por inmunocomplejos
circulantes para producir IFNa, que promueve la apoptosis del epitelio glandular
salival, la secrecién de BAFF y mantiene el bucle inflamatorio(43,44).

La presentacion de los autoantigenos intracelulares Ro/SSA y La/SSB al
sistema inmune se produce mediante dos mecanismos. El primero es la apoptosis de

las células del epitelio glandular salival, que se encuentra aumentada en los pacientes
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con SSp por diversos factores, incluyendo el ambiente proapoptético generado por
las sefiales inmunes de los linfocitos que infiltran este epitelio, por la estimulacion
del receptor TLR3 y por el déficit de estrogenos. El segundo mecanismo implicado
es la secrecion por las células del epitelio glandular salival de exosomas ricos en
elementos del citoesqueleto epitelial tales como citoqueratinas, miRNA y los
autoantigenos Ro/SSA, La/SSB y Sm; estos exosomas son capaces de mediar la
transferencia de antigenos a las células presentadoras de antigeno(44).

La disfuncién de las glandulas salivales caracteristica del SSp se debe a la
inflamacion cronica del epitelio glandular salival, pero también se han implicado
otros mecanismos tales como: la reduccion en la liberacion de neurotransmisores
mediada por citoquinas, la respuesta inmune celular y humoral contra el receptor de
acetilcolina muscarinico tipo 3, el efecto de TNFa sobre la distribucion de la
acuoporina 5 en las células de los acinos glandulares salivales, y la alteracion de la
produccion y el trafico de mucinas(44).

1.1.3.3. Inmunidad adaptativa e inflamacion cronica

El infiltrado inflamatorio que se observa en las glandulas salivales de los
pacientes con SSp se organiza en agregados que estan compuestos mayoritariamente
por linfocitos T distribuidos en la periferia de la lesion y linfocitos B que se localizan
en el centro, o en centros germinales ectdpicos; otras células como macréfagos,
células dendriticas, células dendriticas plasmacitoides y células NK representan
menos del 10% de composicién de los infiltrados inflamatorios(46,47). En los
pacientes con infiltrados leves y focales predominan los linfocitos T, mientras que en
los pacientes con infiltrados graves y difusos los linfocitos B suponen hasta el 50%
de la celularidad y parece que dicha composicion no se modifica de forma sustancial
con el tiempo(46,48).

Los linfocitos CD4" (Tw) representan la mayoria de los linfocitos T que
infiltran las glandulas salivales en los pacientes con SSp, especialmente en las
lesiones leves y/o iniciales(46,47). El subtipo Tr1 es el mas relevante y se ha descrito
un aumento de las citoquinas Twl (IL-1B, IL-6, TNFa e IFNy) tanto a nivel de
mRNA como a nivel proteico en las glandulas salivales de los pacientes con

SSp(49,50). EI IFNy en particular promueve la activacion del epitelio glandular
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salival y su apoptosis(51). Un subtipo especializado de linfocitos T de memoria
(CD4"CXCR5"), conocido como células T colaboradoras foliculares (TrH) esta
especialmente implicado en la patogenia del SSp mediante la expresion de IL-21, y
es clave en la formacion de centros germinales, en la diferenciacion de los linfocitos
B y en la maduracion de los anticuerpos de alta afinidad(51,52). Otro subtipo
importante en la patogenia del SSp son los linfocitos Tw17, que tienen un rol
fundamental en la fisiologia normal de las mucosas. En el SSp, el ambiente
inflamatorio generado por las citoquinas secretadas por las células dendriticas y por
las células del epitelio glandular salival estimula la diferenciacion y la activacion de
los linfocitos TH17; una vez activados promueven la inflamacion glandular mediante
la secrecién de I1L-17 e IL-22, que a su vez promueven la secrecion de IL-6 y TNFa
por el epitelio glandular salival, asi como la produccion de la metaloproteasa MMP-
9, que contribuye a la destruccion glandular(53). Por otra parte, la IL-22 es clave en
el reclutamiento de linfocitos B y la formacion de centros germinales ectopicos(54).

Algunos elementos caracteristicos del SSp como la presencia de
autoanticuerpos,  hipergammaglobulinemia,  crioglobulinas 'y  componente
monoclonal, asi como el riesgo aumentado de linfoma de células B, pone de
manifiesto la importancia de los linfocitos B en la patogenia de la enfermedad(52).
El hecho de que los infiltrados inflamatorios mas evolucionados o graves que se
observan en las glandulas salivales presenten un predominio de linfocitos B sugiere
la existencia de una estimulacién antigénica sostenida que conduce desde una
activacion policlonal inespecifica inicial hacia una expansion oligoclonal/monoclonal
y finalmente a la transformacion maligna de los linfocitos B(44). La acumulacion de
linfocitos B autorreactivos tanto naive como de memoria en la sangre de los
pacientes con SSp sugiere que hay una disfuncién en los mecanismos de control de la
tolerancia responsables de eliminar los clones autorreactivos, tanto a nivel periférico
como a nivel pre-germinal(55). En las glandulas salivales de los pacientes con SSp se
han descrito linfocitos B autorreactivos contra el factor reumatoide y contra Ro/SSA
y La/SSB(44).

Los linfocitos B que se encuentran en los infiltrados de las glandulas exocrinas
son mayoritariamente linfocitos B de memoria y presentan un fenotipo que recuerda

a las células B transicionales tipo Il y a las células B de la zona marginal; su
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acumulacion en los tejidos se acompafia de una reduccion en sangre
periférica(56,57). BAFF es la citoquina mas importante en la maduracion,
proliferacion y supervivencia de los linfocitos B; es producida por las células
dendriticas, los monocitos y los macrofagos en condiciones fisiologicas, pero en los
pacientes con SSp también por las celulas del epitelio glandular salival y los
linfocitos T y B(52). Es resefiable que una proporcion importante de las células B de
los infiltrados glandulares son células plasmaticas diferenciadas secretoras de IgM e
1gG(44,58); su supervivencia en el tejido glandular depende de la expresion de
moléculas de adhesion, CXCL12, IL-6 y APRIL por las células del epitelio glandular
salival(52).

Los centros germinales son estructuras especializadas que aparecen en los
organos linfoides secundarios, en las que las células B que responden frente a un
antigeno sufren un proceso de hipermutacién somatica y los clones con mayor
afinidad antigénica son seleccionados para que sufran un cambio de clase y se
diferencien en células plasmaticas o linfocitos B de memoria(59). En el SSp, al igual
que en otras patologias autoinmunes e inflamatorias, el infiltrado linfocitario
glandular puede formar agregados y en el 25% de los pacientes se encuentran
estructuras organizadas que remedan los centros germinales y que se denominan
centros germinales ectopicos(60). La presencia de centros germinales ectopicos en la
biopsia de glandula salival menor (BGSm) en pacientes con SSp se ha asociado con
mayores niveles de autoanticuerpos circulantes, presencia de manifestaciones
sistémicas y riesgo de linfoma(61). La formacion de los centros germinales ectopicos
estd mediada por los linfocitos Trn y la 1L-21 fundamentalmente, siendo un factor

clave la expresion de CXCL13 por las células del epitelio glandular salival(52).

1.1.4. Manifestaciones clinicas

El SSp es una enfermedad heterogénea que ademas de producir sintomatologia
a nivel de las glandulas lagrimales y salivales, puede producir sintomatologia general

y afectar virtualmente a cualquier érgano.
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1.1.4.1. Manifestaciones Glandulares

La afectacion de las glandulas lagrimales provoca una disminucion del flujo
lagrimal y una alteracion de la composicion lagrimal, lo que acaba dafiando la cérnea
y la conjuntiva, dando lugar a la queratoconjuntivitis seca(62). La xeroftalmia afecta
a mas del 95% de los pacientes y puede manifestarse como sensaciéon de sequedad
ocular, prurito, sensacion de cuerpo extrafio o fotosensibilidad; en la mitad de los
casos estos sintomas pueden ser graves y comportan una disminucion de la calidad
de vida(22,63). En algunos pacientes la queratoconjuntivitis seca puede acabar
produciendo pérdida de agudeza visual, Ulceras y perforaciones corneales(64).

La afectacion de las glandulas salivales provoca una disminucién de la
produccién de saliva que da lugar a los sintomas de sequedad oral, presentes en el
95% de los pacientes(22,46). Ademas de la xerostomia, los pacientes pueden
presentar caries y pérdidas dentales, disgeusia, aftas orales, glositis, periodontitis,
queilitis angular, candidiasis orofaringea, sialolitiasis, disfagia o dificultades con las
intervenciones odontoldgicas(65). Una cuarta parte de los pacientes presentan
hipertrofia parotidea y algunos pueden presentar episodios de sialoadenitis bacteriana
(en el contexto de sialolitiasis) asi como episodios de parotiditis inflamatoria(65,66).

Las glandulas exocrinas de otras superficies mucosas pueden verse también
afectadas. Los pacientes con SSp pueden presentar sequedad nasal, laringea y
traqueal (xerotraquea), que puede producir disfonia y tos cronica, asi como
predisposicion a las infecciones respiratorias(64,67). En las mujeres la sequedad

vaginal es frecuente y puede producir prurito y dispareunia(68).

1.1.4.2. Manifestaciones Extraglandulares

Los sintomas generales inespecificos son frecuentes en el SSp. La fatiga afecta
hasta al 70% de los pacientes, asociada en muchas ocasiones a un mal descanso
nocturno por los sintomas de sequedad o por diversos trastornos del suefio(69,70). El
dolor crénico generalizado también es frecuente, en ocasiones con caracteristicas
similares a la fibromialgia, aunque la prevalencia es variable (entre 12-55%) seguln
los estudios(71,72). Algunos pacientes pueden presentar febricula de bajo grado,
siendo poco frecuente la fiebre elevada(73).
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Las manifestaciones extraglandulares que produce el SSp se han dividido
clasicamente en base a su etiopatogenia en dos grupos: las derivadas de la infiltracion
linfoide del epitelio de un 6rgano y las mediadas por inmunocomplejos que se
depositan en los pequefios vasos a nivel de piel, nervios o rifion(74). En la Tabla 1 se

detallan las distintas manifestaciones extraglandulares del SSp y su prevalencia.

Tabla 1.1. Manifestaciones extraglandulares del Sindrome de Sjogren

Prevalencia (%) Referencias

Manifestaciones generales

Fatiga 70 (69)
Dolor crénico difuso/fibromialgia 12-55 (71,72)
Febricula 6-41 (73)
Manifestaciones musculo-esqueléticas

Artralgias 48-61 (22,75)
Aurtritis 15-16 (22,76)
Miositis 1,3 (77)
Manifestaciones cutdneas

Xerodermia 67 (78)
Vasculitis cutanea 10 (76)
Eritema anular 9 (76)

Manifestaciones pulmonares

Bronquiolitis 24 (79)
Bronquiectasias 7-54 (79)
Neumopatia intersticial 20 (80)
Neumonia intersticial no especifica 451 (79)
Neumonia intersticial usual 16" (79)
Neumonia intersticial linfoidea 167 (79)
Neumonia organizada 117 (79)
Pleuritis 1,6 (81)
Hipertension arterial pulmonar 0,8 (81)
Manifestaciones digestivas
Gastritis cronica 3 (81)
Cirrosis biliar primaria 2-4 (82,83)
Hepatitis autoinmune 1-2 (83,84)

Manifestaciones reno-urologicas
Nefritis tubulo-intersticial 2,5-9 (76,85)
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Glomerulonefritis 3-4 (76,85)

Cistitis intersticial 0,7 (81)
Manifestaciones neurolégicas
Neuropatia periférica 2-16 (86)
Polineuropatia sensitiva pura 1-9 (86,87)
Polineuropatia sensitivo-motora 2-6 (86,87)
Neuropatia de fibra pequefia 1 (81)
Ganglionopatia sensitiva 0,6-2 (87)
Mononeuritis multiple 2,7 (88)
Neuropatias craneales 0,1-1,9 (87)
Radiculoneuropatia desmielinizante 0,2 (88)
Afectacion del SNC 3,6-11 (87)
Lesiones desmielinizantes 0,6-1,1 (87)
Neuritis éptica 0,2-1,1 (87)
Mielitis transversa 0,8-2,8 (87)
Vasculitis cerebral 1,3-6,1 (87)
Meningitis linfocitaria 0,2-1 (87)
Manifestaciones hematologicas
Adenopatias periféricas 8-13 (83,89)
Citopenias 28-31 (22,89)
Anemia 18-21 (22,89)
Leucopenia 14-16 (22,89)
Linfopenia 6,5-9 (22,89)
Trombopenia 4-13 (22,89)
Hipergammaglobulinemia 22-48 (75,89)
Gammapatia monoclonal 4-22 (89,90)
Crioglobulinas 8-10 (22,89)
C3 bajo 9-16 (83,89)
C4 bajo 4-18 (83,89)
Manifestaciones cardiovasculares
Fenémeno de Raynaud 13-15 (81,91)
Pericarditis 0,7 (81)

SNC: sistema nervioso central

TPorcentaje de los distintos tipos de neumopatia intersticial asociada a sindrome de Sjogren

Las mujeres con SSp pueden presentar peores resultados obstétricos vy
complicaciones fetales caracteristicas, como son el bloqueo auriculo-ventricular
congeénito y el lupus neonatal, ambos relacionados con la presencia de anticuerpos
anti-Ro/SSA, si bien la incidencia de estas complicaciones no esta bien
establecida(92-94).
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1.1.5. Diagndéstico y Valoracion

El diagndstico de SSp se establece en pacientes que presentan sintomas de
sequedad oral y/o ocular, con evidencia objetiva de dicha sequedad e indicios de una
base autoinmune para explicar esta disfuncion glandular exocrina. Dado que no
existe una prueba diagnéstica de SSp, el diagndstico se establece en base a la
presencia de criterios clinicos, de laboratorio e histologicos tras la exclusion de otras

casusas de sequedad ocular y/o oral.

1.1.5.1. Valoracion objetiva de los sintomas secos

La disfuncion de las glandulas salivales puede evaluarse mediante diversas

exploraciones:

o Sialometria: consiste en cuantificar la produccion de saliva durante 15
minutos, en situacion basal o tras estimulacion mecéanica (masticar un
chicle durante dos minutos) o quimica con secretagogos (pilocarpina o
citricos), aunque esta Gltima es mucho menos utilizada. Se considera
patoldgico un flujo salival no estimulado < 0,1 ml/min y con este umbral
presenta una sensibilidad del 56% y una especificidad del 81%(95).

o Gammagrafia salival con **"Tc: es una prueba no invasiva, sencilla de
realizar y reproducible que mide la captacion, acumulacion y excrecién de
pertecnetato (tecnecio 99 metaestable) en las parétidas y las glandulas
submandibulares. Se interpreta cualitativamente con la clasificacion de
Shall (de grado I -normal- a grado IV -ausencia total de captacién oral-) y
un grado superior a Il presenta una sensibilidad del 54-87% y una
especificidad del 78-98%(96,97).

o Ecografia de glandulas salivales: la ecografia permite identificar
alteraciones en la estructura de las glandulas salivales caracteristicas del
SSp (falta de homogeneidad glandular, areas hipoecoicas/anecoicas,
bandas hiperecoicas), y se han propuesto distintas clasificaciones que

podrian ser Gtiles en el diagnostico del SSp(98).
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La disfuncion de las glandulas lagrimales requiere una exploracion

oftalmoldgica que debe incluir:

o Test de Schirmer: consiste en colocar una tira de papel de filtro en el fornix
ocular y tras 5 minutos con los parpados cerrados, medir la humedad de la
tira. La prueba se considera patoldgica si hay <5 mm de humedad y es la
prueba mas utilizada para detectar el 0jo seco(99).

o Tiempo de ruptura lagrimal (BUT): se evalla la calidad de la lagrima
midiendo el tiempo que tarda en romperse la pelicula ocular que se forma
tras colocar en la superficie del ojo una gota de fluoresceina. Un BUT
inferior a 10 segundos se considera patologico(99).

o Tinciones de la superficie ocular: las tinciones con fluoresceina o con
verde de lisamina se utilizan para evaluar el dafio de la conjuntiva y la
cornea. Los hallazgos se califican en funcién de diversos sistemas de
puntuacion estandarizados, siendo los mas utilizadas la escala de van
Bijsterveld y el Ocular Staining Score (OSS); puntuaciones > 4 y > 5,
respectivamente, son patoldgicas y sugestivas de SSp, siendo mas

especificas que el test de Schirmer o el BUT(100).

1.1.5.2. Laboratorio

Los ANA son positivos en alrededor del 80% de los pacientes con SSp,
habitualmente con un patron de inmunofluorescencia indirecta nuclear moteado
fino(101,102). Este patron se debe a la presencia de anticuerpos anti-Ro/SSA y/o
anti-La/SSB, que son caracteristicos del SSp; segin el método de deteccion, los
anticuerpos anti-Ro/SSA pueden ser positivos en el 50-70% de los pacientes y los
anti-La/SSB en el 25-50%(75,103). Aunque pueden estar presentes en otras
enfermedades autoinmunes (especialmente en LES, ES, AR, miopatia inflamatoria y
enfermedad mixta del tejido conectivo), son relativamente especificos de SSp. Su
presencia en un paciente con sintomas de sequedad apoya fuertemente el diagnostico
de SSp y pueden ser positivos hasta 20 afios antes del diagnodstico(102,104). La
particula Ro/La es un complejo antigénico heterogéneo compuesto por tres proteinas
(52kDa Ro, 60kDa Ro y La) y por cuatro cadenas de RNA citoplasmatico pequefio.

Asi, es posible diferenciar dos anticuerpos anti-Ro/SSA: el anti-Ro60 y el anti-
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R052(105). Los pacientes con SSp suelen ser Ro52+Ro60+, mientras que la
combinacion anti-Ro52 negativo y anti-Ro60 positivo es mas frecuente en el LES y
el anti-Ro52 positivo aislado se asocia a una variedad de enfermedades
reumatologicas, especialmente miopatia inflamatoria y ES(94). Un 10% de los
pacientes con anti-Ro/SSA positivo por técnicas de inmunoensayo pueden presentar
ANA negativos por inmunofluorescencia debido a que la deteccion de ANA se
realiza habitualmente sobre el sustrato HEp-2, cuya expresion del antigeno Ro/SSA
es baja en el ndcleo y puede incluso mostrar un patron citoplasmatico, especialmente
en el caso del anti-R052(106).

Otros datos de laboratorio pueden sugerir también un trasfondo de
autoinmunidad en pacientes con sindrome seco. EI 50% de los pacientes con SSp
presenta factor reumatoide positivo y hasta el 15% pueden presentar crioglobulinas o
niveles bajos de C3 y C4(75,102). Otros pardmetros sugestivos de activacion de
linfocitos B que aparecen en el SSp son la elevacion de la VSG, el aumento de B-2-
microglobulina (B2MG), la hipergammaglobulinemia policlonal y el aumento de
cadenas ligeras libres(107). Ademas, la existencia de citopenias también apoya la
sospecha de SSp en un paciente con sintomas de sequedad, ya que un tercio de los
pacientes presentan alguna citopenia al diagndstico, especialmente anemia
inflamatoria y/o linfopenia(89).

1.1.5.3. Biopsia de glandula salival menor

La BGSm es una herramienta Gtil en pacientes con sindrome seco que no
presentan evidencias claras de enfermedad autoinmune. Los pacientes con SSp
presentan una infiltracion linfocitaria de las glandulas salivales y el hallazgo
histopatoldgico caracteristico es una sialoadenitis linfocitaria focal, en la que se
observan acumulos de >50 linfocitos en las &reas periductales o perivasculares de los
acinos glandulares(108). ElI nimero de estos acimulos se cuantifica mediante el
Focus-score, que corresponde al nimero promedio de focos linfocitarios por cada 4
mm? de glandula salival. Un Focus-score > 1 tiene una sensibilidad entre 64-94% y
una especificidad del 61-100% para el diagnostico de SSp, con valores predictivos

tanto positivo como negativo superiores al 80%(109).
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1.1.5.4. Diagnéstico diferencial

El diagnostico diferencial a considerar en pacientes con sintomas de sequedad

ocular y/o oral y/o con infiltracion de glandulas salivales incluye(110):

O

Farmacos: son la causa mas frecuente de sequedad de mucosas. Los
farmacos méas  habitualmente implicados son:  anticolinérgicos,
simpaticomiméticos, benzodiacepinas, inhibidores de la recaptacion de
serotonina, antidepresivos triciclicos, antipsicoticos, antihistaminicos,
opioides, antagonistas alfa-1 y alfa-2, betabloqueantes y diuréticos(111).
Los inhibidores de la aromatasa pueden producir también sequedad,
artralgias y sintomatologia sistémica que remeda el SSp.

Sindrome seco relacionado con la edad: la secrecion lagrimal y la
produccion salival disminuyen con la edad como consecuencia de la atrofia
y la fibrosis glandular asociadas al envejecimiento normal(112,113).
Enfermedad relacionada con 1gG4 (IgG4-RD): la IgG4-RD puede producir
infiltracion linfoplasmocitaria de las glandulas lagrimales y/o salivales
produciendo hipertrofia e induracion glandular (histéricamente conocido
como sindrome de Miculizc), que puede acompafiarse de disfuncién
glandular y sintomas de sequedad(114-116). Las manifestaciones
sistémicas, los niveles séricos de 1gG4 y la histologia permiten diferenciar
entre SSp y 1gG4-RD(116).

Linfoma primario: el linfoma parotideo, de otras glandulas salivales o de
glandulas lagrimales suele presentarse como un engrosamiento glandular
unilateral.

Leucemia

Enfermedad de injerto contra huésped

Sarcoidosis

Amiloidosis

Irradiacion de cabeza y cuello

Sialoadenitis virales (VHC, VIH 0 HTLV-1)

Granulomatosis con poliangeitis (granulomatosis de Wegener)

Sialoadenitis cronicas idiopaticas

Hiperlipoproteinemias
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o Hemocromatosis
o Sindrome seco inducido por checkpoint inhibitors
o Diabetes mellitus

o Fibromialgia

1.1.5.5. Sindrome seco no-Sjogren

Existen pacientes que presentan un sindrome seco con sequedad ocular y/o oral
persistente, y que pueden referir también fatiga cronica y/o dolor generalizado, pero
que no presentan evidencia de autoinmunidad en las pruebas de laboratorio, tienen
una BGSM negativa, y en los que se han descartado otros diagnosticos. Estos
pacientes se han clasificado bajo diversas denominaciones, como “sindrome seco
incompleto”, “sindrome seco no-Sjogren (non-Sjégren sicca syndrome)” e incluso se
ha propuesto el acronimo SAPS (sicca, asthenia and polyalgia syndrome)(117,118).
Estos pacientes no van a presentar las complicaciones de los pacientes con SSp pero
conllevan una carga de trabajo importante en las consultas ya que esta entidad genera
una importante pérdida de calidad de vida que motiva la bldsqueda de atencion
médica(119).

1.1.5.6. Criterios clasificatorios

Al igual que ocurre en otras enfermedades autoinmunes sistémicas, en ausencia
de una prueba diagnostica definitiva de SSp, se han propuesto diversos criterios
clasificatorios con el fin de homogeneizar la inclusién de pacientes en los estudios
clinicos. Estos criterios son, por definicion, muy especificos pero con sensibilidad
méas limitada, especialmente en los pacientes con formas de presentacion
extraglandulares(120). Los primeros criterios internacionalmente aceptados fueron
los criterios preliminares europeos de 1993(121), pero no fue hasta 2002 cuando se
logré un consenso internacional y se publicaron los criterios del grupo de consenso
americano-europeo (AECG), reflejados en la Tabla 2, y que han sido los mas
utilizados en las Gltimas dos décadas(122). Estos criterios presentan una sensibilidad
del 89,5% y una especificidad del 95,2%(122).
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Tabla 1.2. Criterios Clasificatorios de SS AECG 2002

I. Sintomas oculares: respuesta positiva al menos a una de las siguientes preguntas:

1. ¢Hatenido ojo seco de forma diaria, persistente y molesta durante mas de 3
meses?
2. ¢Tiene sensacion de arenilla recurrente en los 0jos?

3. ¢Usa lagrimas artificiales mas de 3 veces al dia?

I1. Sintomas orales: respuesta positiva al menos a una de las siguientes preguntas:

1. ¢Hatenido sensacién diaria de boca seca durante mas de 3 meses?
2. ¢Hatenido las glandulas salivales hinchadas de forma recurrente o persistente
en la edad adulta?

3. ¢Se ayuda con frecuencia bebiendo liquidos para tragar la comida seca?

I11. Signos oculares: evidencia objetiva de afectacion ocular definida como un

resultado positivo en al menos una de las siguientes dos pruebas:

1. Test de Schirmer, realizado sin anestesia (<5 mm en 5 minutos)
2. Puntuacion de Rosa de Bengala u otra puntuacion de ojo seco (>4 en el sistema

de puntacion de van Bijsterverld)

IV. Histopatologia: sialoadenitis linfocitica focal en glandula salival menor
(obtenida de mucosa de aspecto normal), evaluada por un patélogo experto, con un
Focus-score >1, definido como el nimero de acimulos linfocitarios (adyacentes a
acinos mucosos de aspecto normal y conteniendo mas de 50 linfocitos) por 4 mm? de

tejido glandular.

V. Afectacion de glandulas salivales: evidencia objetiva de afectacion de glandulas
salivales definitiva como un resultado positivo en al menos una de las siguientes

pruebas diagnosticas:

1. Flujo salival no estimulado (<1,5 ml en 15 min)

2. Sialografia parotidea mostrando la presencia de sialectasias difusas (patron
punteado, cavitario o destructivo), sin evidencia de obstruccion en los ductos
mayores

3. Gammagrafia salival mostrando captacién tardia, acumulacion disminuida y/o

excrecion retardada del trazador
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VI. Autoanticuerpos: presencia en suero de los siguientes autoanticuerpos:

1. Anticuerpos contra los antigenos Ro/SSA o La/SSB o ambos

Criterios de clasificacion

SS primario
En pacientes con ninguna enfermedad potencialmente asociada, el SS primario se
define como sigue:
a. Lapresencia de cualesquiera 4 de los 6 criterios, siempre que o bien el
criterio 1V (histopatologia) o el VI (serologia) sean positivos
b. La presencia de cualesquiera 3 de los 4 criterios objetivos (esto es, los
criterios 11, 1V, V, VI)

SS secundario
En pacientes con una enfermedad potencialmente asociada (por ejemplo, otra
conectivopatia bien definida), la presencia de los criterios | o Il junto con 2 de los

criterios 111, IV y V se considera indicativa de SS secundario

Criterios de exclusion
Irradiacion de cabeza y cuello previa
Hepatitis C
SIDA
Linfoma pre-existente
Sarcoidosis
Enfermedad de injerto contra huésped

Uso de anticolinérgicos

En los ultimos afios, se ha criticado que los criterios AECG son muy estrictos y
que incluyen pruebas invasivas como la sialografia, pruebas no disponibles en todos
los ambitos como la gammagrafia salival, o pruebas obsoletas como la tincién de
Rosa de Bengala, muy molesta para el paciente y en desuso. Por ello, en 2016 se
propusieron unos criterios desarrollados conjuntamente por el Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) y la Liga Europea Contra el Reumatismo (EULAR), que se
basan en una puntuacion de 5 items (Tabla 3), con una sensibilidad del 96% y una
especificidad del 95%(123).
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Tabla 1.3. Criterios Clasificatorios de SS ACR/EULAR 2016

item Puntuacion

Biopsia de glandula salival con sialoadenitis linfocitica focal y

Focus-score >1 foco/4 mm?

Anti-Ro/SSA positivo 3

Ocular Staining Score >5 (0 puntuacion van Bijsterveld >4) en al

menos un 0jo

Test de Schirmer <5 mm/5 minutos en al menos un ojo 1

Flujo salival no estimulado <0,1 ml/min 1

Clasificacion: se clasifica como SS primario cualquier individuo que cumple el
criterio de inclusion, no cumple ninguno de los criterios de exclusién y presenta una

puntuacion > 4 al sumar los puntajes de los 5 criterios

Criterio de inclusion: cualquier paciente con al menos un sintoma de sequedad,
definido como una respuesta positiva a al menos una de las siguientes preguntas: 1)
¢Ha tenido ojo seco de forma diaria, persistente y molesta durante mas de 3 meses?
2) ¢ Tiene sensacion de arenilla recurrente en los ojos? 3) ¢Usa lagrimas artificiales
mas de 3 veces al dia? 4) ¢Ha tenido sensacion diaria de boca seca durante méas de 3
meses? 5) ¢Se ayuda con frecuencia bebiendo liquidos para tragar la comida seca?, o

en el que hay una sospecha de SS en base a algun item positivo en la escala ESSDAI

Criterios de exclusién: 1) irradiacion previa de cabeza y cuello, 2) hepatitis C
activa, 3) SIDA, 4) sarcoidosis, 5) amiloidosis, 6) enfermedad de injerto contra

huésped, 7) enfermedad relacionada con 1gG4

Hay que tener presente que puede haber pacientes que no cumplan los criterios
AECG 2002 ni los ACR/EULAR 2016 por tener una BGSm negativa y unos
anticuerpos anti-Ro/SSA y anti-La/SSB negativos, pero que presenten un sindrome
seco y fuertes evidencias de autoinmunidad como por ejemplo ANA positivos, FR
positivo, hipergammaglobulinemia, citopenias o manifestaciones extraglandulares
tipicas de SSp. La deteccion de estos pacientes es importante porque el diagnéstico

de SSp tiene implicaciones en el pronostico y en el tratamiento(124).
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1.1.5.7. Evaluacion de la actividad

Actualmente, el ESSDAI (EULAR Sjogren Syndrome Disease Activity Index)
es la herramienta mas utilizada en estudios clinicos para cuantificar de forma
objetiva la actividad inflamatoria sistémica del SSp(125,126). En el ESSDAI las
manifestaciones clinicas o bioldgicas se dividen en 12 dominios y dentro de cada
dominio la actividad se clasifica como “sin actividad” (0 puntos), “actividad leve” (1
punto), “actividad moderada” (2 puntos) o “alta actividad” (3 puntos) de acuerdo con
unas definiciones especificadas (Tabla 4). Para calcular la puntuacién ESSDAI el
puntaje de cada dominio se multiplica por el peso del dominio (de 1 a 6) y se suman
las puntuaciones ponderadas de cada dominio. La suma maxima teorica es de 123
puntos y segun la puntuacion total se establecen 3 categorias: baja actividad (<5
puntos), actividad moderada (5-13 puntos) y alta actividad (>14 puntos). La mejoria

minima clinicamente relevante se define como una mejoria de al menos 3 puntos.

Tabla 1.4. ESSDAI: dominios y definiciones

Dominio [peso] Actividad Descripcion
Constitucional [3] No=0 Ausencia de los siguientes sintomas
infeccioso y pérdida de peso sudoracion nocturna leve o intermitente y/o
voluntaria pérdida de peso involuntaria del 5-10% del

peso corporal

Moderada =2 | Fiebre > 38,5°, sudoracion nocturna grave
y/o pérdida involuntaria de peso >10% del
peso corporal

Adenopatias [4] No =0 Ausencia de los siguientes sintomas

Exclusion de infeccion Baja=1 Adenopatias >1 cm en cualquier region
nodal 0 >2 cm en la regién inguinal

Moderada =2 | Adenopatias >2 cm en cualquier region
nodal o0 >3 cm en la region inguinal y/o
esplenomegalia (palpable o por imagen)

Alta=3 Trastorno proliferativo maligno de células
B actual
Glandular [2] No=0 Ausencia de tumefaccion glandular
Exclusion de litiasis o Baja=1 Tumefaccion glandular pequefia con
infeccion parétida engrosada (<3 cm) o tumefaccion

limitada submandibular o lagrimal

Moderada =2 | Tumefaccion glandular mayor con
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engrosamiento parotideo (>3 cm) o
tumefaccion importante submandibular o
lagrimal

Articular [2] No=0 Ausencia de afectacion articular activa

Exclusion de artrosis Baja=1 Avrtralgias en manos, mufiecas, tobillos y
pies acompafiadas de rigidez matutina (>30
min)

Moderada =2 | Sinovitis en 1-5 (de 28) articulaciones

Alta=3 Sinovitis en >6 (de 28) articulaciones

Cutaneo [3] No =0 Ausencia de afectacion cutanea activa
Puntuar cero la afectacion | Baja=1 Eritema multiforme
estable de larga duracion Moderada =2 | Vasculitis cutanea limitada, incluyendo
relacionada con dafio urticaria-vasculitis o purpura difusa o
Ulceras relacionas con vasculitis
Pulmonar [5] No=0 Ausencia de afectacion cutanea activa
Puntuar cero la afectacion Baja=1 Tos persistente o afectacion bronquial sin
estable de larga duracion anomalias radiologicas en la radiografia, O
relacionada con dafio, o la evidencia radiologica o por TCAR de
afectacion respiratoria no enfermedad intersticial pulmonar sin disnea
relacionada con la y con pruebas de funcion respiratoria
enfermedad (tabaquismo, normales
etc) Moderada =2 | Afectacion pulmonar moderadamente
activa, como enfermedad intersticial
pulmonar demostrada por TCAR con
disnea de esfuerzo (NYHA I1) o pruebas de
funcion respiratoria anormales restringidas
a: DLCO 40-70% o CVF 60-80%

Alta=3 Afectacion pulmonar de alta actividad,
como enfermedad pulmonar intersticial
demostrada por TCAR con disnea en
reposo (NYHA 111, IV) o con pruebas de
funcion respiratoria con DLCO <40% o
CVF <60%

Renal [5] No=0 Ausencia de afectacion renal activa con
Puntuar cero la afectacion proteinuria <0,5 g/dia, no hematuria, no
estable de larga duracion Ieucocituria_t, no acidosis, 0_ proteinuria de
relacionada con dafio y la larga duracién estable debida a dafio
afectacion renal no Baja=1 Evidencia de afectacion renal leve, limitada
relacionada con la a acidosis tubular sin fallo renal o
enfermedad. afectacion glomerular con proteinuria entre
Si se ha realizado biopsia, 0,5-1 g/diay sin_ hematuria ni fallo renal
puntuar la actividad en (TFG Z(_SO mi/min) i

Moderada =2 | Afectacion renal moderadamente activa,
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funcion de los hallazgos
histologicos primero

como acidosis tubular con fallo renal (TFG
<60 ml/min) o afectacion glomerular con
proteinuria entre 1-1.5 g/dia y sin
hematuria ni fallo renal (TFG >60 ml/min),
0 evidencia histoldgica de
glomerulonefritis extramembranosa o
infiltrado intersticial linfoide importante

Alta=3

Afectacion renal de alta actividad, como
afectacion glomerular con proteinuria >1,5
g/dia o hematuria o fallo renal (TFG <60
ml/min), o evidencia histol6gica de
glomerulonefritis proliferativa o afectacion
renal relacionada con crioglobulinemia

Muscular [6]

Exclusién de debilidad por
corticoides

No=0

Ausencia de afectacion muscular activa

Baja=1

Miositis activa leve demostrada por EMG
anormal o biopsia, sin debilidad y con CK
< 2 veces el valor normal

Moderada = 2

Miositis moderadamente activa confirmada
por EMG anormal o biopsia, con debilidad
(déficit maximo 4/5) o CK elevada (entre 2
y 4 veces el valor normal)

Alta=3

Miositis de alta actividad demostrada por
EMG anormal o biopsia, con debilidad
(déficit < 3/5) o CK elevada (>4 veces el
valor normal)

SNP [5]

Puntuar cero la afectacién
estable de larga duracién
relacionada con dafio y la
afectacion SNP no
relacionada con la
enfermedad.

No=0

Ausencia de afectacion SNP activa

Baja=1

Afectacion de SNP activa leve, como
polineuropatia axonal sensitiva pura

demostrada por ENG o neuralgia del

trigémino (V par)

Moderada = 2

Afectacion de SNP moderadamente activa
demostrada por ENG, como neuropatia
axonal sensitivo-motora con déficit motor
maximo 4/5, neuropatia sensitiva pura con
presencia de vasculitis crioglobulinémica,
Ganglionopatia con sintomas limitados a
ataxia leve-moderada, polineuropatia
desmielinizante inflamatoria (CDIP) con
deterioro funcional leve (déficit motor
maximo 4/5 o ataxia leve)

O afectacion de nervios craneales de origen
periférico (excepto neuralgia del trigémino)

Alta=3

Afectacion del SNP de alta actividad
demostrada por ENG, como neuropatia
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axonal sensitivo-motora con déficit motor
< 3/5, afectacion de nervios periféricos
debida a vasculitis (mononeuritis multiple,
etc.), ataxia grave debida a ganglionopatia,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria
(CIDP) con deterioro funcional grave:
déficit motor < 3/5 o ataxia grave

SNC [5] No=0 Ausencia de afectacion del SNC activa
Puntuar cero la afectacion Baja=1 Afectacion del SNC moderadamente
estable de larga duracion activa, como afectacion de nervios
relacionada con dafio y la craneales de origen central, neuritis optica,
afectacién SNC no o sindrome similar a esclerosis multiple
relacionada con la con sintomas limitados a deterioro
enfermedad. sensitivo puro, o deterioro cognitivo
confirmado

Alta=3 Afectacion del SNC de alta actividad,
como vasculitis cerebral con accidente
cerebrovascular o ataque isquémico
transitorio, convulsiones, mielitis
transversa, meningitis linfocitaria,
sindrome parecido a esclerosis multiple con
déficit motor

Hematoldgico [2] No=0 Ausencia de citopenias autoinmunes
Para anemia, neutropeniay | Baja=1 Citopenia de origen autoinmune con
trombopenia solo deben neutropenia (1000-1500/mm?3) y/o anemia
considerarse las citopenias (Hb 10-12 g/dL) y/o trombocitopenia
autoinmunes (100000-150000/mm?)
Exclusion de déficits O linfopenia (500-1000/mm?)
vitaminicos o de hierro y Moderada =2 | Citopenia de origen autoinmune con
citopenias inducidas por neutropenia (500-1000/mm?3) y/o anemia
fArmacos (Hb 8-10 g/dL) y/o trombocitopenia
(50000-100000/mm?3)
O linfopenia (<500/mm3)

Alta=3 Citopenia de origen autoinmune con
neutropenia (<500/mm?q) y/o anemia (Hb
<8 g/dL) y/o trombocitopenia
(<50000/mm?)

Bioldgico [1] No=0 Ausencia de cualquiera de los siguientes
hallazgos bioldgicos

Baja=1 Componente monoclonal y/o
hipocomplementemia (C4, C3 o CH50
bajos) y/o hipergammaglobulinemia o
niveles de IgG altos entre 16 y 20 g/L.

Moderada =2 | Presencia de crioglobulinemia y/o
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hipergammaglobulinemia o niveles de 19gG
altos >20 g/L, y/o hipogammaglobulinemia
de reciente aparicion o disminucion
reciente de los niveles de IgG (<5 g/L).

CIDP: polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica; CK: creatina quinasa; CVF:
capacidad vital forzada; DLCO: capacidad de difusion de monéxido de carbono; EMG:
electromiograma; ENG: electroneurograma; Hb: hemoglobina; IgG: inmunoglobulina G;
SNC: sistema nervioso central; SNP: sistema nervioso periférico; TCAR: tomografia
computerizada de alta resolucién; TFG: tasa de filtrado glomerular

Se ha propuesto también utilizar una version reducida del ESSDAI denominada
ClinESSDAI que no incluye el dominio biologico, aunque no ha tenido tanta
implantacién como el ESSDAI(127).

Para la cuantificacion de la sintomatologia subjetiva de los pacientes con SSp
se ha validado una herramienta denominada ESSPRI (EULAR Sjégren Syndrome
Patient Reported Index), que se calcula como la media de 3 escalas visuales
analdgicas (de 0 a 10) que permiten al paciente autoevaluar la sequedad, el dolor y la
fatiga(128). EI ESSPRI se correlaciona bien con la escala PGA pero no con el
ESSDAI(129).

1.1.6. Prondéstico

Clasicamente el SSp ha sido considerado como una enfermedad de carécter
mas leve que otras conectivopatias por la supuesta “benignidad” de sus sintomas. Sin
embargo, los sintomas secos tienen un impacto negativo en el gusto, el olfato, la voz,
la deglucion y la funcién sexual, especialmente en mujeres(130). La sequedad oral
puede suponer un gasto elevado en procedimientos odontoldgicos y afectar de forma
importante a la calidad de vida(131). Ademas, los pacientes con SSp sufren un
deterioro funcional y una disminucion de su calidad de vida similar a la que se
produce en la AR o el LES, que se deriva no solo de los sintomas de sequedad oral
y/o ocular, sino también de la fatiga, el dolor generalizado, la ansiedad, la depresion,
la somnolencia diurna y la actividad sistémica de la enfermedad(132-135). Los
costes de productividad laboral que genera el SSp son cercanos a los que pueden

producir el LES o la ES, siendo incluso una causa de jubilacion precoz(136,137).
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1.1.6.1. Actividad sistémica

Aproximadamente la mitad de los pacientes con SSp pueden presentar alguna
manifestacion extraglandular(75,138). Habitualmente se trata de manifestaciones
leves 0 moderadas tales como artralgias/artritis, fenomeno de Raynaud, citopenias o
afectacion pulmonar en forma de bronquiectasias(75). No obstante, el 15-25% de los
pacientes puede presentar manifestaciones extraglandulares graves que requieren
tratamiento inmunosupresor(75). Las méas frecuentes son la afectacion pulmonar
intersticial, la neuropatia axonal, la hepatopatia autoinmune, las citopenias graves y
la vasculitis cutanea. La afectacion pulmonar intersticial en particular, a la que
histéricamente no se le habia dado mucha importancia, tiene una prevalencia del
20% en pacientes con SSp y presenta una mortalidad entre el 11% y el 17% a los 5
afos(139). Las manifestaciones extraglandulares pueden presentarse tanto al
diagnostico del SSp como durante la evolucion de la enfermedad e incluso como
como forma de presentacion del SSp en pacientes que no presentan sintomas
secos(124).

Los factores de riesgo mas importantes para presentar actividad sistémica en el
SSp son el inicio precoz de la enfermedad, los anticuerpos anti-Ro/SSA positivos, la
hipocomplementemia, la crioglobulinemia, el sexo masculino y un Focus-score
elevado(101,130).

1.1.6.2. Linfoma y Cancer
Los pacientes con SSp presentan un riesgo de desarrollar linfoma superior al de
la poblacion general y superior al de otras enfermedades autoinmunes como la AR o
el LES(140). La tasa de incidencia estandarizada (SIR) de linfoma en pacientes con
SSp se ha estimado entre 10,5 y 48,1 en estudios clinicos, y entre 1,9 y 9 en estudios
poblacionales(140). El riesgo acumulado oscila entre el 3,4% en los primeros 5 afios
y el 9,8% a los 15 afios(141). En ocasiones el linfoma puede ser la manifestacion
inicial que precede al diagndstico del SSp(142). Aunque clasicamente se ha
relacionado el SSp con el desarrollo de linfomas no Hodgkin (LNH), los pacientes
con SSp también presentan mayor riesgo de desarrollar linfoma Hodgkin (LH), con

SIR entre 5y 19,4(143,144).
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Mas del 90% de los linfomas que aparecen en pacientes con SSp son linfomas

de células B, siendo los tres subtipos més frecuentes el linfoma del tejido linfoide

asociado a las mucosas (MALT), el linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) y
el linfoma de la zona marginal (LZM)(142,145,146). El linfoma MALT es el mas

frecuente en la mayoria de las series y se localiza habitualmente en las glandulas

salivales, especialmente a nivel parotideo; clinicamente se suele presentar como un

crecimiento indolente de una glandula parotidea (que debe ser diferenciado de la

hipertrofia parotidea), y aunque suele ser localizado hasta el 20% pueden presentar

afectacion en mas de una localizacion extranodal(142,147). Otras localizaciones del

linfoma MALT son los bronquios y pulmones, el estomago y la 6rbita(142,147).

Los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de linfoma se

resumen en la Tabla 5.

Tabla 1.5. Principales factores de riesgo de desarrollo de linfoma

OR/HR
Sexo masculino 1,6-28,7
Hipertrofia parotidea 2,8-15,1
Esplenomegalia 4-19,9
Adenopatias 2,6-9,7
Vasculitis cutanea / parpura 3,3-16,3
ESSDAI 1,1
Leucopenia 3,8-8,7
Linfopenia 2,1-16,5
Cociente CD4/CD8 < 0,8 10,9
C4 bajo 1,8-39,7
C3 bajo 1,7-36,7
Crioglobulinas 1,9-22,3
Hipergammaglobulinemia 2,5-4,1
Gammapatia monoclonal 1,3-5,7
Factor reumatoide 3-3,5

Centros germinales

Referencias
(144,148-152)
(141,149,153-160)
(89,149)
(89,153,154,159)
(141,154,157,159,161-163)
(144,158)
(141,149,164)
(141,146,158)
(107,161,165)

(89,107,163,164,166,141,149,154,156
159,161)
(141,154,161,164)

(89,146,149,158,159,163,164,167)
(141,161,164)
(144,159,164,168)
(158,159,164)

(61)

Ademas del linfoma, otras neoplasias hematoldgicas, especialmente el mieloma

multiple, también parecen ser mas frecuentes en los pacientes con SSp(144,169,170).
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1.1.6.3. Mortalidad

La tasa de mortalidad estandarizada (SMR) de los pacientes con SSp se ha
estimado en 4,66 (IC 95%: 3,85-5,60) en un estudio espafiol(171); este aumento de
mortalidad ha sido confirmado en un reciente metaanalisis(172). Las principales
causas de muerte en el SSp son la enfermedad cardiovascular, las infecciones, la
afectacion sistémica de la enfermedad y las neoplasias hematologicas(171,172).

Los factores asociados a una mayor mortalidad en el SSp son el sexo
masculino, la linfopenia, la presencia de anticuerpos anti-La, gammapatia
monoclonal, crioglobulinas circulantes o hipocomplementemia, y un ESSDAI
elevado. Los factores asociados a la muerte derivada de la actividad del SSp son la
afectacion extraglandular, la presencia de anemia, trombopenia o linfopenia, la
existencia ~de gammapatia monoclonal, crioglobulinas circulantes o

hipocomplementemia, asi como un ESSDAI elevado(138).

1.1.7. Tratamiento

El tratamiento del SSp es esencialmente sintomatico en lo que respecta a los
sintomas de sequedad, ya que ningun tratamiento inmunosupresor 0
inmunomodulador ha demostrado un beneficio claro para mejorar el sindrome
seco(173).

El tratamiento de la sequedad ocular se basa en el uso de lagrimas artificiales
que contengan una base polimérica o un agente viscoso (metilcelulosa, hialuronato) y
geles oculares durante la noche. En los pacientes con queratoconjuntivitis seca grave
se pueden utilizar cursos cortos de AINE, corticoides o ciclosporina tépicos. En los
casos mas graves, se plantea el uso de gotas oculares de suero autologo. Finalmente,
como tratamientos de rescate se puede utilizar la oclusion lagrimal y los agonistas
muscarinicos orales, aunque con escasa evidencia(173-177).

La sequedad oral se maneja fundamentalmente con medidas higiénicas (ingesta
hidrica frecuente, no fumar, higiene oral exquisita, evitar farmacos que favorecen la
sequedad como los anticolinérgicos), con estimulacion salival mediante caramelos

bajos en azlcar o chicles de xilitol, y con sustitutos de saliva. En los casos mas
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sintométicos se pueden utilizar la pilocarpina o la cevimelina como estimulantes
farmacoldgicos de la salivacion(173).

El dolor y la fatiga carecen de tratamiento farmacoldgico, ya que ni la
hidroxicloroquina ni el rituximab han demostrado un claro beneficio sobre estos
sintomas inespecificos(173,178,179).

Las manifestaciones extraglandulares especificas, en cambio, se tratan con
glucocorticoides, inmunosupresores y terapias bioldgicas dirigidas contra los
linfocitos B, si bien la evidencia es escasa en la mayor parte de los casos y derivada
de la préctica clinica habitual en otras enfermedades autoinmunes como el LES, la
AR o las vasculitis. Como norma general la intensidad y la duracion del tratamiento
se ajusta a la gravedad de la afectacion organica, manejandose las manifestaciones
extraglandulares leves con corticoides a dosis medias-bajas y/o hidroxicloroguina y
las afectaciones mas graves con corticoides a dosis altas o pulsos de corticoides e
inmunosupresores. Los inmunosupresores mas utilizados como ahorradores de
corticoides son el metotrexato, la azatioprina y el micofenolato. Las afectaciones con
riesgo vital (fibrosis pulmonar, afectacion del SNC, glomerulonefritis) pueden
requerir pulsos de corticoides e incluso ciclofosfamida intravenosa o
inmunoglobulinas intravenosas. El rituximab constituye el tratamiento de eleccion en
el caso de las manifestaciones derivadas de la crioglobulinemia y se ha utilizado
también en otras afectaciones organicas como tratamiento de rescate. Otros farmacos
bioldgicos dirigidos contra los linfocitos B se han ensayado en estudios pequefios
con resultados favorables, especialmente el belimumab, pero todavia no se dispone
de ensayos clinicos(173,178,180,181).

35



1.2. Utilidad de las poblaciones linfocitarias
circulantes en el diagnéstico del SSp

La citometria de flujo es una herramienta muy util para el analisis del fenotipo
y la funcion de las distintas células del sistema inmune, ya que permite determinar
maltiples pardmetros en un nimero elevado de células individuales. Mediante esta
técnica es posible caracterizar y diferenciar maltiples subpoblaciones linfocitarias
tanto en tejido como en sangre periférica(182). El andlisis de las células inmunes
circulantes ha contribuido al entendimiento de la patogenia de distintas enfermedades
autoinmunes al proporcionar una aproximacion al estado de la circulacién de las
células inmunitarias entre los 6rganos linfoides y no linfoides y los sitios de
inflamacion. En los Gltimos afios se ha explorado la utilidad practica de la citometria
de flujo en el diagndstico y prondstico de algunas enfermedades autoinmunes
sistémicas (183,184).

En el SSp se ha descrito una disminucion del nimero de linfocitos circulantes,
principalmente a expensas de los linfocitos T CD4". Esta disminucién contrasta con
la infiltracion de las glandulas salivales por linfocitos T CD4", lo que apoya la idea
de que la linfopenia periférica es debida a la migracion de los linfocitos hacia los
tejidos inflamados(58,185-187). Por el contrario, en el SSp se encuentran
incrementadas las subpoblaciones circulantes de células de IL-17, como los TH17 y
las células T doble negativas (CD4°CD8), asi como los linfocitos Trn; estas
alteraciones se asocian con la actividad de la enfermedad y la presencia de
manifestaciones extraglandulares(188-192).

Sin embargo la alteracion del inmunofenotipo linfocitario en sangre periférica
mas caracteristica del SSp es el desequilibrio en las subpoblaciones de linfocitos B,
que presentan una disminucion absoluta y relativa de las células B de memoria y un
aumento de las células B naive. Esta alteracion en las subpoblaciones circulantes de
celulas B reflejara una alteracion en los mecanismos de diferenciacion y activacion
de las células B en los pacientes con SSp que conduce a la retencién de las células B
de memoria en los tejidos inflamados y su diferenciacion a células
plasmaticas(55,57,58,193-196). La disminucion de los linfocitos B de memoria
circulantes afecta a los linfocitos de memoria mas maduros que han sufrido cambio

de clase (CD27*1gD"), pero especialmente a los que no han presentado todavia el
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cambio de clase (CD27%1gD")(193). Esta peculiar distribucion de las subpoblaciones
de linfocitos B es caracteristicas del SSp, mientras que los pacientes con LES
presentan una disminucion de los linfocitos B naive y un incremento en los linfocitos
B de memoria circulantes(197).

En los dltimos afios se ha propuesto utilizar esta alteracion de las
subpoblaciones circulantes de células B con finalidad diagndstica y se ha evaluado la
utilidad de los cocientes entre células B maduras e inmaduras en sangre periférica
para identificar a los pacientes con SSp respecto a los pacientes con otras
enfermedades autoinmunes o con sindrome seco no-Sjogren, obteniéndose
sensibilidades entre 52-88% vy especificidades entre 83-88% en tres estudios
diferentes(198-200).
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1.3. Utilidad de las citoquinas y quimioquinas séricas
como biomarcadores en el SSp

Aunque se dispone de algunos biomarcadores clinicos (engrosamiento
parotideo, adenopatias, purpura), de laboratorio (citopenias, crioglobulinas,
hipocomplementemia) e histoldgicos (centros germinales) que son Utiles como
predictores de desarrollo de linfoma en los pacientes con SSp, éstos son
insuficientes. Por ello, es necesario identificar nuevos biomarcadores que permitan
mejorar el diagnostico del SSp, categorizar adecuadamente a los pacientes (segun su
riesgo de desarrollar manifestaciones extraglandulares o su respuesta a diferentes
terapias) y poner de manifiesto mecanismos patogénicos que puedan constituir
nuevas dianas terapéuticas(201).

Los biomarcadores en sangre son de especial utilidad ya que la sangre
periférica es facil de obtener y de procesar y permite repetir las determinaciones a lo
largo del tiempo. Los biomarcadores de laboratorio mas utilizados son la presencia
de hipocomplementemia, crioglobulinemia, componente monoclonal o linfopenia
(especialmente la linfopenia CD4"), asi como el factor reumatoide, la B2MG o las
cadenas ligeras libres; la mayoria de estos pardmetros son marcadores subrogados de
hiperactividad de las células B(107,142,158).

En la dltima década, la determinacién de citoquinas y quimioquinas se ha
hecho cada vez mas asequible en la practica clinica habitual y se ha estudiado su
potencial utilidad como biomarcadores en el SSp. Se han descrito aumentos séricos
de diversas citoquinas en los pacientes con SSp, pero en muchos estudios el nimero
de pacientes incluido es pequefio (inferior a 30 e incluso a 20) y algunos resultados
son inconsistentes(202-206). BAFF y CXCL13 son las citoquinas mas estudiadas y
se ha propuesto su posible utilidad como biomarcadores de actividad de la
enfermedad y de riesgo de linfoma. Otras citoquinas también se han relacionado con
alteraciones histoldgicas y con parametros serologicos, aunque su utilidad en la
practica clinica real no se ha estudiado en profundidad. En 2016, Nishikawa et al.
identificaron mediante un estudio proteémico de alto rendimiento 82 proteinas con
expresion diferente en pacientes con SSp y controles, de las cuales identificaron 9
potenciales biomarcadores séricos; al validar estos biomarcadores mediante ELISA

en una cohorte de validacion de pacientes con SSp pudieron confirmar la utilidad
38



como biomarcadores de CXCL13, TNF-R2, CD48, BAFF y PD-L2, que se
correlacionaron bien con el ESSDAI(207). En la Tabla 6 se resumen los hallazgos

mas importantes que se han publicado hasta la fecha en relacién con la utilidad como

biomarcadores de citoquinas y quimioquinas séricas en el SSp.

Tabla 1.6. Utilidad de citoquinas y quimioquinas séricas como
biomarcadores en el SSp

Funcion Asociaciones
BAFF Maduracion, proliferacion y Anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, FR,
rvivenci linfocitos B I ESSDAL.
(208-212) supervivencia de linfocitos gGyESS
Predictor de linfoma
CXCL13 Reclutamiento de linfocitos By | Hipergammaglobulinemia, FR,
formacion y mantenimiento de B2MG, BAFF, C4, ESSDAI
(166,213 centros germinales - .
215) Predictor de linfoma
IL-18 Proinflamatoria, promueve la IgG1, IgM, anti-Ro/SSA, anti-
iferenciacion Tul17 L B, ESSDAI
(216-218) diferenciacion Tn a/SSB, ESS
IL-17 Induce la infiltracion linfocitaria | FR, C3, Focus-score
de las glandulas e induce dafio
(190,219~ tisular
221)
IL-21 Activacion de linfocitos B, IgG, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB,
diferenciacion de células ESSDAI
(45,222,223) plasmaticas; estimula los
linfocitos TH17
IL-22 Regulacion de la homeostasis de | Hipergammaglobulinemia, anti-
224 mucosas y promueve la Ro/SSA y anti-La/SSB, FR,
(224) reparacion epitelial. Promueve la | hiposalivacién
expresion de CXCL13y la
formacion de centros germinales
IL-10 Inmunorreguladora. Promueve la | 1IgG1, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB
proliferacion y diferenciacion de
(225,226) linfocitos B
IL-6 Promueve la diferenciacién de VSG, neumopatia intersticial,
linfocitos T Twl7. Prom f ion NP, F -scor
(203,204,227) infocitos Trr y Th omueve | afectacion de SNP, Focus-score

la diferenciacion y supervivencia
de las celulas plasmaticas.
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IL-13 Proinflamatoria y profibrotica. Anti-Ro/SSA
Regula la diferenciacion de
(206) linfocitos Th.
TNFa Induce la funcion de células FR
ti I
(203,204,228 presentadoras de antigeno de

epitelio glandular salival y su
apoptosis
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2. Hipotesis
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El estudio de las poblaciones linfocitarias en sangre periférica y la
determinacion de citoquinas y quimioquinas séricas tiene utilidad en el diagndstico y

prondstico (como biomarcadores de actividad) en los pacientes afectos de SSp:

o La distribucion de las diferentes poblaciones linfocitarias circulantes
permite diferenciar a los pacientes con SSp de los pacientes con sindrome
seco no-Sjogren.

o La cuantificacion de las poblaciones linfocitarias circulantes es util como
biomarcador de actividad en el SSp.

o La caracterizacion de citoquinas y quiomiocinas en suero permite
identificar a los pacientes con SSp y diferenciarlos de los pacientes con
sindrome seco no-Sjogren.

o Los niveles séricos de citoquinas y quiomiocinas son Utiles como

biomarcadores de actividad en el SSp.

43



44



3. Objetivos
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OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la utilidad de las subpoblaciones linfocitarias circulantes y de los
niveles séricos de BAFF, IL-17, IL-18, IL-21, IL-22, CXCL13, TNF-R2 y PD-L2
como biomarcadores diagnosticos y de actividad en los pacientes con SSp.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1)

2)

3)

4)

Estudiar la rentabilidad diagnostica de las subpoblaciones linfocitarias
circulantes para discriminar a los pacientes con SSp de los pacientes con
sindrome seco no-Sjogren.

Analizar la utilidad diagndstica de los niveles séricos de BAFF, IL-17,
IL-18, IL-21, IL-22, CXCL13, TNF-R2 y PD-L2 para diferenciar a los
pacientes con SSp de los pacientes con sindrome seco no-Sjogren.

Evaluar la asociacion de los niveles séricos de BAFF, I1L-17, IL-18, IL-21,
IL-22, CXCL13, TNF-R2 y PD-L2 con las caracteristicas clinicas e
inmunoldgicas y la puntuacion ESDDAI de los pacientes con SSp.
Examinar la relacion entre las concentraciones séricas de BAFF, IL-17,
IL-18, 1L-21, IL-22, CXCL13, TNF-R2 y PD-L2 y las diferentes
subpoblaciones linfocitarias circulantes en los pacientes con SSp.
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4. Articulos que forman parte de la
presente tesis doctoral

49



50



4.1. Articulo 1

Utility of lymphocyte phenotype profile to differentiate primary
Sjogren’s syndrome from sicca syndrome.

Loureiro-Amigo J, Palacio-Garcia C, Martinez-Gallo M, Martinez-
Valle F, Ramentol-Sintas M, Solans-Laqué R.

Rheumatology. 2021 Dec 1;60(12):5647-58.
DOI: 10.1093/rheumatology/keab170
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Original article

Utility of lymphocyte phenotype profile to
differentiate primary Sjogren’s syndrome from sicca
syndrome

José Loureiro-Amigo @ 2, Caros Palacio-Garcia®, Ménica Martinez-Gallo®,
Fernando Martinez-Valle'2, Marc Ramentol-Sintas’ and
Roser Soldns-Laqué'?

Abstract

Objective. To assss e polentisl disgnostie uliity of advanced ymphooyle profiing o diferentisle belween -
mary Siigren’s Syndrame ([pSS) and non-Sigen Sicca syndome.

Methods. Distsbution of perpheral ymphocyle subpopuiations was analysed by flow cylomelry n 68 patients with
PS5, 26 pafients wilh sicea syndreme and 23 healhy conrok. The abiity lo discriminale between pSS and sieca
syndnome was analysed using the ama under the curve (ALC) of e receiver opemting characierisie curve o e
different ymphocyle subsets.

Results. The miin beiwesn naivednamory B ool proporfions showed an AUC of 0742 o dMerentisle pSS and
seta syndrome, wih a sensitivity of TE.6% and a spedficly of T2% for a cul-off value of 14 The ratio of non-
swithed memory B celis 1o achaled CDA™ T ool parcentage (Bume/CDMacy) presented the highest AUG (0840
with & sensitivity of B3.3% and specficity of 81.7% for a ad-off value <41 To diferentisle seronegaive pSS
patenis from sicca paents, e Bume/'CDdacr raio exhibited an AUG of D742 (sensitivily 75%, specificlty 65.7%,
cul-off vake 4.4, and the number of mafve CD4 T cells had an AUC of 0B (sensifvily TEOW, specificly
BE9%, ad-off vake <312imm’).

Conclusion. Paents with pSS show a profound imbalancs in the distrbution of dirculgling T and B ymphacyte
submets | The ratio B /CD4, . it uselul i discrimingle betwesn pSS and sicea syndrome.

Key words: Sjhoren's syndrome, keratoconpunciivits sicca, mphocyle subseta, flow  cytometry,
Immunophenotyping

Rheumabo lagy key messages

» Activated CD4 and CDE T cels are increased in Sjhgren's syndrome.
+ Unswilehed memony B 1o actvated CD4 cells @i discriminates pSS fom Sca syndrome.
» Cireulating lyinphocyle profie & usell b differentak semnagative PSS bom seo smdiom

Introduction
Primary SSgren's syndrome [pSS) & a syslemc ads-

off Mo icirel,

UriversiBad Val e ron, UniersEal Ausbaoma de Barcalona
(LM, Barcslona, Span
Bukiitied 15 ook J000; e eaped 7 Fabaary 3001

Commpondence i Roser Irdemal  Medcire
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e disease characlerired by chronic inflammaton
of expcrine giands, prefesntaly involing the salivary
and lacimal glands [1]. The desase pedominanty
affects middle aged women [ and is characterized by
eye and moulh dryness, chionic Bfgue and generalized
pain, which signifcantly reduce the qualty of e of
patients and their work productivity [3). However, pSS &
a helemgensols adommune dsesse tha can be
expressed in many guises, and polentially any osgan
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Jose Loursino-Amigo of al.

can be involed wih some severs eximglandulsr man-
festaions leading 1o organ impairment andior early
death [4-6]. The most fearsome complication is the de-
velopment of B call lypnphoma, for which primary 55
PSS patients have a risk 15-20 fmes higher han the
general population {ilefime risk, 5-10%) [7-9].
Pathogenesis of pSS is highly compla: and not yet
fuily undersiced. Glanduler and exragiandular manifes-
talions share the development of ped-epithelisl B and T
hyrphocyBc infilrales as a common immunopathologicsl
mechanam, which leads fo the desincSon of the api-
thelid stuctums o the affected ogans producing
redated syrploms (10l Another  rmunopafogenic
mechaniam is B cell hyperactivly, as suggested by the
presence of hypergammagobulinaemia, oryoglobulinas-
mia and seveml specific adoanfibodies such as anti-Ro’
S5A and ant-La/SSE [11].

Diagnosie of pSS & besed on a combination of dinic-
al immunoibgical and hislopathological criteria [13, and
ream gins especialy dificul in the early stages of the dis-
efame, SNce many patents may not mest the clnical o
imrunolbgical diagnostc céteda and a minor salvary
gland biopey i nel always feasible o diagnostic. B ean
be parfcuarly tricky fo differentisle pS5 pafients with
negatve anti-Ao antibodies (seronegative patients) fom
pafienis with non-Siigren sicea syndrome o keralooon-
junclivilis sicca, which is more peevalent than pSS in
older afulls. Patients with siota syndrome presant with
sicca symploms jeye and mouh dyness) due to e
mal or salivary gland dysiunction atribuled b any case
olher han Shgren's syndrame, such &8 ageng, medica-
tions, viml infectons, iradiaion of uNKNOWN CAUSES.
Distincfion betwesn the two entlies & inpotant since
identifying Mose patients wih an autdmmune basis for
their sicca manfsstafions s he first step o deciding
wheher heapies deckd agingd he mrune syskem
could be beneficial and avoiding such Terapies and
their aendant risks in pationts with mon-auloimemuns
SO Syminome

Themdore, there & a need to identily new diagnostic
todis hal suppod pSS diagnosis, especially i sero-
negatve patents. In this sense, the study of lymphocytic
subpopultions by flow eylemelry ecould Be useful
Examinaton of periphersl blood monomuckar cells
(PBMCs) provides a snapshal of the stale of the irmune
calls frafficking betvwesn hynphoid and non-lmphod
ongans and sles of inflammaton. Quanfiative and quai-
1ative modiications of immune call subsets have bean
shown i addmmune diseases such as systemic pus
eyhemaosus, reumalod arfriis and pSS [13]
Patients with pSS have been reported i eohibil lower
abmohte ynphocyte counts fan healty indiidusls, pri-
iy due to a reduction of CO4' T calls submets [14-
17]. Regarding B cels, a profound imbalance batween
the different subses of B cels has been desoribed in
PSS, with a decrenss in the Fequencies and absolite
counts o memony B calls, and an increase in those of
nsive B cells [16, 18-23). Moreover, it has been pro-
posed That the ratios betvwesn immatre and matre B

calls could be wed for diagnosiic purposes in pSS [24-
26).

The aim of the present shdy was io ansyes the diag-
nestic peronrance o hnphocyle phanotype prdie to
differentate pSS kom sicca syndrame.

Methods
Study population
Patients with pS5 and sicca syndmme wene CONSSCL
tively recrubed, between April 2014 and Sepiember
2017, fiim A cohdat of patients followed up & he oul-
patient elinic of the Systemic Autoimmune Diseases Uinit
(vall d'Hebron Univesmily Hospital, Barcelona) Al
patients with pSS and none of the patients with sicca
syndrome met the 2002 Amercan-European Consensus
Group oriteria for pSS [27]. Heafly voluneers were
recruiied from fhe hospital Stafl in e Same pariod. The
Clinical Research Elhics Commities of Vall d'Hebron
University Hospital apgeoved His shdy and nformed
wrillen consent was oblained fom al subjects bedfore
shedy nchusion Excheion ciberia inchuded past or active
hymphoma and ongoing infecBion.

Chlinkcal and serological variables

Subjective xersinmia and xerophthaimia s well as dur-
ation of these symploms fom he onsel of dryness
syrploms were recomled as reporied by pafents
Objectve werostamia was evahaied by salivary gland
scinfgraphy & diagnosis in all cases. Safivary gland
scinBgraphy was repeated over fe neod Syears from
diagnosis i those patents with an initial HI stage
Objectve xerophihaimia was assessed by ophihaimo-
logical evaluation wih Schismess leel o Bresiup lime
and comeal staining (Rose Bengal scoe or SICCA
Oculsr Staining Score), o diagnosis and yearly of mone
frequently according to oculsr findings. For his study
e kst available evaluation was reconded. Minor salivary
gland Biogey was roeuinely parkemad in all palients with
negative anliFAo'SSA sntibodies except if the patient
denied permission. Disease aclivity in pS5 palients was
assessed using the EULAR Sjigren’s syndmme diseass
activity index (ESSDA) [28, the Clinical EULAR
Sjibgren’s Syndrame Disease Activly Inde (CEnESS DAY
[28] amd the EULAR Sjogrens Syndrome Patient
Repoded Index [ESSPRY [30]. ESSDAl at diagnasis and
al the shdy ndusion were recorded. Presen! o pasl
exira-giandutar manfestations (EGM) holiding ahriis,
vasculis, periphersl nervous system involvement, renal
dizease and inferstifal ung disesse were registensd
Trestment with hydmoxychlonogquine, ghucocarticoids, im-
muncesuppressive drugs of inravenous Immunagibbuline
{IVIGE) over the past Gmonths, sndior fndmab over e
past 12manthe was meorded.

Al patenis undewen! mulhe seologieal evausion
at shudy inclusion. Rheumated Bcior [AF) was deter-
mined by nephelamelry. Aninuckar aniibodies (ANA)
were detesmined by indimct immunofucmscencs Lsing
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Lymphooyte profile identifies Sjigren‘s Syndroma

NOVA Lite INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA).
Antibodies againat Rofl and La were determined using
CUANTA Rash INOVA Dignestes). Paents wilh pSS
were divided into sempositive and seronegative groupS
aceonding 1o thei ant-Ro stalus.

Flow cytometry analysks

Pedgheral blond sampies wes colicied with K3-EDTA ani-
ooaguiant a1 e time of shidy inchesion in Al palents
Irrrunoplenchypic analsis was perfamed wEng & stand-
ard stainylysis rocedure. Brielly, 100yl of whole Hood sam-
pi was stained for 15min & robm empeatine n e dark
with saturafing amounts of monocibnal anibodies in a 4-8-
oolair  pane  (Bupplmentay  Table 1, salahle At
Fheumatbygy aiine] The anfbody ciones, Suomchmmes
and their sousce am speclied in Supplementary Tahle 2,
avalable & Aharmanbgy onfine. Aesards, shythoots
Iysis was perfrmed with 1mil of Vesalyse Lising Sohuion
(Beckman Couler, Brea, CA, LEA) for 10 min. After S heis
sep cells were washed o phosphate-boflered  safine

sofwam was Kahrs [Becoran Coulled. Toll leukooytes
and hnphocyies were galed using a CO457/550 scalter-
gram. Main lmphocyte popuiBoms were defned accost-
ingly with The Human rmune Phenalyping Consarium [31].
Gafing stalegies are ilustmied in Fig. 1. Abschde counts of
hyrghacyie subsas wes cabulled using the pecentages
cHgined by Sow cfemery and Fe Bueoode count
obtsined fmm a heemosytametesr the sme day jnumber of
sl

Statistical ansyss

Categodcsl vasables ame epressed a8 counts (percent-
age). Confinuous variables are presented as the median
and inerquarle mnge excepl where offersiss sped-
fied. Categorical variables were compared using FRshers
exact fest. Comparisons of confinuous varishles were
pedormed using the Mann-Whitney U-test for compari-
sons balwest W groups and the Kuska Walls test
{with Sidak correction for muliple comparsms) for com-
pagson between three groups The 5% Cls of area
under the curve (ALUC) of receiver operaling characieris-
tic (ROC) curves were calculaled using e binomisl
exact method. Optimal cul-off points based on the ROC
curve were seected to exfmate sensifvity and specif-
cly. Sensifvity and specificity Cls were caloulated using
the Wilson method. All analymes wese two-tailed and P-
vakes <005 were considered stafistically significant.
Siafistical analyses were performed using Steta 151
(Stata Corp., College Staton, T, LISA).

Results
Patents

Sixty-sight patients with pSS, 26 pafienis with sicca syn-
drome and 23 healthy volunteers (controk) were enrolled

nlo e shady. The main charactedstics of patents with
PSS, sicca syndrome and healthy volunteers are detailed
in Table 1. Median age was similr in pSS and sicca
syndrome pafients (657 and 67 Syeam, respecvely,
P=04761). Healfyy volniees were younger (median
461 yeam, P < 000 ). Durslion of sicea syirplors was
simiar in p55 and sicca patenis (124 v 114years,
P=08880). A total of 3068 (44%) patents wilh pSS
presemted BGM of e disease (Tabke 1) n contrast
only one patent with sicea syndome presented EGM
{aritritie and culansous vasoilifs) fhat were treated with
corficoseroids. This patent had positve ANA and FAF at
low Lilms in only one cocasion, negative anti-cirulinaled
profein anlibodies and negative exiractable nudear ang-
gen antibodies (ENA) pandl in repsated ests, and did
it develop any dher EGM over 10 years of fallbw-up.
Anti FoB0 antibodies were present in TOUB% of pSS
patients and in nane of sicca patients. All sempositive
pSS pafients had anti-RoB0 snlibodies and 63.6% of
tham alse showed anfi-la antibodies. Mo patient had

solated ant-la anlibodies. Seroposiive pSS patients
were younger (5.1 vs B3 6yeas, P = 000F1), presened
higher ESSDAI scoms than seronegalive pabenis at
basslive fradian ESSDAI 2 (-4 ve 0 0-2), P=000E
and had higher IgG level (1457 vs 106 mg'dl,
P=(.0003). Characieristics of pSS pafents according to
presence of specific antibodies are defiled in
Supplementary Table 3, availsble al Rheumatology
online.

Minor salvary gland biopsy was performed in 4368
(632%) patenis with pS5 and was diagnostic in 39
(30.7%) of them according to the 2002 AECE orileria
(fecus score >1) [27] MSGE biopsy was slso perfonmed
in 18/26 (AD.0%) patients with sicca syndrome (nelding
all patients with EGM), and in any case showed hisio-
logical feshwres disgnostic of pSS. Eght patients with
sicta syndrome refused to undergo a salvary gland bi-
opsy, but none of them presented dinical sym ploms
oifer than generalred deiyness, nes imvrumelogical tea
tures mggestve o Sphgren’s syndrome negative o low
tite of AMA, negalve FF, negative ENA panel) during
e follow-up period.

Distribastion of lymphocyte subsets is distinetive in
patients with pSS

Detsiled dats of dis¥ibuion of peripheral ymphocyte
subsels in pSS, sicca syndrome and contras ane shown
n Table 2 and Supplamentary Table 4, available al
Rivewrma gy onfine

The absohbe count of Buthoyies was lower n
patients with pSS than in patienis with sicca syndrome
and confrols, athough no significant diffemnces were
reached (P=0.064 and P=0065 repecivaly
P=0UNT7 for comparison between the fee groups).
Similarly, the absohte count of lymphocyes was lower
in patients wih pSS than in sicea patients and controls
(P=0.068 and P =009, mapectively; F=0.022 for gio-
bl compason betwesan he three groups) alfhough e
proporion of mphocyles was similsr in he thee
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Fia. 1 Representative gating s¥ategy used in he identification of ymphacyte poputations
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A, B) Lymphocytes (LY) and monocytes are seiecied based on ther side scatier (SS) properties and CD45 expres-
sion. (C, D) Monccyte gate (MO) is refined with CD33, CD14 and CD16 epression pattern. (E) Classical monocytes
(C-MO), non-classical monocytes (NC-MO), infermediate monocytes (INT-MO). (F, G) B-lymphocytes (CD19%) (B-LY)
(F) are pictted on a gD vs CD27 pbt for subpopulations andlysis: SME (switched memory), NSME (non-switched
meamory), EX ([@xhausted) (G). (H-J) Plasmabilasts (PLB) are defined as B-lymphocytes with high expeession of CD27
and CD38, low 1o negative expression of CD20 and negative for gD and IgM. (K, L) T CD4* and T CD8" lymphocytes
am sdected in a CD4 vs CD8 piat gated peviously on CD3™ lymphocytes. (K, O) NK celis are sdected as lympho-
cytes CD3™, CDS6" and/er CD16™. (M, N) We defined T cell activation as the co-expression of HLA-DR and CDS8 on
T-CD4 and T-CD8 lymphocytes. (P-S) T CD4 and CD8 subsets are analysed on plots: NA (naive); CM (central mem-
ory), EM (effector memory); TEMRA (effector memory re-expressing CDASRA), TREG (T-reguistor).

groups. However, e relative counts of lymphocyte sub-
populations were different in patients with pSS, sicca
pasents and controls. So, the reduced absokte count of
lymphocytes in pasents with pSS was primariy due to a
reducton of the absohte number of CD4* T celis sub-
population (700 vs 953 celie/ul, P =0.008 canpared with

sicca patents and 700 ve 986 cells/y, P=0002 com-
pared wih contols).

Wih regard to T celis, patients with pSS showed a
significant reduced propation of maive CD4™ T cels
(P=0.007) and a signficant increase in the propartions
of effector memory CD4* T calls (P=0.003 and T heip-
er 1 cele (P=0.006) compared with controls, aithcugh
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Lymphooyte profile identifies Sjigren‘s Syndroma

Tame 1 Characteribcs of pSS patients, sicca s yndrome paents and conteols

pEs Sioca syndrame Heaa lthy voluntesrs

n L] 26 3
Farnala sax, n %) B5(95.6 28100 2 @5
g, rmeadian (IOF), pears® B5.7(47.8-72 .4 75562724 461 #1535
Smaking histary, n (%)

Hewer srmaioar 60(88.3 25@36.2) 17 (FA9

Curmnt srmoker 2§29) 188 5.0

Farrmer smaker 6q{a.8) o 1 §43)
Duratian of symptorms, median HOA), years™ 12482164 11.4@.417.3) Lo
Suljec fva xamsiomia, n (k) B4(84.1) 24@23) L]
Suljec fva xamphihalmia, o (k) &7 (9.5 24@23) L]
Patholagical salivary scinfigmphy, n (%) 68(100) 22(848) A

xarapiithalmia, o (%) &7 (98.5 19{Fad) Lo

Positive MSG biopsy, n (%) A9/43 (907 ana L0
An-RoBl, n (%) AB{70.6 i} A
Ant-Lla, n (%) 28(4.3 o A
AN () Ll =] 1350 Lo
Fheurmaiod Bctar, o (%) 28438 108 L0
gz, rmeadian PORAY, mgfdl 1318 {10511 823) 981 2201074 A
EZSDM at inclusion, meadian {I0R) 2{0-4.5 A A

Maodemta or high scare (>5), n (%) {133 A A
ESSDM at basaine, madan JOH G{&=11.15 Ay My

Maodamta or high scare (>5], n (%) A7 (681) LT L2
ClnESSDA ot inc husdon, mesdian (0R) af0-2 A A
ClinES:SDAl at basalina, meadian §0R) S5{A5-11) A A
Emﬂlnthd.ﬁm n-ﬁml.'.'ﬂ] B{&=7.T) Ay My
Ext ek n (%) A1) 108 L]

s 12{17.7 188

Cutanaous vasoulifs 703 188

PHS irvolvament 70y i}

Intarsftiallung disascs 6y{08) i}

Ranal irvalvarment 4({59) a0
Curmrt Trastrment, n (%9 19{27.9 Qo L]

Hydroxychiomquine {183 i}

Caofcosimmide 12{17. i}

Immunosuppmssivs drugs 4{59 li]

Aitundrmah 1{1.5) Qo

MG 1{1.5) i}

"ige was not difiemnt betwesn pSS and sicca syndrame (P =04761). "Duration of symptoms was not different betwean
p&ﬁﬂdtmmp-ml.w dose was Smg par day jrangs 2.5-125mg per day) of pmdnisone or

drugs ware mMathotmxats in fres patients and mycophendate n another patient. AlA:

miﬂd—'m'ﬂlﬂqmﬂ:m%umm desase actifly index; OInESSDAE Clinical BULAR Siagren’'s
Syndrome [isease Aciity inde; ESSPHA: EULAR Sagren’s Syndrame Pafent Reported index; lgG: immunogibbulin G;
MG intmvenoue mmanoglabulin, MSG: mingr saliry giand biopsy; Nic not appiicable; PNES: parphaml nanous sysiem

pE5: primary Shgren’s syndramea.

no signlicant diferences were mached when compared
wilh sieca patents Simibrly, Be proportion of nale
COB™ T cells was reduced in pSS patients compared
wilh contols |Pc0001) bt not W sicea patients
However, the poporlion of activaled CD4* and COET T
cells was significantly increased i pSS patients o
pamd with bol sieca patients (P =0.001) and healhy
cenfreis (P =0.001).

Regarding B cslls, ek proporbon was shightly but ned
sgnlicanty ncressed in palients with pSS eompared
with sioca patients (P = 0408 and contrds (P=0L264).
However, the distribution of B call subsets echibited a

profound irtsalnce in patents with pSS, wih a sgnif-
canl nermse of nafve B eels compared wilth bolh sieca
patients (F=0.012) and contmis (P =0.001), and a sig-
nificant decrense of meamony B el compamd with both
siea palenk (PcOQOM) and conrols P 0.00),
invehing bof nonswilched and switched memay B
cull submets. The ratio of nafve B celit i memory B cals
was Nigher in S5 han in scea patents and contols,
with sgnificant differences between the hree groups
(P DLODH).

In seropositive palies the sloementioned aleralions
in hmphoofle subses wee mos maked han n
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Tasmwe 2 Comparisonof pedpheral rmphocyie subsets inpSS, sioca symdoms and contrals

Laucacyte count S5104200-7045 6420 (5720-74X0) 6500(SE0-8090) Q064 0065 0998
Lymphacyte count 18801 210-2267) 2067 (1792-2488) 20AG({1663-258% Q068 0091 1000
Lymphacyte K° 2.7@E2-388) 311 @A0-048 2 DEET4-0EE 0 0008 0918 1000
T call=™ TAS@53-TAB) 743 A1-773 | MAFi0-AT) 0999 045  05;
Boald® A8)62-115 75 (S8-10.0 665508 0408 0264 09
NE cals® 123{@81-188) 158 {9.8-20.4) 12.5(7.2-1a8) 0432 0999  A7m
T call mbeats {CDIT)
CDE* T calls® £15004-200) 401 (803-521) SI5E48-571) 0185 <0001 Q1T
CDA™ T calle® MTMAT-34F) 250 Q05241 2 HS{TI-0AY 0846 0050 0385
Drubia postive Todl™ 080518 11 f15-25) 08{058-15 0534 0944 0837
Drubia negaiva T calls™ 21 {1.0-3.1) 18 {13-27) 171325 0887 0800 0999
CD4* T call subests
Meiva CD4 ¥ o alie” MAEIE-4FA) 992 @A55L0 2 HFFEAI-E50 0 0386 Q00T 0335
Ceriral mormory OO cells™ 20.4{217-304) 372042445 2 H7E66-40 0304 078 098
Effector mamay CD4 T oalle  223(129-403) 173 (125244  12.4{@1-147) 0126 0068 049
TEMAA CD4+ calle™ 141663 43 {1.4-8.0) 28245 088 056 093
Activatnd CD4* oalle™ 26(1.7-423 15 {1.0-2.1) 13(1.0-18 0001 <0001 084
Raguiniory T calls A.48.7-10.1) 75 |B3-81) B.0BE-101) 0.239 0998 Q509
T, cale= WIP4AE-304) 277 @EA1-318 2 29@12-0A7) 0460 Q006 025
T, 2 cale" S.4{909-540) 472 @7.0-569 2 S14§4A4-E08 2 0999 Q135 0006
T, 17 oalle= 101881249 107 @2-12.8 109§8.9-111) 0744 0900 0997
CDE*T cal subsets
Neive CDA+ c alie” 12.5{5.9-268 182 (11.1-27.0) 2M9@25-35 042 <0001 00
Cardral rarmory CDE* calle®  A2{47-125) a1 Ea-1. 7B{E6-142) 0999 QA7 0948
Effector mamary CDA T cale”  203(147-314) 262 (143329  22(120-008 09201 088 0672
TEMAA CDE* calls” MIpPE2-ga4) 41BRAGSTH 2 M5P42-4E 0999 0280 0985
Activaind COE" calls™ 68 {45129 43 @I-50) 37Ea5) <0001 00 098
B ol subssts (CD19)
M B calls TIABTI-843) 676 (EASTAT) 613549713 0 AmM2  a0e Q812
Mamary B cals" 143{01-227) 255166371 HA200-357) <0001 <0001 Q74
Nan-meched mamary B° 450267 118 @.3-158) 123@2163) <0001 <000 099
Swished marmary B A7 (51124 131 [7.5-168 1BAH0E-195 0006 <0001 038
Fata nelve/memary 5.3{3-4.4) 25 {1.4-48) 20(1638 <0001 <000 0719
Extenstad B oals* A6R.460 40 @3-43) 27(1833 0854 0094 Q7
P gt e 120627 09 {.7-18) 160828 0546 0484 Q112

Values am presanbed as madian ntequatis mnge). Vaues i bold indicate stafstical sgnificance. "Propodion of leuca-
cybes. of pmphocytes. “Proporfon of CDITCDST calls. Pmpafon of COITCOET esls. "Prpordon of
COATCONST cels. HV: hesftfy wdurisers; pSS: primary Sogren’s syndmme; TEMAAG: terminaly differentisied efector

mesmeady re-axpesssing COSSAMA

seromegalive palients, wilh signifanty lower hmpho-
eyl sbwolle count and a more profund rdaknos n
the nefve/memary B ralio owards nabe B colls. Detailed
dats on dislribudion of paripheral mploeye subsels in
seropaslive and seronegative pSS patients is shown in
Taile 1

Lymphocyte subpopulatons allow differentiating
batween pS5 and sicca syndrome

Diagnostic accumey of the different hnphocyes subps-
pulations to discrimina® betwesn pSS and siota syn-
drofme & suimmarnized it Table 4, which only showe
thege subsets or ralios thal exhibited an AUC =070,
Complete data are detailed in Supplementary Tabile 5,
available at Rhenmsiviogy onfie.
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Taswe 3 Distribadionof peripheral hyrphooyte subssts in pS5 subgroups

Soronegative (n=2) Seroposifive jn = 48

Lausacyte count 6655 (5 25-00495) 020 (4A0-8530) QO 1000 0974 G008 0007
Lymphacyte count 218 {1 763-2568) 1494 (1086-1908) QO3 0993 0997 OO 0006
Lyrnphacyte %" 30628 1-38.9) 291 (24,536 8 0308 1000 0999 O7& 0793
T calle® TA5(88.1-77.7) 754 B5.3-79.7) Q600 0985 034 099 080
Boald B5(56-13 A8 BA-12T) 042 0544 0888 0965 0180
WK cale™ 1a5{101-1a1) 112 F5-18.4 a31a 0834 09% 0419 0987
T call subsats{CDAT)
CD4 T oalle™ £ 4[38.8-507) S8 (30 440 0) 093 0519 Q0N 087 000
COA* T oalle® 7S A8-08 2 263 (A 7-33 4 Q604 088 0085 0aE 00
Doutie postive Toek™ 15 j0.5-255) 08 j0.4-12) a0z 0885 0805 019 00649
Diaubia nagatve T calls” 1.4 {1.0-28) 28 {1:2-41) Q134 0868 0833 084 0400
COd* T oall subeste
Haiva® 243 (20,3543 406 (20 54 3 afii 0006 <0001 00 0085
Cartral ramory™ 62 E7.0-445 271 (20,135 8 a0z 0889 Q818 O0F 0286
Effactar rramary” 20 0{15.2-80 2 219 {11.8-=3.0) Q317 0068 QOB 03 0um?
TEMARAS 46 {15-71) 14 {18-53) Q660 0808 0S54 2092 0898
Activaied CO4* Toalks 18 {1.8-44) 25 {1.8-40) 0567 0044 Q008 a0t <00m
Ragquintey T calle™ 7.2 jg.2-Aa) A6 B7-108 062 0898 0S5 005 0800
T, calke= W HELIAT) 310 {23.0-38.0) a0t 0023 <0001 0940 0062
T, 2 calke= 21074405 475 (22 1-61 5) a0s® 09 A0 0E7 0478
T, 7 celles ga@7ALm 102 71-12.4 095 0872 0935 07 0m2
COA+ T oall subssts
Halva® 173 {23-27.7) 176 {23-27 8 0l 0002 <0001 0EF 0004
Certral rrarmon® 20{E1A71) A9 51-16.0 0083 0499 084 QK2 0509
CHaclar marmany® 713128504 21.4 12.3-50 4 Q13 0852 0298 0618 0299
TEWAA 38522 563 4 404 (22 363 4 Q13 0348 Q0 07 0790
Activaind CDE* calls” aFE2A40) 56 [43-17.4 Q082 0142 0308 <0001 <00
B call subests (DA™
Haibve B calls 672 (50477 8 0.4 (72 6-85 0 Q004 0992 0608 <0001 <O0M
Meamary B cells® 20 0(15.0-29.5) 124 @773 Q003 0480 0104 <0001 OO
Her-swiched mamary” (R TEN 41{a2-58) Q003 0462 0624 <0001 <00M
St hed sy 116 {13-148 72 [a-110 Q016 0768 0074 0006 <O0M
Fafia nebva/memary 28 @1-52) A5 j43-48) ans  0E78 0161 <0001 <00m
Exhaestad B cals® 46 A-67) 43 P0-58) Q06 0126 Q0 09 077
Parii] ot 110 j0.7-18) 1 j0A-28) Q663 0860 0375 0S8 0684

Values am presented as madian {ntequarties mnge). Vaues i bold indicate stafistical sgnificance. "Proportion of leuco-
of kmphocytes. “Proporfon of CDI'CDS™ cells. Pmopafon of COSTCOE™ osls. “Proporfon of
Hiaad

oytes.
COOCONG" celie HV: hasly valurisers: PAMC: perph

mar cal; pBS: pdmary Sbgren’s syndnome;

TBARA terminally diferentizied effectar memory re-expeessing COMGAA

The best indhvitual pammeter 1o discriminae batween
PS5 palients and sicen palients was Be percenlage of
non-switdhed mamory B calis, which yielded a sensiviy
of 72% and a specilicity of 78.8% for a cutofl of
< 7.3% AUC o 0.795). The atio of naie B calls 1o nan-
switched memay B cels pementages (Bre/Bumy had
an AUG of 0783 for differentisting pS5 and sicca syn-
drome, with a sensitivity of T66% and a specificity of
T2% for & cul off of =0, However, e besi diagnostic
pedormance was shown by he rato of non-switched
memory B cells to activaled GO T cels (B
CDdacr) percentages, with an AUG of 0840 @5% CI:
0750, 0.915), a sensivily of B3.3% and a specifieity of
B1.7% using & an-off of <4.1. Patents with pS5 and

BrmaClMacr ratio <4.1 had lower counts of ympho-
cytes (median 1529 ve 1865, P=0.1387), higher values
of i3 (median 1636 we 1082 mgddl, P = L0034 and
higher pevalence of anti-Rof) antbodies @1.6% ve
455%, P=00209). The highes! sensitiity was shown
by the miic between the absohde counts of swilched
meamory B cells to actvated CODE™ T calls (Bea'CDBac),
which had a semsifvity of B7.5% and a specificly of
65% (AL 0.754) with a cut-off of <05 In contrast, the
highest specificily was shown by the ralio betwesn e
absthie counts of non-switched memosy B calls bo act-
valed CDB™ T calls (Buma'CDBact), which had a sensifiv-
ity of T8 and aspecifely of B8.3% with a cul-off of
<7 (ALC 0803)
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Tazmwe 4 Diagnostic acoracy of hmphocyle subsets to discriminale pS5 from siota symdnom e

ALME (855 ) Sensitivity (95% C1) Specifi city [@5% C
=23 0741 0B, B28) 583 (857,809 7.5 800, 85.7)
L= =38 Q777 {BT0, QA5 BAT [TEA 8A1) 867 (467, B0
Bhama =22 0755 {0850, 0U838) T20 (52 4,857 TAANEIS, 87
Bryzaa =73 L7865 (0659, 0ATE) 720 {524,857 766649, 855
Mbaciiie cournts joallsfl
CDe <778 0705 0588, 0.732) TS {579, 89.0) 603 A4, 71T
Gl <312 0.719 0618, 0.811) 769 (57.9,89.0) &7.2(550,77.4
Brama =22 0724 0614, 0B09) 800 (60.8,91.1) B41(518,747
Bryzsa <8 OLTT2 (0874, BET) 840 B5.2, 808 GL0 {568, TR
Rafos of rdative counts"
BB =34 0.742 (0638, 0.829) 703 (38.2,80.1) 72.00524,857
By /B rmaa >80 0783 0687, LBBE) TEE (B4, 85 T20(524,857
Brama O <104 0812 0709, Q88T 792 {595,908 TEOME2E, B840
[P e TR <41 L8480 (0750, DuE1S) BA3 641,80 B1.7 (701, 804
By CDa oy 5.1 Q762 0657, 0.848) 75.0 (35.1, 84.0) 86.7(541,77.3)
By T D o <145 0742 B3, B28) 7H2 (595,908 683 (558, 7T
Brama O =77 0783 0883, 0868) BA7 (887, 82.00 BAA[TTE, 840
[T - . =18 Q819 0723, 0B08) 742 (5.5, 908 T6.7 (B4E, B5 6
By /CDE, <41 0749 0844, 1LA3E) 583 (388, 755 BE.7 (758, 93.1)
By o ACDE o o GOl <109 0747 (0644, 0838) 750 (551, 88.0) T6.7 (646, 856
Bl AT, - 4 OO, ) <43 Q808 0709, QBET) 708 (508, 85.1) HIA{720,907
By O, o 4 D) <14 QA28 §0.738, 0.908) FEO {551, BA0 70, 884
By MCD, - + CD8, ) =13 0782 0857, 18S8) TE0 {551, BA.0) B6.7 {541,773
Rafos of abeolute counts
[T - =34 0742 0638, 0829) 703 (582, 80.1) T20(E2 4,857
[T - -, =810 0789 {1LBE7, BBE) TEE B4, 855 T2OE24, 85T
Epama oMo =21 0784 {0883, QAGE) 708 {508, 85.1) TAAE1.0, 82 9
Braysaad TN <08 0815 0709, 0BET) 750 (551, 88.0) B50(7a8,91.9
Baps/ Dy =08 0733 0631, LB28) B33 (841,94 1.7 {490,729
Brama oD <210 0779 {LBT70, QBS5E) 08 (50, 85.1) 70, 884
By OO o <07 0803 0896, LATT) 708 {508, 85.1) BAA(TTA, 842
Bans CD8a o <05 0754 j0B44, 0LB:38) 7.5 800,947 B5.0(524, 758
Brama AT Doy 4 O =08 0.799 0608, 0ATT) FE0 (551, BA0) THAE64, BED)
Byl O 4 CD ) <03 LB (078, 08) BAS 841,045 T6.7 (B4E, B5 6
B IC Doy + CD8acT) <03 0781 0857, 1AS8) B33 (641,903 B5.0(52.4, 758

Values in bad indicates the bast values in sach subcaisgory. “Relafve count of acivated T calls = cilcuinied 2= the pro-
parfon of COIMCOE™ cals o COOCDE™ osls reative courts of B coll subsets are cilounied &= e popofon of
CDACONS oalls. AUC: anea under fo curve; ODE: CD4™ T oals; ODdya: naive CDET T calls; Chdan acfvated T CDST
mh%ﬂmhﬁdTthhrﬂﬂEthwmmEnt Blegmay : morrewitched memory B calls;
By : switched memory B calls; pSS: pdmary Siigren’s syndmmea.

We also evaliated the accuracy of lymphacyle profile
to diserinimte blveen sernegalive S5 and sieca
syndrome. Data are summarized in Table 5, which only
shows those fams hal exhibied an AUC 070 jeom-
plde dats are available in Suplementary Table &, aval-
abie al Rheumatology oning. The @lio of Bu/C0d .
pecentages exhibled a sensifivity of T5% and a specif-
ely of B6.7% jcul-off <4.4) with an AUC of 0.742. The
highes! sensifivily was exhibited by the percentage of
ngive CDB T cels, whith had a sersithity of 92.3%
and a specificly of T22% jcut-off <B.7) with an AUC of
0B0B. In conras), the highest specificity was shown by
the sbadule count of nafve CO4T T calls, which had a
sensifvity of T6.0% and a specificty of BE9% with a
cul-off of <312 and yisided the best ALC ([0B21).

Treatment oid not influence the alterations of
ymphocyte profils in pS8

To evabate the possble ifheno: of mmunomedulioy
o ImruiosuEEressive beaments on e distrbution of
hmphocyte subpopuldions, we analysed the hnpho-
eyle profle in palienls wilh peimary Sigren's sndiome
amording 1o her reatmend sl al the sludy enty
{Supplamentary Table 7, availsble at Rheumakiogy o
el W found {hal patenis whe were under lreatment
{="13) had a nen-sgnificant higher Bucocyle absohle
cound §P=0.055 than patents nol meshving reatment
(=23), a8 well as a significanty higher lymphocyte ab-
sgute count (P=0.028). This horease of yrphocyle
cou was manky due o a sghifican Mermss n e
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Tazmwe 5 Diagnostic acoracy of mphocyle subsets to discriminale ssronegalive pS5 fom s iccasyndnome

ARG (B85 O1)

Sensitivity [86% C1)

Specifi dity B5% CI)

Gl =321 0780 j1E22, 1BAS) B46 (BE.5, 005 T22{491,07 5
G, A7 LB (08T, ubil) S35 (758, 8745 T22{491,87 5
GO =16 0724 0551, QUAS0) B0 (548, 93.0) 54.2351,72.1)
bt counts, oallsul
Gl <2 821 (u8TI, B18) 789 {579, 89.0 BAO BT, 8.0
L= PPy <62 0788 0847, 0.902) TS {579, 89.0) B33 60A, 942
CD8 =23 0.756 §0.579, 0870) 800 (34.8,93.0) 70.8(508,85.1)
Rafos of relative counis"
By aCD oy <331 0739 §0.579, 0870 FE0 {551, 880 BT 17, 84,
Brama oMo <183 0725 0551, QUAS0) 542 351, 72.1) 800548, 33.0)
By s T DM <44 0742 (0579, 0AT0) 75.0 (35.1, 84.0) BE.7 (1.7, 848,
By SO <27 0714 0551, BS50) 708 (508, 85.1) BE.7 (1.7, 848
By aAC Doy 4 OOz <47 0711 §0.551, 0850 792 {595,908 FAA{480,89.1)
Bt AC DM acr + CDEacr) <50 0725 0551, QUAS0) 8205 ({27, 7TAH 800548, 33.0)
Byl O + CD¥ s <22 0.733 §0.579, 0870) G625 (2.7, 74.8 80.0(548, 23.0)
Rafos of abwolute counts
Brama O <24 0,706 §0.551, 0850 BA7 (887, 02.00 FAA{480,89.1)
[ -, TN i) 0O.736 §0.579, QAT FEO {551, BA0 TAA (480, 891)
By T, <14 0711 0551, QASD) TE0 {551, BA.0) B6.7 [{41.7, 845
[ e <7 0744 §0.579, QA7) 708 (508, 85.1) 800548, 33.0)
Bl AT, - 4 OO, ) <07 0.7 47 0579, 0870 B33 (841,94 BE.7 (417, 848,
By O, o 4 D) <2 G.TS6 (0,578, QBT ST (M2 81T Bl0EAT, 803
By MCD, - + CD8, ) <5 0717 0551, QAS0) BET [46.7, 82.0) 800548, 33.0)

Values in bad hdcais the best valies. "Aeiativs count of activaled T calls is caloulisd &= the proporfion of COO TGOS
oals or COTCDE™ oslls; relafive counts of B osll subssts are calouinied as e proparfon of COA™CDMAE™ cells. AUG: anea
under #ia curea: COd: CDE™ T call: ODd,.: ake CDET T oals: CDdaor: acfvated T OO cals: OD6r: acivated T
CDA* oalls; By,: nalve B cals; By, mamory B calls; By, non-swilchad memay B oals; B, switdhed memay B

oals; pES: pdmary Sigren’s syndmmea.

absokde courds of CD4* T calls (904 ve 654, P=0003),
although CD4™ T eell proportion &id nol differ balween
both geups o patients |P=0277). We &d mol find
olher relkant staistically sgnifeant dlrences n he
dislrbution of hrphoole  subssels belwesn  bolh
groups.

Furthermoes, we repeated the compars o between pri-
frary Sigren's smdrome, St sydiome and haalhy
voluesrs aller exchding bom he Sogren's group
pabents who were recel ing treatment at study entry, and
the resuls were very similar | Suppilementary Tabiles B and
9, availdble & Rheunatobgy oniing. The most relevant
difference was thal ner-lreated pSS palients prasaled a
sgnlicant kwer sbsolle counl of kucocyles han sica
pagents |P=0.010 and contols |F=0.011), 2 well as a
sgnlicant recuced abeokte cound of hmphosyles
P=00F and P=00H7, respectively). We did not find
elher slalmlicaly sgnifican dfemnoes bebwesn the lree
groups when we onl ncluded Sogen’s patients who
were el recdiving trentnent sl the sludy inchusion.

Discussion

In e pesant study we observed profound disturbances
M e distiuton  of  dredaing  hmphoeyls

subpopulstione in pSS patients compassd with sioca
patients and heallhy confrols that involved different Sul-
mels of COM™ T colls and B colls. Thess aflerafions were
usetul 1o differentisle pSS pafients fram sicea syndnome
patients.

Inlerestingly, patients wih pSS had lower absolue
counts o Bucocyles and lrphooyes Man  sioca
palents and condrol, alhaugh the propation of k-
phocyles was similer in all goups. As expecied, we
found important imbalances betwesn the diffesnt sub-
populslions of circusting lymphocytes in palients with
PS5 Thus, patients with pSS showed a mduced abso-
Wil furber of T herphocyles hal was manky dus 16 a
dedrease of CO4T T cels and a diminished CD4/C0D8
rafo. Samilsr findings have been previbusly reporied in
patients with pSS [14-17, 32-35] and had been relsted
to an enhanced apopiosis of ciculiting CD4™ T cels
|32, 35, 36], as wall a% b an nceased migration of ci-
culating CD4™ T calis to exocrine glands [16]. Howewver,
in owr shedy we found that the decrease of CDA+Y T
calls in patients with pS5 was primariy due 1o a educ-
tion of ndive and central memory GO subsels. In
conlrasl to data previeasly repoeried 18], we found that
the proporion of effector memory CD4™ T cells was
significanty higher in PSS palients, which may reflect
an increased fFaflicking o inflammation sbes in
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PSS [22, 37]. Regarding e polarized T heiper lympho-
cyle subsets, we found a sight incease of the Tyl
subsel i pSS patients, reecling a predominant T,,1
response in pSS pathogenssis [10, 38, 38). In contrast
to previous studies [40, 41], we did not find diflerences
in the propodion of T,17 cdlls betwesn pSS, sicca
patenis and controk. This it pobably due 1o fe wEe
of dieren! expadmantal appeachas in he idenlifeaion
of Tyl7 cells. Finally, mgarding the T cell submsls we
found a mmarkable increase of activaled CDJSY and
COEY T cels in pSS paBenis, as descrbed by
Minguensau of & [16]. Our findings suggest an en-
hancament of he diferentintion of nale T cells with a
sustained activation in pSS as previously proposed by
Goules: et &, | 10].

Of node, the man disturbonces hal we obsesed in
chreulting lymphocytes from patients with pSS voled
B ooll subpopuiaions. Accordingly to e Rersture, we
found an inreased propotion of ndve B cells and a
reduced proporfion of memay B cells, invohing both
non-switched and switched subssts of mamay B cells
14, 16, 18-20, 27] Moreower, The absslide mumber of
nsive B cells did not differ betwesn groups, suggesting
that the reduction in the mamory B cell sbset s due o
an actual mduction in the number of ciculating memony
B calls, whils the increass in nadive B call menaly mflacts
the decrease in mamony B cell count, as suggested by
Fioberts ef al [18. The decrease of memory B cells in
PSS has been proposed 1o be due 1o an incmased mi-
gration of these ceils to the infamed saiivary glands
2], or 1o an abnormal differentistion o B cells inio
plasma cels and e shedding of CD27 from the surtace
of memory B cells [43].

Given thess imbalarees in credaling B hymphoeyte
subsets, some authors have explored the accuracy of
the blood B call subsets profie for diagnostic puposes
[24-26. In owr shudy we explomd fhe potential ulilly of
the compite lynphocyle profile 1o discéminate batween
[SS and sicea syndeare palients. Reakd b B ealls,
we found that e best diagnostic parameter for dfferen-
tisting Me two dEsases was the ralio betwesn the per-
cendagpe of naive B calls and non-switched memory B
celis, which showed a shighlly poosr diagnosc acour-
asy Wan Te anabgous  rafie (Bl By
{eBmS + BmS) previously described [24, 25] However,
the ratio of Bygg,/C0M . percentages not only exhibited
befler diagnoslic acauraty for pSS diagnosis than the
rafios batween B cell subpopulations, but also alivwed
us o discriminate betwesn seronegative pSS and sicca
Eyndrome. Dur resulls suggest hat ymphooyte profiling
by flow cylometry could be of diagnossc wlity in
patents with suspecied pSS in whom anf-Ro and ant-
La anfihodies am negative, and a minoe salvary gland
biopsy s non-diagnostc o not Teasible. The usefulness
of T and B cele subpopulations miins was suggested by
Minguenseau & al. [16], but 1o cur knowledge, this is the

fimt shuly that exiensively analyses the dagnostc ac-
cumcy of T/B ymphocyte rafios for differentiating be-
tween pSS and sicea syndname.

The pmsent sludy has some Emlafons Firsl fe
nurriber of paents ncluded s small and o esuls
should be validsted in other cohofs thal nchdls a
higher numiber of subjects. However, owr cohod com-
prised a well-defined goup of pSS patenis with a
long prospecive followup, and a group of patients
wilh bng-standing sicca syndrome  prospeclively
fobowed-up, who did not fulfiled the pSS dassification
crileria over fime, ruling cut the possihilly that fese
patients had a pSS in the early stge of he diseass
Second, the hcheion of pafiens under Immunomodu-
lakry of IMmMunosuppressive freatments could have
influenced the blood hmphooye profile. However, our
resulls sappest that alhough active teatment can -
crease he absohte number of circuldling lmphocyies,
i doss ned sgnifeanlly giesd he migive Wmphoeyle
coants since the lymphocyle prdliling was similar in
medicated and not medicaled pSS patients. For this
reasan, we dedided 1o nclede treated patens o our
study in order to avoid the polential bias of excluding
madicaled patients, who are those with the most s
vere disease Finally, most palients with pSS had a
long-standing disease and PBMC distribution could be
difleren! in enrly and advanced shges of e disease,
as recently described h systemic lupus erythemaios
(23]

The main stenghs of o shdy are e wme of a
standardized and intemnationally accepted Bow cylame-
try immuncphenotyping [31], allowing a refisble and re-
producihls denfificaton of the different Ymphooyle
submels, and the long prospectve follow-up of all
patient with pSS and sibca syndrome in a universily
hospital with expertise in pSS, which allows a clear
differentaion between the two groups of patients.
In sumimary, patients with pSS showed a profound im-
balance in the distribution of crculating T and B-lympho-
cyles subses, chameclerized by a decresse in CDE*T T
calls and mamay B calls, and an increase in acdivaled T
calls and ndve B calls. Moreover, e mlio o pemen
tages of mon-swiched memesy B calls 1o aclvaled
CDM™ T cells eshibiled a good accuracy o discriminate
belwesn pSS and sicca syndrome, even i he case of
seronegalive pSS patents. We beliave hal our fndings
support the potental wetulness o ymphocyte profling
in he dagnosie o pSS, especially in doubihul cases that
do nol meel e currend citeda for dassificalion of pSS
byl may have the disease and bensfit fram eady
{renirment.

Fundihg: This work was suppored by a grant from he
Institute de Salud Casos Il (SCH) and the Federacidn
Espaiola de Enfermedates Faras (FEDER), [FIS PR3/
O],
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Dizcbeaiire shismeant: The authos have no conficls of
inferest to deciare,

Data avallability statement
The mw dats that suppon the findings of this study are

Supplementary data

tary dants are avalable at Rheumadoiogy online.
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4.2. Articulo 2

Serum CXCL13, BAFF, IL-21 and IL-22 levels are related to disease
activity and lymphocyte profile in primary Sjogren’s Syndrome.

Loureiro-Amigo J, Franco-Jarava C, Perurena-Prieto J, Palacio C,
Martinez-Valle F, Solans-Laqué R.
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ABSTRACT

Objective. 7o investigate the utility of
serum BAFF, IL-17, IL-18, IL-21, IL-
22, CXCLI3, TNF-R2? and PD-L2 as
biomarkers of disease activity in pri-
mary Sjogren’s syndrome (pSS), their
relationship with lymphocyte subpopu-
lations and their accuracy to discrimi-
nate pSS from Sicca syndrome.
Methods. We conducied an observa-
tional study on 66 pSS patients and 48
controls (25 with Sicca syndrome and
23 healthy volunteers). Serum levels of
BAFF, IL-17 A/F, IL-18, IL-21, IL-22,
CXCLI3, TNF-R2 and PD-L2 were
measured using a multiplex immunoas-
say. Lymphocyte subpopulations were
analysed by flow cytometry. Disease
activity of pSS was assessed with ES-
SDAI at study inclusion.

Results. Patients with pSS presented
higher serum CXCLI3 (364.7 vs. 205.2
pg/mL), IL-21 (43.2 vs. O pg/ml) and
BAFF (1646 vs. 1369 pg/ml), and
lower PD-L2 levels (1950.8 vs. 27923
pg/mlL) than controls. ESSDAI was as-
sociated with BAFF, IL-18 and IL-22.
Patients with ESSDAI >0 exhibited
higher CXCL13,IL-21,IL-22 and TNF-
R2 concentrations. IL-21 levels corre-
lated with lower memory B-cell and
higher naive B-cell percentages and
IL-22 levels correlated with increased
circulating activated CD4*  T-cells.
The combination of serum CXCLI3,
BAFF and PDL2 levels using the for-
mula [In(CXCLI13)+In(BAFF)]/In(PD-
L2) exhibit an AUC of 0.854 (95% CI:
0.750-0.919) to discriminate between
pSS and Sicca syndrome (sensitivity
77.2% and specificity 86.4% using a
cut-off of 1.7).

Conclusion. CXCL13, BAFF, IL-21,
and IL-22 are potential biomarkers of
PSS activity and IL-21 and IL-22 are
associated with disturbances of lym-

phocyte subpopulations in pSS. The
combination of serum CXCL13, BAFF,
and PD-L2 levels allows discrimina-
tion between pSS and Sicca syndrome.

Introduction

Primary Sjbgren’s syndrome (pSS) is
a systemic autoimmune disease that
mainly affects middle-aged women,
with a frequency in general population
ranging from 0.01 to 0.72% (1, 2). The
disease is a prototypical autoimmune
disorder characterised by lymphocytic
infiltration of salivary and lachrymal
glands leading to xerostomia and kera-
toconjuntivitis sicca (1). Most patients
present with oral and/or ocular dryness,
although a wide number of systemic or
extraglandular manifestations (EGM)
may appear and may be the first clinical
manifestation of the disease (3). Poten-
tially, any organ can be involved, with
some severe EGM leading to organ
impairment and/or early death (3). Ad-
ditionally, pSS patients are at increased
risk of developing B-cell non-Hodg-
kin's lymphomas (4, 5), and it has been
suggested that such lymphomas arise
from autoreactive B cells (6). Patho-
physiology of pSS is not yet fully un-
derstood. The disease typically targets
the exocrine glands that are infiltrated
by B and T lymphocytes, with periepi-
thelial infiltrates and focal sialadenitis
leading to destruction of the epithelial
structures, tissue fibrosis and glandular
dysfunction (7). Although polyclonal
B cells activation, with hypergam-
maglobulinemia and a wide variety of
circulating autoantibodies, is the most
distinctive laboratory finding in pSS, T
cells also play a role in pSS pathogen-
esis (8,9).

Identification of biomarkers that allow
the recognition of patients who are at
risk of developing severe disease mani-
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festations or lymphoma remains an un-
met need in pSS (10). These patients
could benefit from a closer monitoring
and earlier use of intensive therapies.
Furthermore, identification of biomark-
ers could be useful to help elucidate the
complex pathogenesis of pSS.

Classically, 3-2-microglobulin (2MG)
has been used as a surrogate biomarker
of B cell hyperactivity in pSS due to
its wide availability in most clinical
laboratories (11-13). However, over
the last decade, measurement of serum
cytokines and chemokines has become
more affordable, and several serum cy-
tokines have been investigated in pSS,
especially those related to B cells. In-
deed. B-cell activating factor (BAFF),
a cytokine of the tumour necrosis factor
family (TNF) (14), has been identified
as a biomarker that correlates with the
European League Against Rheumatism
(EULAR) Sjogren’s Syndrome Disease
Activity Index (ESSDAI) score, which
is the most commonly used primary
outcome measure in pSS clinical trials
(15, 16). BAFF has a crucial role in B
cell maturation, plasma cell survival,
antibody response promotion and im-
munoglobulin-class switch (17). Serum
levels of f2MG and BAFF have both
been associated with disease activity
and lymphoma development in patients
with pSS (15, 18, 19). Likewise, Inter-
leukin (IL) 21 levels have also been
found increased in pSS patients, but its
utility as a biomarker has not yet been
established (20, 21). Other cytokines
such as IL-4,IL-6,1L-12,1L-17,IL-18,
IL-22, interferon gamma (IFNYy) and
TNF alpha (TNF-a) have also been as-
sessed in pSS (22, 23). Recently, Nishi-
kawa et al. have identified five proteins
(CXCL13, TNF-R2, CD48, BAFF and
PD-L.2) that correlated with the ES-
SDALI score (24). Furthermore, a link
between CXCL13, disease activity, and
lymphoma development, has been pro-
posed by Nocturne et al. (25).

The aim of the present study was to in-
vestigate the accuracy of serum BAFF,
IL-17, IL-18, IL-21, IL-22, CXCL13,
TNF-R2, and PD-L2 levels, as poten-
tial biomarkers of disease activity in
PSS, as well as their utility to discrimi-
nate pSS patients from patients with
non-Sjogren Sicca syndrome.

S-132

Methods

Design and study population

A cross-sectional study was performed
between April 2014 and September
2017. Patients with pSS were consecu-
tively recruited from the outpatient’s
clinic of the Systemic Autoimmune
Diseases Unit of Vall d'Hebron Uni-
versity Hospital (Barcelona, Spain).
Control group was composed of pa-
tients with non-Sjogren Sicca syn-
drome (n=25) from the same clinic,
and healthy volunteers (HV) (n=23)
recruited from the hospital staff in the
same period. All patients with pSS
and none of the patients with Sicca
syndrome met the 2002 American-
European Consensus Group criteria for
PSS (26). Exclusion criteria included
past or active lymphoma and ongo-
ing infection. Clinical Research Eth-
ics Committee of Vall d’'Hebron Uni-
versity Hospital approved this study
(PR(AG)35/2014) and informed writ-
ten consent was obtained from all sub-
jects before study inclusion.

Clinical and serological assessment
We collected clinical data including
duration of the disease, subjective xe-
rostomia and xeropthalmia, objective
xerostomia and xeropthalmia, and pres-
ence of EGM such as arthritis, cutane-
ous vasculitis, peripheral nervous sys-
tem (PNS) involvement, renal disease,
and interstitial lung disease (ILD),
according to the ESSDAI definitions
(27). Objective xerophthalmia was as-
sessed by ophthalmological evaluation
with Schirmer’s test, Tear Breakup time
and corneal staining (SICCA Ocular
Staining Score), at diagnosis and sub-
sequently according to ocular findings.
The last available routine evaluation
was recorded. Objective xXerostomia
was evaluated by salivary gland scintig-
raphy at diagnosis in all cases. Salivary
gland scintigraphy was repeated over
the next 5 years from diagnosis in those
patients with an initial I-II stage. Minor
salivary gland (MSG) biopsy was rou-
tinely performed at diagnosis in all pa-
tients who gave informed consent.
Biological variables including pres-
ence of hypergammaglobulinemia, an-
ti-Ro and anti-La antibodies, anti-nu-
clear antibodies (ANA) or rheumatoid

factor (RF), erythrocyte sedimentation
rate (ESR), immunoglobulin G (IgG)
levels, C3 and C4 levels, cryoglobu-
lins, and serum $2MG were assessed
at study entry. Treatment with hy-
droxychloroquine, steroids, immuno-
suppressive drugs, or intravenous im-
munoglobulins (IVIG) over the last 6
months, and/or rituximab over the last
12 months was also recorded. Disease
activity in pSS patients was routinely
assessed using the ESSDALI score, and
both baseline ESSDAI (at diagnosis)
and at study inclusion were collected
(27). ESSPRI was also collected in pa-
tients with pSS(28).

Serum cytokines

Serum samples were obtained from
all subjects and stored at -80°C until
analysis.

IL-17 A/F, IL-18, IL-21, IL-22,
CXCL13 (C-X-C motif chemokine 13),
TNF-R2 (TNF receptor 2) and PD-L2
(Programmed Death Receptor 1 Ligand
2) were determined using a personalized
ProcartaPlex Multiplex Immunoassay
(ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA) following the manufactur-
er’s instructions Briefly, after thawing
and spinning serum samples, 25 pl of
serum was incubated with shaking and
at room temperature with the following
materials and times: antibody beads for
2 hours, detection antibody for 30 min-
utes and Streptavidin—Phycoerythrin
for 30 minutes. Data were acquired on
a Luminex™ MAGPIX™ Instrument
System (DiaSorin, Saluggia, Italy) and
analysed with ProcartaPlex Analyst 1.0
software (Affymetrix, Thermofisher,
ThermoFisher ~ Scientific, Waltham,
MA, USA).

BAFF concentrations were measured
by ELISA using the commercially
available Quantikine kit (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN, USA), follow-
ing manufacturer’s instructions.

All cytokines are expressed in pg/mL.
Lower limits of quantitation for each
cytokine are shown in Supplementary
Table S1.

Lymphocyte subpopulations

Peripheral blood samples were collected
with K3-EDTA anticoagulant at the time
of study inclusion in all patients. Immu-

Clinical and Experimental Rheumatology 2021

68



CXCL13, BAFF, IL-

Table I. Characteristics of patients and controls.
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Sj6gren’s syndrome Sicca syndrome Healthy volunteers p-value
n=66 n=25 n=23

Age (vears) 64.3 [48.1-70.7] 674 [63.6-720] 46.1 [41.1-53.5] 0.0001
Female sex 63 (95.5%) 25 (100%) 22 (95.7%) 0.6437
Duration of symptoms (years) 120 [8.1-16.4] 10.3 [8.4-154) 0.9362
Subjective Xerostomia 62 (939%) 24 (96.0%) 1.000
Subjective xerophthalmia 65 (98.5%) 22 (88.0%) 0.0615
Pathologic salivary scintigraphy 66 (100.0%) 22 (88.0%) 0.0189
Objective xerophthalmia 65 (98.5%) 19 (76%) 0.0015
Positive MSG biopsy 37/41 (90.2%) 019
Anti-Ro60 46 (69.7%) 0
Anti-La 28 (444%) (1]
Anti-nuclear antibodies 66 (100%) 12 (48%) <0.0001
Rheumatoid factor 42 (63.6%) 2 (8%) <0.0001
Immunoglobulin G (mg/dL) 1317.5 [1046-1827] 974 [928-1129] 0.0004
ESR (mm/h) 32 [17-46] 21 [10-33] 0.1322
ESSDALI at baseline 10 [8-28]
ESSDAI at inclusion 2 [0-4]
Moderate or high score (=5) 9 (13.6%)
ESSDAI biological domain 1 [0-1]
ESSPRI at inclusion 6 [4.00-7.7]
Extraglandular manifestations? 29 (439%) (4%) <0.0001

Arthritis 11 (16.7%) (4%)

Cutaneous vasculitis 7 (10.6%) (4%)

PNS mvolvement 7 (10.6%)

Interstitial lung disease 6 (9.1%)

Renal involvement 4 (6.1%)
Active treatment 19 (288%) 00103

Hydroxychloroquine
Corticosteroids
Immunosuppressive drugs
Rituximab

IG

11 (16.7%)

OO~ O~ OO0 = =
i~
=

12 (18.8%) (4%)
4 (6.1%)*
1 (1.5%)
1 (15%)

ESSDAI: EULAR Sjogren’s syndrome disease activity index; ESSPRI: EULAR Sjégren’s Syndrome Patient Reported Index; ESR: erythrocyte sedimenta-
tion rate; IGIV: intravenous immunoglobulin: MSG: minor salivary gland; PNS: peripheral nervous system.

Values are expressed as n (%) or as the median and interquartile range [IQR].

ISeveral patients had more than one extraglandular manifestation at inclusion.
*Immunosuppressive drugs were methotrexate in 3 patients and mycophenolate in another patient.

nophenotypic analysis was performed
using a standard stain/lysis procedure.
Briefly, 100 pL of whole blood sam-
ple was stained for 15 minutes at room
temperature in the dark with saturating
amounts of monoclonal antibodies in
a 4—8-colour panel (Suppl. Table S2).
The antibody clones, fluorochromes and
their source are specified in Supplemen-
tary Table S3. Afterwards, erythrocyte
lysis was performed with 1 mL of Versa-
Lyse Lising Solution (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA) for 10 minutes. After
lysis step, cells were washed in phos-
phate buffered saline. Acquisition of
flow data was performed immediately
in a Navios flow-cytometer (Beckman-
Coulter, Brea, CA, USA) and analysis
software was Kaluza (Beckman-Coul-
ter, Brea, CA, USA). Total leukocytes
and lymphocytes were gated using a
CD45%/SSC scattergram. Main lympho-
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cyte populations were defined accord-
ingly with the Human Immune Pheno-
typing Consortium (29). Gating strate-
gies are illustrated in Supplementary
Figure S1. Absolute counts of lympho-
cyte subsets were calculated using the
percentages obtained by flow cytometry
and the leucocyte count obtained from a
haemocytometer the same day (number
of cells/pL).

Statistical analysis

Categorical variables are expressed as
number and percentage, whereas con-
tinuous variables are expressed as the
median and interquartile range [IQR],
unless otherwise specified. Fisher’s
exact test, Mann-Whitney U-test and
Kruskall-Wallis test were used as ap-
propriate to compare groups. All
analyses were two-tailed. Pearson cor-
relation coefficient was used to assess

correlations. The relationship between
ESSDAI and serum cytokines was
evaluated using Poisson regression and
Pearson correlation.

The diagnostic accuracy of serum cy-
tokines that were significantly differ-
ent in pSS, as well as their ratios was
evaluated using the area under the
curve (AUC) of receiver operating
characteristic (ROC) curves. The 95%
confidence intervals (CI) of AUC were
calculated with binomial exact method.
Sensitivity and specificity 95% CI were
calculated with Wilson method. When
using combinations of cytokines, we
applied logarithmic transformations to
allow the sum of cytokines with differ-
ent order of magnitude.

In all analyses, p-values <0.05 were
considered statistically  significant.
Graphics and statistical analyses were
performed using GraphPad Prism 8.2.1
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Fig. 1. Concentrations of serum cytokines in patients with primary Sjégren’s syndrome and controls.
Concentrations of serum cytokines in patients with primary Sjogren’s syndrome (pSS) (n=66). controls (25 Sicca syndrome and 23 healthy controls),
seropositive pSS patients (Ro+) (n=46) and seronegative pSS patients (Ro-) (n=20) are shown in each scatter plot, with median and interquartile range.

All concentrations are shown in pg/mL

BAFF: B-cell acuvatng factor; CXCL13: C-X-C mouf chemokine 13; [L-17 A/F: Interleukin 17 A/F heterodimer; IL-18: Interleukin 18; IL-21: Interleukin
21; IL-22: Interleukin 22; PD-L2: programmed death 1-ligand 2; TNF-RII: tumour necrosis factor receptor 2.

(GraphPad Software, San Diego., CA,
USA) and Stata 15.1 (Stata Corp., Col-
lege Station, TX, USA).

Results

Patients

Sixty-six patients with pSS and 48 con-
trols (25 patients with Sicca syndrome
and 23 HV) were enrolled. Character-
istics of patients and controls are de-
tailed in Table I. Median age was simi-
lar in patients with pSS and Sicca syn-
drome (64.3 vs. 67.4 years respective-
ly, p=0.2671), but HV were younger
(median 48.7 years, p=0.0001). Almost
all subjects were women. Forty-six
(69.7%) patients with pSS had positive

S-134

anti-Ro60 antibodies while 28 (44 .4%)
had also positive anti-La antibodies.
Nineteen (28.8%) pSS patients were
receiving immunomodulant or immu-
nosuppressive treatment at study inclu-
sion. One patient with Sicca syndrome
presented an isolated flare of arthritis
and cutaneous vasculitis at disease
onset that was treated with corticos-
teroids. This patient had positive ANA
and RF at low titres only at baseline,
with negative anti-citrullinated protein
antibodies and negative Extractable
Nuclear Antigen Antibodies Panel at
baseline and in repeated tests and did
not develop any other EGM over 10
years of follow-up.

Differences in serum cytokines
between pSS patients and controls
Patients with Sicca syndrome and HV
did not exhibit significant differences
in serum cytokines concentrations
(Suppl. Table S4), so a unique control
group was considered for comparisons.
Compared to controls, patients with
pSS presented significantly increased
CXCL13, IL-21 and BAFF concentra-
tions, whereas PD-L2 was significantly
decreased (Fig. 1).

Differences in serum cytokines

betweensubgroups of patients with pSS
We compared serum concentrations
of cytokines between pSS subgroups

Clinical and Experimental Rhewmatology 2021
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. Serum concentrations of cytokines in primary Sjogren’s syndrome according to the presence of extraglandular manifestations and treatment status.

Concentrations of serum cytokines in patients with primary Sjogren’s syndrome are shown in logarithmic scale according to presence of extraglandular
manifestations (left graph) and to treatment status at study entry (right graph). Bars show the mean and standard error of the mean after logarithmic

transformation.

BAFF: B-cell activating factor; CXCL13: C-X-C motif chemokine 13; IL-17 A/F: Interleukin 17 A/F heterodimer; IL-18: Interleukin 18; IL-21: Interleukin
21: IL-22: Interleukin 22: PD-L2: programmed death 1-ligand 2: TNF-RII: tumour necrosis factor receptor 2: EGM: extraglandular manifestations

according to the presence of antibod-
ies against Ro60, EGM., and treatment
status (Fig. 2). Seropositive pSS pa-
tients exhibited significantly increased
CXCL13, IL-21 and IL-22 (p=0.0170,
p=0.0050 and p=0.0116, respectively)
while BAFF, IL-17 A/F, IL-18, PD-
L2 and TNF-R2 were similar in both
groups (Fig. 1).

Serum cytokines did not show relevant
differences between patients with or
without extraglandular involvement
(Fig. 2). When we analysed if there
was any relationship between serum
cytokines and specific EGM, we found
that CXCL13 was increased in patients
with ILD (1143.3 vs. 330.7 pg/mL,
p=0.0043), with a positive correlation
between CXCL13 levels and the pres-
ence of ILD (r=0.354, p=0.0035).
Patients on active treatment showed
similar serum levels of cytokines than
those not receiving treatment, except
for CXCL13 levels, that were higher in
treated patients (848.8 vs. 492.1 pg/mL,
p=0.0154) and IL-21 levels that were
also higher in patients receiving treat-
ment (76 vs. 14.9 pg/mL, p=0.0677).

Association between serum cytokines

and markers of disease activity in pSS
We assessed correlation of serum cy-
tokines with the ESSDAI score at
study inclusion, the biological domain
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of ESSDAI. ESSPRI, ESR, IgG, RF,
f2MG and the duration of disease
(Fig. 3A). CXCL13 levels were sig-
nificantly correlated with f2MG lev-
els (r=0.374, p=0.0020) and with bio-
logical domain of ESSDAI (r=0.351,
p=0.0039), and exhibited a weak corre-
lation with ESSDATI at study inclusion
(0.329, p=0.0071). IL-21 levels corre-
lated with ESR (r=0.390, p=0.0016),
IgG level (r=0.553, p<0.0001) and
RF positivity (1=0.684, p<0.0001).
The cytokine that best correlated with
other biomarkers of disease activity
was IL-22, which was correlated with
ESR (1=0.474, p=0.0001), IgG lev-
els (r=0.511, p<0.0001), RF (1=0.385,
p=0.0018), 32MG (r=0.398, p=0.0009)
and the biological domain of ESSDAI
(r=0.370, p=0.0022). TNF-R2 showed
correlation only with B2MG (r=0.425,
p=0.0004). No correlations were found
between serum cytokines and C3 or C4
levels or presence of cryoglobulins.

In the Poisson regression model
(Suppl. Table S5), ESSDAI was as-
sociated with serum levels of BAFF
(OR 1.00020, p=0.0017), IL-18 (OR
1.00971, p=0.0167) and IL-22 (OR
1.00191, p=0.0397), but not those of
CXCL13 (OR 1.00016, p=0.0641). Of
note, patients with ESSDAI >0 exhibit-
ed higher values of CXCL13 (696.9 vs.
359.8 pg/mL, p=0.0091), IL-21 (311.1

vs.49.8 pg/mL, p=0.0461),IL-22 (98 4
vs. 59.1 pg/mL, p=0.0464) and TNF-
R2 (278.8 vs. 207 4 pg/mL, p=0.0164).

Serum cytokine levels
interrelationship in pSS

We analysed the relationship between
the different cytokines evaluated in
this study (Fig. 4). CXCL13 corre-
lated with IL-21 (r=0.425., p=0.0004),
IL-22 (r=0.515, p<0.0001) and TNF-
R2 (r=0.471, p<0.0001), but not with
BAFF (p=0.3262). IL-22 also cor-
related with IL-17 A/F (r=0.743,
p<0.0001), IL-18 (0.577, p<0.0001),
IL-21 (r=0.519, p<0.0001) and TNF-R2
(r=0.656, p<0.0001).IL-17 A/F and IL-
18 also showed correlation (r=0.529,
p<0.0001).

Relationship between serum cytokines

and lymphocyte subpopulations in pSS

We evaluated the relationship between
serum cytokines levels and the abso-
lute and relative lymphocyte counts, as
well as between the relative count of
CD4* T-cells, activated CD4* T-cells,
B-cells, naive B-cells, and memory B-
cells (Fig. 3B). CXCL13, IL-17 A/F
and IL-22 levels were negatively cor-
related with the percentage of lympho-
cytes (r=-0.424, p=0.0004; r=-0.396,
p=0.0011; and r=-0.336, p=0.0063,
respectively). IL-17 A/F and IL-22
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Fig. 3. Correlation of serum cytokines to disease activity and circulating lymphocyte subpopulations in primary Sjégren’s syndrome.

A: Heat map of Spearman correlations between serum cytokines and disease activity measures and surrogates.

B: Heat map of Spearman correlations between serum cytokines and circulating lymphocyte count and lymphocyte subpopulations.

BAFF: B-cell activating factor; CXCL13: C-X-C motif chemokine 13; IL-17 A/F: Interleukin 17 A/F heterodimer; IL-18: Interleukin 18; IL-21: Interleukin
21; IL-22: Interleukin 22; PD-L2: programmed death 1-ligand 2; TNF-RII: tumour necrosis factor receptor 2; ESSDAI: EULAR Sjégren’s syndrome disease
activity index; ESSPRI: EULAR Sj6gren’s Syndrome Patient Reported Index; ESR: erythrocyte sedi

ion rate; IgG: i globulin G.
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10 Fig. 4. Relationship between
serum cytokines in primary
Sjogren’s syndrome.

Heat map of Spearman cor
relations between serum
cytokines in primary Sjogren’s
0 syndrome.

BAFF: B-cell activating
factor; CXCL13: C-X-C motif
chemokine 13; IL-17 A/F:
interleukin 17 A/F heterodimer;
IL-18: interleukin 18; IL-21:
interleukin 21; IL-22: interleukin
22; PD-L2: programmed death
I-ligand 2; TNF-RIL: tumour
necrosis factor receptor 2.

levels were also negatively correlated
with the absolute count of lymphocytes
(r=-0.306, p=0.0133, and r=-0.334,
p=0.0067 respectively). IL-21 showed
the best correlation with B-cell sub-
populations percentages, exhibiting

a negative correlation with memory
B-cells (1=-0.344, p=0.0062) and ex-
hausted B-cells (r=-0.422, p=0.0008)
and a positive correlation with naive B
cells (r=0.379, p=0.0024). The percent-
age of activated CD4* T cells also cor-

related with IL-22 (r=0.331, p=0.0110)
and TNF-R2 (1= 0.349, p=0.0072).

Diagnostic accuracy of serum
cytokines to discriminate between

PSS and Sicca syndrome

Serum cytokines that were significant-
ly different between pSS group and
control group, as well as their combi-
nations, were assessed as diagnostic
biomarkers of pSS. As summarised in
Table II, BAFF, CXCL13 and PD-L2
showed the best accuracy to identify
patients with pSS. CXCL13 exhibited
an AUC of 0.779 (95% CI: 0.681-
0.860) to discriminate between pSS
and Sicca syndrome; using a cut-off
of 240 pg/mL sensitivity was 77.3%
(95% CI 65.8-85.7) and specificity
68% (95% CI: 48.4-82.8). The ratio

Table II. Diagnostic accuracy of BAFF, CXCL13, IL-21 and PD-L2 to discriminate between Sicca syndrome and Sjogren’s syndrome.

Sjogren’s syndrome Sicca syndrome Cut-off AUC Sensitivity (%) Specificity (%)
n=66 n=25

BAFF (pg/mL) 1754 [1452-22 1156 [1020-1630] >14520 0.743 (0.636-0.838) 754 (62.9-848)  68.2 (47.3-83.6)
CXCL13 (pg/mL) 364.7 [243.4-764.1] 1810 [131.8-2975] >239.7 0.779 (0.681-0.860) 773 (65.8-85.7)  68.0 (48.4-828)
IL-21 (pg/mL) 432 [0-1552] 0 [0-12.0] >14.92 0.661 (0.552-0.756)  57.6 (45.6-68-8)  80.0 (60.9-91.1)
PD-L2 (pg/mL) 19508 [1123.4-2843.9] 21990 [1576.1-3850.5]  <1986.7 0.600 (0.496-0.705)  68.0 (484-82.8) 515 (39.7-63.2)
CXCL13/PD-L2 0.2517 [0.1263-0.3507]  0.0777 [0.0494-0.1419] >0.1 0.788 (0.693-0.869) 727 (61.0-820)  84.0 (65.3-93.6)
(CXCL13 + BAFF) / PDL2 1.084 [0.841-1.967] 0.544 [0.465-0.840] >0.84 0.809 (0.706-0890) 754 (629-848) 773 (56.6-89.9)
In CXCL13 + In BAFF 1.8157 [1.6951-1.9137] 1.5711 [1.5147-1.6743] >17 0.854 (0.750-0919) 772 (648-862) 864 (66.7-95.3)

In PDL2

Serum cytokines concentrations are expressed as median and 25" and 75® percentiles.
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CXCL13 to PD-L2 exhibited better
specificity to discriminate between
pSS and Sicca syndrome with an AUC
of 0.788 (95% CI: 0.693-0.869); the
cut-off 0.1 yielded a sensitivity of
72.7% (95% CI: 61-82) and a speci-
ficity of 84% (95% CI: 65.3-93.6).
However, the most accurate score was
the combination of CXCL13, BAFF
and PDL2 levels using the formula
[In(CXCL13)+In(BAFF)]/In(PD-L2),
which exhibit an AUC of 0.854 (95%
CI: 0.750-0.919) and yielded a sensi-
tivity of 77.2% (95% CI: 64.8-86.2)
and a specificity of 86.4% (95% CI:
66.7-95.3) using a cut-off of 1.7.

Discussion

There is an unmet need for reliable se-
rum biomarkers of disease activity in
pSS that may guide monitoring and
treatment (10). BAFF, CXCL13, TNF-
R2 and PD-L2, have been previously
related to the ESSDAI score (15, 24).
In 2016 Nishikawa et al., using a high-
throughput proteomic analysis to iden-
tify differentially expressed proteins
between pSS patients and healthy con-
trols, identified five proteins (CD48,
CXCL13, TNF-R2, BAFF and PD-L1.2)
that correlated with ESSDAI scores
(24). In our study, we could confirm
that BAFF, CXCL13 and PD-L2 levels
were different between pSS patients
and controls, but not those of TNF-
R2. In contrast to previous studies, in
our cohort CXCL13 and BAFF were
weakly correlated to the ESSDAI score
at the study entry. We believe that the
main reason for this discrepancy is that
our patients had a long-standing dis-
ease and ESSDAI may not reflect the
disease activity so accurately in its ad-
vanced stages, when most clinical man-
ifestations are long lasting (stable for at
least 12 months), since stable manifes-
tations score zero on ESSDAI and this
may underestimate the overall disease
activity. Indeed, in the Nishikawa ez
al. cohort the mean disease duration
was 4.7 (SD 6.6) years in the deriva-
tion cohort and 3.5 (SD 5.8) years in
the validation cohort, compared to 13.2
(SD 7.2) years in our patients.

B-cell activating factor (BAFF), also
known as B Lymphocyte Stimulator
(BLyS) was one of the first cytokines
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related to pSS activity (15, 30). In
2013 Quartuccio et al. reported a
strong correlation between ESSDAI
and BAFF(15). Compared to our co-
hort, their cohort comprised younger
patients, with higher disease activity at
study entry (median ESSDALI score at
inclusion 10 vs. 2 in our cohort). More
recently, James et al. also described
a correlation between ESSDAI and
BAFF in the largest cohort dealing on
this topic (13). However, their cohort
also included patients with shorter dis-
ease duration (mean 7 (SD 6.1) years
vs. 13.2 (SD 7.2) years in our cohort)
and higher ESSDAI scores at study en-
try (median 4 [1-7] vs. 2 [0-2] in ours).
Altogether, our findings suggest that
BAFF may be a more accurate bio-
marker to identify patients with high
activity at early stages of the disease.

C-X-C motif chemokine 13 (CXCL13),
also known as B lymphocyte chem-
oattractant (BLC) or B cell-attracting
chemokine 1 (BCA-1), is a homeo-
static chemokine that regulates B-cell
trafficking, and plays a key role in the
organization of lymphoid structures
as well as in the formation of ectopic
germinal centres in pSS (31, 32). Noc-
turne et al. were the first to report the
association between CXCL13 and dis-
ease activity in pSS (25). Despite our
cohort included pSS patients with more
long-standing disease than the Noc-
turne cohort (12 vs. 5 years of disease
duration), and a smaller proportion
of patients with ESSDAI =5 (13.6%
vs. 39.3%), we also found a signifi-
cant correlation between ESSDAI and
CXCL13, confirming the findings of
these authors (24, 25). Furthermore,
in our study CXCL13 was also associ-
ated with surrogate markers of B cell
activity such as anti-Ro60 positivity,
f2MG levels and lymphopenia. Be-
sides, CXCL13 levels were associated
with ILD development, validating the
findings suggested by Nishikawa et al.
(24). This finding could be of inter-
est in patients with ILD of unknown
aetiology when pSS is suspected. In
addition, serum CXCL13 levels have
recently been associated with lympho-
ma risk development (33), but patients
with prior lymphoma were excluded
from our study and none of the in-

cluded patients developed a lymphoma
during the subsequent follow-up until
March 2021. However, three patients
not included in the study due to prior
lymphoma development, presented
high serum CXCL13 levels (606 pg/
mL in one patient with Hodgkin lym-
phoma, 1082 pg/mL in one patient with
parotid MALT lymphoma, and 317.5
pg/mL in one patient with diffuse large
B-cell lymphoma) despite being in
complete remission, in line with results
reported by Traiano et al. (33). Finally,
despite CXCL13 has been related to
the recruitment of circulatory memory
B cells into the salivary glands (8), we
did not found an association between
circulating B cell subpopulations and
CXCL13 levels.

IL-21 is a pleiotropic cytokine that be-
longs to the common cytokine recep-
tor y-chain-dependent cytokine family
(34). and is mainly produced by T fol-
licular helper cells (Tg,), operating as
a driver of B cell activation and differ-
entiation towards plasma cells (35, 36).
In pSS., IL-21 has been related to pro-
liferation of naive and memory CD8*
T cells, to activation, proliferation and
survival of CD4* T cells, and to the
presence of hypergammaglobulinemia
(20). In the present study we could con-
firm that serum IL-21 levels were asso-
ciated with the abnormal naive/memo-
ry B-cell ratio characteristic of pSS (9)
and with surrogate markers of B cell
activity such as IgG or the biological
domain of ESSDAI. Our findings sup-
port the key role of IL-21 produced in
the germinal centres of inflamed glands
of pSS patients in the recruitment of
peripheral memory B cells.

IL-22, a cytokine that belongs to the
IL-10 family, is known to regulate
mucosal homeostasis and promote epi-
thelial repair following tissue damage
(37), and is overexpressed in the sali-
vary glands of patients with pSS.IL-22
is produced by innate lymphoid cells,
T cells, and ductal epithelial cells, and
has a key role in B-cell recruitment and
ectopic germinal centre formation (38,
39). IL-22 has been demonstrated to be
involved in the production of lymphoid
chemokines like CXCL13 in germinal
centres, which in turn orchestrate B-
cell clustering, lymphoid aggregation,
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and autoantibody production (39). Of
note, serum IL-22 has been related
with anti-Ro and anti-La antibodies,
hypergammaglobulinemia and RF in
patients with pSS (40). In our cohort,
additionally to previously described
relationships, IL-22 was also related to
the presence of lymphopenia, increased
circulating activated CD4* T cells, and
higher ESSDALI scores, as well as with
CXCL13 levels.

Programmed death-1 (PD-1) is a recep-
tor that belongs to the CD28/CTLA-4
family and together with its two ligands
(PD-L1 and PD-L2) are key factors in
inhibitory T cell signalling, mediating
the mechanisms of tolerance and auto-
immunity (41). PD-L1 has been exten-
sively investigated over the last years,
but PD-L2 function remains unclear.
It has been proposed that PD-L2 has
a dominant role in mucosal responses
to environmental antigens by promot-
ing tolerance (42). Tong et al. recent-
ly found that patients with systemic
erythematosus lupus presented lower
levels of soluble PD-L2 than healthy
controls (43), and Nishikawa et al.
proposed the potential utility of PD-
L2 as a biomarker of disease activity
in pSS (24). In our study we confirmed
that patients with pSS had lower serum
levels of soluble PD-L2 than controls,
but we could not find an association
with disease activity. Since oral toler-
ance is completely abolished in mice
deficient in PD-L2 (44), it is possible
that insufficient levels of soluble PD-
L2 are somehow related to the devel-
opment or sustenance of autoimmune
response in salivary glands of patients
with pSS.

Finally, we found that the ratio between
CXCL13 plus BAFF to PD-L2 allows
the identification of patients with pSS
with high specificity. This finding could
be useful for seronegative patients in
whom pSS diagnosis could be doubtful.
This serum biomarker could be useful
in patients with sicca symptoms and
negative antibodies against Ro-60/SSA
and La/SSB but who present extrag-
landular manifestations suggestive of
pSS involvement, such as non-specific
interstitial lung disease (NSIP), periph-
eral polyneuropathy, or sensory gangli-
onopathy, and in whom a salivary gland
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biopsy is non-diagnostic, not feasible,
contraindicated or refused by the pa-
tient (45).

Our study presents several limitations.
First, the number of patients and con-
trols in our cohort is small, despite larg-
er than in other previous reports (24).
Second, patients included in our study
had long-lasting pSS, and it is pos-
sible that the behaviour of the disease
activity biomarkers may be different in
patients with initial or earlier stages of
the disease. Likewise, it is possible that
different biomarkers may be useful for
different domains of disease activity
(13). Lastly, the ESSDAI score may be
less accurate to assess disease activity
in patients with long-standing disease
because persistent but stable clinical
manifestations (>12 months) are scored
as zero, which may underestimate dis-
ease activity in some patients.

In summary, CXCL13, BAFF, IL-21,
and especially IL-22 are useful bio-
markers of pSS activity, as all of them
correlate with surrogate markers of B
cell activity and/or ESSDAI. Further-
more, they may be more accurate in-
dicators of disease activity than BAFF
in patients with long-lasting pSS. Ad-
ditionally, increased levels of IL-21 are
related to the abnormal naive/memory
B-cell ratio, characteristic of pSS, and
IL-22 levels are associated with in-
creased circulating activated CD4* T
cells. Finally, serum PD-L2 levels are
decreased in patients with pSS and the
combination of serum CXCL13, BAFF,
and PD-L2 levels allows discrimina-
tion between pSS patients and Sicca
syndrome patients. Further studies are
needed to confirm our findings and to
clarify the role of PD-L2 in pSS and the
potential utility of therapies targeting
CXCL13 and PD-1 pathways.
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5. Resumen global de los resultados

77



78



El primero de los estudios que forma parte de esta tesis doctoral es un estudio
observacional realizado en el Hospital Universitario Vall d’Hebron entre abril de
2014 y septiembre 2017, en el que se analizaron las poblaciones linfocitarias en
sangre periférica de 68 pacientes con SSp, 26 pacientes con sindrome seco no-
Sjogren y 23 voluntarios sanos. Todos los pacientes con SSp cumplian los criterios
clasificatorios AECG de 2002 y ninguno de los pacientes con sindrome seco no-
Sjogren los cumplia. Los pacientes se reclutaron en las consultas de enfermedades
autoinmunes sistémicas del hospital, mientras que los voluntarios sanos se reclutaron
entre el personal del hospital. Se recogieron las variables epidemiolégicas y clinicas
de todos los pacientes y se estudiaron las poblaciones linfocitarias circulantes
mediante citometria de flujo, analizandose la capacidad de las diferentes poblaciones
linfocitarias y sus interrelaciones para discriminar a los pacientes con SSp de los
pacientes con sindrome seco no-Sjogren. En el analisis estadistico, para las
comparaciones entre grupos se utilizaron pruebas no paramétricas (prueba U de
Mann-Whitney y prueba de Kruskal-Wallis con correccion de Sidak para maltiples
comparaciones). Para el analisis del rendimiento diagnostico se utilizé el area bajo la
curva (AUC) ROC vy se escogieron los puntos de corte 6ptimos basados en la curva
ROC utilizando el paquete estadistico Stata 15.1.

La mediana de edad de los pacientes fue de 65,7 afios en el grupo de SSp y de
67,5 afios en los pacientes con sindrome seco (p=0,4761), mientras que los
voluntarios sanos eran mas jovenes, con una mediana de edad de 46,1 afios
(p<0,0001). Casi todos los pacientes con SSp y los voluntarios sanos fueron mujeres
(95,6% y 95,7% respectivamente) mientras que todas las pacientes con sindrome
seco no-Sjogren eran mujeres. La duracion de los sintomas también fue similar entre
los pacientes con SSp y los pacientes con sindrome seco (mediana de 12,4 vs. 11,4
afios; p=0,8880). Los pacientes con SSp presentaron una mediana de 2 [0-3,5] puntos
en el ESSDAI a la inclusion en el estudio y 30 (44,1%) presentaban o habian
presentado alguna manifestacion extraglandular (artritis en 12, vasculitis cutanea en
7, afectacion de SNP en 7, neumopatia intersticial en 6 y afectacion renal en 4).
Diecinueve pacientes con SSp (27,9%) estaban recibiendo algin tratamiento
inmunomodulador o inmunosupresor en el momento de la inclusion en el estudio (11

hidroxicloroquina, 12 corticoesteroides, tres metotrexato, uno micofenolato, uno
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rituximab y uno IGIV). Cuarenta y ocho (70,6%) de los pacientes con SSp
presentaban anticuerpos anti-Ro60, y 28 de éstos presentaban también anticuerpos
anti-La. Los pacientes seropositivos fueron mas jovenes (mediana de 59,1 vs. 69,6
afios, p=0,0071) y presentaban una mayor puntuacion ESSDAI a la inclusion en el
estudio (mediana de 2 [1-4] vs. 0 [0-2]; p=0,0018).

El recuento absoluto de leucocitos fue mas bajo en los pacientes con SSp que
en los pacientes con sindrome seco y los controles sanos (5510 vs. 6420 vs. 6580
células/uL; p=0,017). El porcentaje de linfocitos fue similar entre los tres grupos
(29,7% vs. 31,1% vs. 32,6%; p=0,757) y consecuentemente el recuento absoluto de
linfocitos fue mas bajo en los pacientes con SSp (1640 vs. 2267 vs. 2086 células/pL;
p=0,022). Sin embargo la distribucion de las subpoblaciones linfocitarias fue
diferente entre los tres grupos y la reduccion absoluta de linfocitos circulantes en los
pacientes con SSp fue debida principalmente a una disminucién del recuento de
linfocitos T CD4" (700 vs. 953 vs. 986 células/uL; p=0,0004). Con respecto a los
voluntarios sanos, los pacientes con SSp presentaron una menor proporcion de
linfocitos T CD4* naive (36,8% vs. 47,7%; p=0,007) y CD8* naive (13,5% Vvs.
29,9%; p<0,001) y una mayor proporcion de linfocitos T CD4" effector memory
(22,3% vs. 12,4%; p=0,003) y THl (33,2% vs. 23,9%; p=0,006). No obstante, el
hallazgo méas llamativo en cuanto a las subpoblaciones de linfocitos T fue que los
pacientes con SSp presentaron un incremento significativo en la proporcion de
linfocitos T activados, tanto CD4* (2,5% vs. 1,5% vs. 1,3%; p<0,0001) como CD8"
(6,8% vs. 3,3% vs. 3,7%; p<0,0001) con respecto a los pacientes con sindrome seco y
los controles sanos.

Con respecto a los linfocitos B circulantes, los pacientes con SSp presentaron
un incremento no significativo en su proporcion (8,8% vs. 7,5% vs. 6,6%; p=0,1526),
pero con una marcada alteracion en la distribucion de las diferentes subpoblaciones
de linfocitos B. Asi, con respecto a los pacientes con sindrome seco y los voluntarios
sanos, los pacientes con SSp presentaron un aumento del porcentaje de linfocitos B
naive (77,1% vs. 67,6% vs. 63,3%; p=0,0003) y una reduccion de los linfocitos B de
memoria (14,3% vs. 25,5% vs. 31,1%; p<0,0001), que afectaba tanto a los linfocitos
B de memoria non-switched (4,5% vs. 11,6% vs. 12,3%; p<0,0001) como a los
switched (8,7% vs. 13,1% vs. 16,8%; p=0,0001), de forma que el cociente
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naive/memoria fue significativamente mayor en los pacientes con SSp (5,3 vs. 2,5 vs.
2; p<0,0001).

Todas las alteraciones mencionadas en las diferentes poblaciones linfocitarias
circulantes fueron mas marcadas en los pacientes con SSp seropositivo,
especialmente el desequilibrio en las subpoblaciones de linfocitos B.

A continuacién se estudié la capacidad diagndstica de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos circulantes para discriminar entre SSp y sindrome seco
no-Sjogren en base a las alteraciones previamente descritas. EI mejor parametro
individual fue el porcentaje de linfocitos B de memoria non-switched, que con un
punto de corte <7,3%, ofreci6 una sensibilidad del 72% y una especificidad del
76,6% (AUC 0,795). El cociente entre el porcentaje de linfocitos B naive y linfocitos
B de memoria non-switched presentd una sensibilidad del 76,6% y una especificad
del 72% con un punto de corte >9 (AUC 0,789). El mejor pardmetro diagndstico fue
el cociente entre el porcentaje de linfocitos B de memoria non-switched y el de
linfocitos T CD4" activados, que con un punto de corte <4,1 mostr6 una sensibilidad
del 83,3% y una especificidad del 81,7% (AUC 0,840). La mejor sensibilidad fue la
del cociente entre el recuento absoluto de linfocitos B de memoria switched y los
linfocitos T CD8" activados, que presentd una sensibilidad del 87,5% y una
especificidad del 65% con un punto de corte <0,5 (AUC 0,754). La especificidad
mas alta la presentd el cociente entre el recuento absoluto de linfocitos B de memoria
non-switched y los linfocitos T CD8* activados, con una sensibilidad del 70,8% vy
una especificidad del 88,3% para un punto de corte <0,7 (AUC 0,803).

En este estudio se evalué también la capacidad discriminativa de las
subpoblaciones linfocitarias circulantes para discriminar entre SSp seronegativo y
sindrome seco no-Sjogren. El cociente entre el porcentaje de linfocitos B de memoria
non-switched y el de linfocitos T CD4" activados mostrd una sensibilidad del 75% y
una especificad del 66% con un punto de corte <4,4 (AUC 0,742). En esta situacion
el mejor parametro diagndstico fue el recuento absoluto de linfocitos T CD4" naive,
gue mostrd una sensibilidad del 76,9% y una especificidad del 88,9% para un punto
de corte <312 células/puL (AUC 0,821).

Por ultimo, se hizo un analisis para evaluar la influencia del tratamiento

inmunomodulador o inmunosupresor sobre las poblaciones linfocitarias circulantes.
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Se observo que los pacientes que estaban recibiendo tratamiento a la inclusion en el
estudio presentaban un aumento no significativo del recuento de leucocitos y un
aumento significativo en el recuento de linfocitos a expensas de un mayor nimero
absoluto de linfocitos T CD4* (924 vs. 654 células/pL; p=0,023), pero sin
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de linfocitos T CD4"
(43,2% vs. 44,4%; p=0,277). No hubo otras diferencias estadisticamente
significativas relevantes entre el grupo de pacientes con SSp que recibia tratamiento
y el que no. Se repitio también el analisis completo excluyendo del grupo de
pacientes con SSp los 19 pacientes que estaban recibiendo tratamiento
inmunomodulador o inmunosupresor y los resultados fueron préacticamente idénticos
a los obtenidos con la cohorte completa salvo por el hecho de que los pacientes con
SSp que no recibian tratamiento presentaban un recuento absoluto de leucocitos y de
linfocitos significativamente menor que los pacientes con sindrome seco no-Sjégren
y los voluntarios sanos.

En el segundo estudio que forma parte de esta tesis doctoral se incluyeron 66
pacientes con SSp, 25 pacientes con sindrome seco no-Sjogren y 23 voluntarios
sanos. En este trabajo se estudiaron las concentraciones séricas de las citoquinas
BAFF, IL-17 A/F, IL-18, IL-21, IL-22, CXCL13, TNF-R2 y PD-L2 utilizando un kit
comercial de inmunoensayo personalizado (ProcartaPlex™ Multiplex Immunoassay,
ThermoFisher Scientific). Una vez realizadas las determinaciones analiticas se
detectd un problema con la determinacion del BAFF en el kit empleado, que se
comprobd con la casa comercial, por lo que las determinaciones de BAFF se hicieron
finalmente mediante un kit comercial de ELISA (Quantikine, R&D Systems). Se
estudio la asociacion entre las concentraciones séricas de estas citoquinas y
diferentes parametros de actividad de la enfermedad en pacientes con SSp,
incluyendo la puntuacion ESSDAI y su dominio bioldgico, los niveles séricos de
B2MG e IgG y el FR. También se evalud la relacion entre las concentraciones séricas
de citoquinas y las diferentes subpoblaciones linfocitarias circulantes. Por Gltimo, se
analizo el rendimiento diagnostico de los niveles séricos de estas citoquinas y sus
diferentes combinaciones para discriminar entre los pacientes con SSp y aquellos con
sindrome seco no-Sjogren. Para el andlisis estadistico se utilizaron pruebas no

paramétricas (prueba U de Mann-Whitney y prueba de Kruskall-Wallis) y se
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evaluaron las correlaciones mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. La
relacion entre la concentracion de citoquinas y el ESSDAI se evalué también
mediante regresion de Poisson. El rendimiento diagnostico de las concentraciones de
citoquinas séricas fue evaluado mediante el area bajo la curva (AUC) ROC vy se
escogieron los puntos de corte Optimos basados en la curva ROC utilizando el
paquete estadistico Stata 15.1. Para poder evaluar combinaciones de citoquinas que
presentaban concentraciones de diferentes ordenes de magnitud se aplico una
transformacion logaritmica.

La mediana de edad fue de 64,3 afios en los pacientes con SSp y de 67,4 afios
en el grupo de pacientes con sindrome seco no-Sjogren (p=0,2671), mientras que los
voluntarios sanos eran mas jovenes, con una mediana de edad de 46,1 afios
(p=0,0001). Casi la totalidad del grupo de pacientes con SSp y de voluntarios sanos
eran mujeres (95,5% y 95,7% respectivamente), mientras que todas las pacientes con
sindrome seco no-Sjogren eran mujeres. La duracion mediana de los sintomas fue de
12 afios en los pacientes con SSp y de 10,3 afios en los pacientes con sindrome seco
no-Sjogren. Entre los pacientes con SSp, 46 (69,7%) presentaban anticuerpos anti-
Ro60 y 28 de éstos también anticuerpos anti-La. Ningin paciente presento
anticuerpos anti-La de forma aislada. Los pacientes con SSp presentaban una
mediana de 2 [0-4] puntos en el ESSDAI a la inclusion en el estudio y 29 (43,9%)
presentaban o habian presentado alguna manifestacion extraglandular (artritis en 11,
vasculitis cutdnea en 7, afectacion de SNP en 7, neumopatia intersticial en 6 y
afectacion renal en 4). En el momento de la inclusion 19 pacientes con SSp (28,8%)
recibian  algun tratamiento  inmunomodulador o inmunosupresor (11
hidroxicloroquina, 12 corticoides, tres metotrexato, uno micofenolato, uno rituximab
y uno IGIV).

Los pacientes con sindrome seco no-Sjogren y los voluntarios sanos no
mostraron diferencias significativas en las concentraciones sericas de BAFF, I1L-17
A/F, IL-18, IL-21, IL-22, CXCL13, TNF-R2 y PD-L2, por lo que se unificaron en un
unico grupo control para realizar las comparaciones con el grupo de pacientes con
SSp. Los pacientes con SSp, comparados con el grupo control, mostraron niveles
medios mas elevados de BAFF (1982,6 vs. 1508,9 pg/mL; p=0,0037), CXCL13
(594,8 vs. 346,9 pg/mL; p=0,0002) e IL-21 (231,9 vs. 51,4 pg/mL; p=0,0011), asi
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como niveles medios mas bajos de PD-L2 (2113,9 vs. 2843,6 pg/mL; p=0,0071). Los
pacientes con SSp seropositivo, comparados con los seronegativos, mostraron niveles
medios mas altos de CXCL13 (684,2 vs. 398,0 pg/mL; p=0,0170), IL-21 (314,2 vs.
42,5 pg/mL; p=0,0050) e IL-22 (100,5 vs. 54,3 pg/mL; p=0,0116). En cambio, no
hubo diferencias relevantes en la concentracion de las diferentes citoquinas entre los
pacientes con SSp con y sin manifestaciones extraglandulares. Los pacientes que
recibian tratamiento inmunomodulador o inmunosupresor mostraron concentraciones
medias mas elevadas de CXCL13 (848,8 vs. 492,1 pg/mL; p=0,0154) y de IL-21
(497,6 vs. 124,5 pg/mL; p=0,0677) que los que no recibian tratamiento activo.

Con respecto a la asociacion de las diferentes citoquinas con los marcadores de
actividad en los pacientes con SSp, la concentracion sérica de CXCL13 se
correlacion6 con los niveles séricos de B2MG (r=0,374; p=0,0020) y con la
puntuacion ESSDAI (r=0,329; p=0,0071), especialmente con el dominio biolégico
del ESSDAI (r=0,351; p=0,0039). Los niveles séricos de IL-21 se correlacionaron
con la VSG (r=0,390; p=0,0016), los niveles de 1gG (r=0,553; p<0,0001) y con la
positividad del FR (r=0,684; p<0,0001). Las concentraciones séricas de IL-22 fueron
las que mostraron una mayor asociacion con otros pardmetros de actividad,
correlacionadndose con la VSG (r=0,474; p=0,0001), los niveles de IgG (r=0,511;
p<0,0001), la positividad del FR (r=0,385; p=0,0018), la concentracion de p2MG
(r=0,398; p=0,0009) y el dominio bioldgico del ESSDAI (r=0,370; p=0,0022).

Al evaluar la asociacion entre la concentracion sérica de las diferentes
citoquinas y la puntuacion ESSDAI mediante el modelo de regresion de Poisson, se
hall6 una asociacion entre la puntuacion ESSDAI y BAFF (OR 1,00020; p=0,0017),
IL-18 (OR 1,00971; p=0,0017) e IL-22 (OR 1,00191; p=0,0397). Ademas, los
pacientes con SSp con actividad (definida como ESSDAI>0) presentaron
concentraciones sericas medias méas elevadas de CXCL13 (696,9 vs. 359,8 pg/mL;
p=0,0091), IL-21 (311,1 vs. 49,8 pg/mL; p=0,0461), IL-22 (98,4 vs. 59,1 pg/mL;
p=0,0464) y TNF-R2 (278,8 vs. 207,4 pg/mL; p=0,0164).

En los pacientes con SSp, las concentraciones séricas de CXCL13 se
correlacionaron con las de IL-21 (r=0,425; p=0,0004) e IL-22 (r=0,514; p<0,0001)
pero no con las de BAFF (p=0,3252), mientras que las concentraciones séricas de IL-
21 e 1L-22 se correlacionaron entre ellas (r=0,519; p<0,0001).
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Con respecto a las poblaciones de linfocitos circulantes, el porcentaje de
linfocitos circulantes se correlacion6 negativamente con las concentraciones séricas
de CXCL13 (r=-0,424; p=0,0004), IL-17 A/F (r=-0,396; p=0,0011) e IL-22 (r=-
0,336; p=0,0063). Los niveles séricos de IL-21 mostraron la asociacion mas fuerte
con las subpoblaciones de linfocitos B, con una correlacion negativa con los
linfocitos B de memoria (r=-0,344; p=0,0062) y una correlacion positiva con los
linfocitos B naive (r=0,379; p=0,0024). El porcentaje de linfocitos T CD4" activados
se correlaciond con las concentraciones séricas de 1L-22 (r=0,331; p=0,0110) y TNF-
R2 (r=0,349; p=0,0072).

Por Gltimo, se analizd la capacidad de las concentraciones séricas de las
distintas citoquinas para discriminar a los pacientes con SSp de los pacientes con
sindrome seco no-Sjogren. De forma individual, CXCL13 mostr6 la mayor
capacidad diagnostica (AUC 0,779) con una sensibilidad del 77,3% y una
especificidad del 68% usando un punto de corte >239,7 pg/mL. El cociente entre
CXCL13 y PD-L2 mostré una especificidad del 84% y una sensibilidad del 72,7%
usando un punto de corte >0,1 (AUC 0,788) para diferenciar entre SSp y sindrome
seco no-Sjogren. Sin embargo, el mejor parametro diagnostico fue la combinacion de
los niveles séricos de CXCL13, BAFF y PD-L2 con trasformacion logaritmica
usando la formula [In(CXCL13)+In(BAFF)]/In(PD-L2), que con un punto de corte
>1,7 mostro una sensibilidad del 77,2% y una especificidad del 86,4% (AUC 0,854).
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El diagnostico del SSp puede ser dificil en algunos casos, especialmente en
aquellos pacientes que presentan manifestaciones extraglandulares sin sintomas de
sequedad, en los casos en los que la sequedad es tan leve que el paciente no la
refiere, 0 en los casos de SSp sin anticuerpos especificos (seronegativos)(124). Por
otra parte, valorar la actividad de la enfermedad en los pacientes con SSp también
puede ser complejo en algunos casos debido a la gran diversidad de manifestaciones
glandulares y extraglandulares que presenta esta enfermedad. Por estas razones la
identificacion y la validacion de nuevos biomarcadores que puedan ser Utiles para el
diagnostico y el prondstico en el SSp son objetivos importantes en las lineas de
investigacién de esta enfermedad(201,229).

En la presente tesis se ha profundizado en la utilidad clinica de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias circulantes y de algunas citoquinas y quimioguinas
como biomarcadores de diagndéstico y de actividad en el SSp.

En el primer estudio de la presente tesis doctoral se analiza si la distribucion de
las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica, determinada mediante
citometria de flujo, es de utilidad para el diagndstico del SSp. En este estudio se
confirma que el aumento del cociente entre los linfocitos B naive y los linfocitos B
de memoria y el aumento de linfocitos T CD4" activados son caracteristicos del SSp,
y que el analisis de estas poblaciones permite diferenciar a los pacientes con SSp de
los pacientes con sindrome seco no-Sjogren, validando y ampliando la propuesta del
grupo francés liderado por Devauchelle-Pensec(199). Ademas, se constata que las
alteraciones en la distribucion de los linfocitos B son méas marcadas en los pacientes
con SSp seropositivos.

En el segundo estudio incluido en esta tesis doctoral se analiza la utilidad de las
concentraciones séricas de BAFF, 1L-17, IL-18, IL-21, 1L-22, CXCL13, TNF-R2 y
PD-L2 como biomarcadores diagnosticos y de actividad en el SSp. Como hallazgo
mas novedoso, se observo que los pacientes con SSp presentaban niveles mas bajos
de PD-L2 que los controles, lo que podria tener implicaciones patogénicas y ofrecer
una nueva diana terapéutica. La combinacion de niveles bajos de PD-L2 con niveles
elevados de BAFF y CXCL13 permitio discriminar a los pacientes con SSp de los

pacientes con sindrome seco no-Sjogren, ofreciendo un biomarcador diagndstico
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potencialmente Gtil. Por otra parte, fue posible confirmar la utilidad de IL-21, 1L-22
y CXCL13 como biomarcadores de actividad en el SSp(166,224,230).

A continuacion se discuten de forma méas detallada los resultados de los dos
estudios, que permiten dar respuesta a los objetivos de investigacion planteados en

esta tesis.

Estudio 1: Poblaciones linfocitarias circulantes como biomarcadores en el SSp

En este estudio se constata que los pacientes con SSp presentan profundas
alteraciones en la distribucion de las poblaciones linfocitarias circulantes,
especialmente en lo que respecta a los diferentes subconjuntos de linfocitos T CD4*
y sobre todo de los linfocitos B, y que dichas alteraciones permiten diferenciar a los
pacientes con SSp de los pacientes con sindrome seco no-Sjogren.

Los pacientes con SSp de esta cohorte presentaban recuentos absolutos més
bajos de leucocitos y linfocitos que los pacientes con sindrome seco no-Sjogren y los
controles sanos, aungue la proporcion de linfocitos fue similar en los tres grupos. El
menor recuento linfocitario fue debido fundamentalmente a un menor ndmero
absoluto de linfocitos T, a expensas principalmente de una disminucion de las células
T CD4", con un cociente CD4/CD8 disminuido. La disminucién de linfocitos CD4*
es bien conocida en el SSp y se ha relacionado con un aumento en la apoptosis de los
linfocitos CD4* circulantes, asi como con una mayor migracion de los linfocitos
CD4" a las glandulas exocrinas(58,186,187,231-235). En la cohorte de este estudio,
la disminucion de linfocitos T CD4" fue a expensas de las subpoblaciones de CD4*
naive y central memory, con un aumento relativo de los linfocitos CD4* effector
memory. Este hallazgo apoya el incremento de la migracion de los CD4* circulantes
hacia los sitios de inflamacion en el SSp como mecanismo subyacente a la
disminucién de los linfocitos T CD4" en sangre periférica(46,196). Esta reduccion
del compartimento T naive también se constaté en los linfocitos CD8" de los
pacientes con SSp. Con respecto a la polarizacién de los linfocitos CD4*, se hall6é un
aumento en el porcentaje de Thl en los pacientes con SSp respecto a los pacientes
con sindrome seco no-Sjogren y los controles sanos, que es acorde con el predominio
de la respuesta Th1l en la patogenia del SSp(41,44,236). No obstante, en la presente

cohorte no se observaron diferencias en la proporcion de células Tul7 en los
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pacientes con SSp, hallazgo que contrasta con estudios previos. Esto puede ser
debido a las diferencias en la metodologia utilizada para identificar las células TH17,
ya que en el presente estudio se identificaron mediante los marcadores
CD3*/CD4*/CXCR3/CCR6", mientras que en otros trabajos se identifico esta
subpoblacion celular mediante la produccién de IL-17, método que permite
identificar un mayor nimero de células Tw17(190,237-239). Por ultimo, en este
estudio se encontrd un incremento notable en la proporcion de linfocitos T activados,
tanto CD4" como CD8, lo que coincide con lo descrito previamente por Mingueneu
et al.(58). En conjunto, las alteraciones observadas en las subpoblaciones de
linfocitos T sugieren un aumento de la diferenciacion y de la migracion a los tejidos
inflamados asi como una activacion sostenida de las células T naive en los pacientes
con SSp(44,240).

Cabe destacar que las alteraciones méas importantes en la distribucion de las
poblaciones linfocitarias circulantes observadas en los pacientes con SSp fueron las
que afectaban al compartimento de células B. De acuerdo con la literatura, se
encontré una menor proporcion de linfocitos B de memoria y una mayor proporcién
de linfocitos B naive en los pacientes con SSp con respecto a los pacientes con
sindrome seco no-Sjogren y controles sanos. Esta disminucion de los linfocitos B de
memoria afectaba tanto a la subpoblacion con cambio de isotipo (switched) como a la
poblacién sin cambio de isotipo (hon-switched)(57,58,186,193,194,196). Ademas, el
recuento absoluto de linfocitos B naive no difiri6 entre los grupos, lo que sugiere que
la reduccion de los linfocitos B de memoria se debe a una disminucion real del
namero absoluto los mismos, mientras que el aumento relativo de linfocitos B naive
simplemente refleja la disminucion del namero de linfocitos B de memoria, tal como
sugirieron Roberts et al.(193). Se ha propuesto que la disminucion de los linfocitos B
de memoria en el SSp se debe a la migracion de estas células a las glandulas salivales
inflamadas, y/o a una diferenciacion anormal de los linfocitos B en células
plasmaticas con el consiguiente desprendimiento del CD27 de la superficie de los
linfocitos B de memoria(57,241,242).

Aunque la utilidad diagnostica de la distribucion de las subpoblaciones de
linfocitos B en sangre periférica en pacientes con SSp habia sido previamente

explorada por otros autores, en la presente tesis doctoral se ha analizado la utilidad

91



de un inmunofenotipado completo en sangre periférica, tanto de linfocitos B como T,
para discriminar entre pacientes con SSp y pacientes con sindrome seco no-
Sjogren(198-200). En lo que respecta al compartimento de linfocitos B, se confirmo
que el mejor parametro diagnostico para diferenciar ambas entidades era el cociente
entre el porcentaje de linfocitos B naive y el de linfocitos B de memoria non-
switched (Bnsm), que mostraba una precision diagnostica superior a la que habia
publicado recientemente Barcelos et al., aunque ligeramente inferior a la relacion
analoga (Bm2 + Bm2')/(eBm5 + Bmb5) descrita anteriormente por Cornec et al. y
Binard et al.(198-200). Sin embargo, el cociente entre los porcentajes de Bnsw Y
linfocitos T CD4" activados (Bnsm/CD4acr) fue el parametro que mostré una mejor
precision diagnostica para distinguir a los pacientes con SSp de los pacientes con
sindrome seco no-Sjogren, mejor que las distintas relaciones entre subpoblaciones de
linfocitos B. El cociente Bnsm/CD4act permitié incluso discriminar entre pacientes
con SSp seronegativo y pacientes con sindrome seco no-Sjogren. Ciertamente, el
hecho de utilizar un cociente que combina tanto subpoblaciones de linfocitos B como
T mejora la rentabilidad diagnostica en el caso de los pacientes con SSp
seronegativo, ya que las subpoblaciones de linfocitos B estdn mucho maés alteradas
en los pacientes seropositivos y son mas similares a la normalidad en los
seronegativos, mientras que las alteraciones en los linfocitos T (especialmente la
disminucion de los recuentos de linfocitos T naive y el incremento de linfocitos T
activados, tanto CD4* como CD8") siguen siendo muy marcadas en los pacientes con
SSp seronegativo. Estos resultados sugieren que el inmunofenotipo linfocitario en
sangre periférica puede ser de utilidad diagnéstica en pacientes con sospecha de SSp
en los gque los anticuerpos anti-Ro/SSA y anti-La/SSA son negativos, y en los que la
BGSm no resulta diagndstica, no es factible o es rechazada por el paciente. Aunque
Minguenau et al. ya habian sugerido la posible utilidad diagnostica del
inmunofenotipo linfocitario completo en sangre periférica, ningun estudio habia
analizado en profundidad la precision diagndstica de la distribucion de las
subpoblaciones de linfocitos T y B para diferenciar entre SSp y sindrome seco no-
Sjogren previamente a la publicacion de este estudio incluido en la presente tesis
doctoral(58,243).
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Este estudio tiene algunas limitaciones que es necesario mencionar. En primer
lugar, el nimero de pacientes incluidos es pequefio y por tanto los resultados deberan
ser validados en otras cohortes con un mayor numero de sujetos. No obstante, la
cohorte de este estudio estaba compuesta por un grupo bien definido de pacientes con
SSp con un seguimiento prospectivo prolongado, y por un grupo de pacientes con
sindrome seco no-Sjogren de larga evolucion que no cumplieron criterios
clasificatorios de SSp durante un seguimiento prolongado, descartandose por tanto la
posibilidad de que estos pacientes presenten en realidad un SSp en una fase precoz
de la enfermedad. En segundo lugar, la inclusién de pacientes bajo tratamientos
inmunomoduladores o inmunosupresores podria haber influido en la distribucion de
las subpoblaciones linfocitarias circulantes. Sin embargo, los resultados obtenidos
sugieren que aunque el tratamiento activo puede aumentar el nimero absoluto de
linfocitos circulantes, no afecta de forma significativa a los recuentos relativos de
linfocitos, ya que el inmunofenotipo linfocitario en sangre periférica fue similar en
los pacientes con SSp que estaban recibiendo tratamiento y en los que no. Por ello, se
decidié incluir en el presente estudio tanto a los pacientes tratados como a los no
tratados, para evitar el sesgo de seleccion derivado de excluir a los pacientes tratados,
que son los que presentan una enfermedad mas grave. Por Gltimo, cabe destacar que
la mayoria de los pacientes con SSp presentaban una enfermedad de larga duracion y
que la distribucién de las subpoblaciones linfocitarias circulantes podria ser diferente
en las etapas iniciales y en las avanzadas de la enfermedad, de forma similar a lo que
se ha descrito recientemente en los pacientes con LES(244). Por tanto, serd necesario
validar los resultados de este trabajo en otras cohortes que incluyan pacientes con
SSp de diagndstico reciente.

La principal fortaleza del presente estudio es la utilizacion de un
inmunofenotipado  por citometria de flujo estandarizado y aceptado
internacionalmente, que permite una identificacion fiable y reproducible de las
diferentes subpoblaciones de linfocitos(182). Esta metodologia diferencia el presente
trabajo de estudios previos que habian utilizado el sistema de clasificacion de las
células B maduras Bm1-Bmb5, propuesto inicialmente para los linfocitos B de los
organos linfoides secundarios y que se basa fundamentalmente en los marcadores de

superficie IgD y CD38, pero que no tiene en cuenta el CD27, que es el marcador
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fundamental de las células B de memoria circulantes(194,245,246). Por otra parte, el
seguimiento prospectivo prolongado de todos los pacientes con SSp y sindrome seco
no-Sjogren en un hospital universitario con amplia experiencia en SSp permite una
clara diferenciacion entre ambos grupos de pacientes(22).

A modo de conclusion, en este estudio se confirma que los pacientes con SSp
presentan un desequilibrio muy importante en la distribucién de las subpoblaciones
de linfocitos tanto T como B, con una disminucion de los linfocitos T CD4" y de los
linfocitos B de memoria, y un incremento de los linfocitos T activados y de los
linfocitos B naive. Estas alteraciones permiten de hecho discriminar entre los
pacientes con SSp y aquellos con sindrome seco no-Sjdgren, utilizando el cociente
entre los porcentajes de linfocitos B de memoria non-switched y linfocitos T CD4*
activados, que presenta una buena sensibilidad para detectar a los pacientes que

realmente presentan SSp, incluso en el caso de pacientes seronegativos.

Estudio 2: Citoquinas y quimioquinas séricas como biomarcadores en el SSp

En este segundo estudio que conforma la presente tesis doctoral, se evalla la
utilidad de los niveles séricos de BAFF, IL-17, IL-18, IL-21, 1L-22, CXCL13, TNF-
R2 y PD-L2 como biomarcadores diagnosticos y de actividad de la enfermedad en el
SSp. Se decidio analizar la utilidad de las citoquinas BAFF, I1L-17, IL-18, IL-21, IL-
22 y de la quimioquina CXCL13 porque ya habian sido estudiadas en mayor o0 menor
medida en pacientes con SSp (Tabla 1.6). En cambio, TNF-R2 y PD-L2 se afiadieron
al proyecto en base a un trabajo publicado en 2016 por Nishikawa et al., que
utilizando un anélisis protedmico de alto rendimiento para identificar proteinas con
diferente expresion entre pacientes con SSp y controles sanos, identificaron cinco
proteinas (CD48, CXCL13, TNF-R2, BAFF y PD-L2) que se correlacionaban con las
puntuaciones ESSDAI en pacientes con SSp(207).

En el presente estudio fue posible confirmar que los niveles de BAFF,
CXCL13, IL-21 y PD-L2 eran diferentes entre los pacientes con SSp y el grupo
control (formado por pacientes con sindrome seco no-Sjégren y voluntarios sanos) y
que los niveles séricos de BAFF, CXCL13, IL-21 y IL-22 se relacionaban con la
actividad de la enfermedad en los pacientes con SSp. Sin embargo, los niveles

séricos de CXCL13 y BAFF se asociaron de forma mas débil con la puntuacién
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ESSDAI en el momento de la inclusion que en publicaciones previas. Esta
discrepancia se debe probablemente a que las caracteristicas de nuestra cohorte son
diferentes a las de estudios previos, pues los pacientes de esta cohorte presentaban
una enfermedad de larga duracién (mediana de 12 [8-16] afios, media de 13,2 (DE
7,2) afos) y poca actividad (mediana de puntuacion ESSDAI de 2 [0-2]), con solo un
13,6% de los pacientes con actividad moderada o alta (ESSDAI > 5). En este sentido,
es posible argumentar que la puntuacion ESSDAI no refleja adecuadamente la
actividad de la enfermedad en sus etapas avanzadas, cuando la mayoria de las
manifestaciones clinicas son de larga duracién, ya que segin este sistema de
puntuacion las manifestaciones clinicas “estables durante al menos 12 meses”
puntdan como cero, hecho que puede subestimar la actividad de la enfermedad.

El factor de activacion de células B (BAFF), también conocido como
estimulador de linfocitos B (BLyS), fue una de las primeras citocinas relacionadas
con la actividad en pacientes con SSp. En 2013, Quartuccio et al. hallaron una
correlacion importante entre la puntuacion ESSDAI y los niveles séricos de
BAFF(210). En contraste con la cohorte de nuestro estudio, la cohorte de Quartuccio
et al. estaba compuesta por pacientes mas jovenes (edad media de 49,7 (DE 14,1)
afios) y con mas actividad de la enfermedad (puntuacion mediana de ESSDAI de 10).
Mas recientemente, James et al. también describieron una correlacion entre el
ESSDAI y los niveles séricos de BAFF en la cohorte mas amplia publicada a este
respecto(209). De forma similar al estudio de Quartuccio et al., su cohorte incluia
pacientes con una menor duracion de la enfermedad (media de 7 (DE 6,1) afios vs.
13,2 (DE 7,2) afios) y una mayor puntuacion ESSDAI (mediana de ESSDAI de 4 [1-
7] vs. 2 [0-2]) que los de nuestra cohorte. En conjunto, los hallazgos de estos autores
en contraste con los de nuestro estudio sugieren que BAFF puede ser un biomarcador
mas preciso para identificar pacientes con alta actividad en las primeras etapas de la
enfermedad.

La quimioquina 13 con motivo CXC (CXCL13), también conocida como
guimioatrayente de linfocitos B (BLC) o quimiocina 1 atrayente de células B (BCA-
1), es una quimioquina homeostatica que regula el trafico de células B y desempefia
un papel clave en la organizacion de las estructuras linfoides, asi como en la

formacion de centros germinales ectdpicos en los pacientes con SSp(247,248). El

95



grupo de Nocturne et al. fue el primero en describir la asociaciéon entre CXCL13y la
actividad de la enfermedad en pacientes con SSp, una observacién confirmada
posteriormente por Nishikawa et al.(166,207). En nuestro estudio pudimos
corroborar también la correlacion existente entre la puntuacion ESSDAI y los niveles
séricos de CXCL13 a pesar de que los pacientes de nuestra cohorte presentaban una
mayor duracion de la enfermedad con respecto a las cohortes de Nocturne et al.
(mediana de 5 afios) y de Nishikawa et al. (media de 4,7 (DE 6,6) afios en la cohorte
de derivacion y 3,5 (DE 5,8) afios en la cohorte de validacion) y una menor
proporcién de nuestros pacientes presentaba actividad moderada o alta (ESSDAI > 5)
con respecto a la cohorte de Nocturne et al. (13,6% vs. 39,3%). Ademas, en nuestro
estudio, los niveles de CXCL13 se correlacionaron también con otros marcadores
subrogados de actividad de las células B, tales como los anticuerpos anti-Ro60, los
niveles de f2MG vy la linfopenia, y de forma llamativa con la enfermedad pulmonar
intersticial, validando los hallazgos de Nishikawa et al.(207). Este hallazgo podria
ser de interés en pacientes con neumopatia intersticial de etiologia no filiada, ya que
en ocasiones puede ser la forma de presentacion del SSp en pacientes que no
presentan sintomas de sequedad(249). Es especialmente relevante que los niveles
séricos de CXCL13 se han asociado recientemente con el desarrollo de linfoma, pero
en nuestro estudio la existencia de linfoma previo o concomitante era un criterio de
exclusion y ninguno de los pacientes incluidos desarrollé un linfoma durante el
seguimiento posterior hasta marzo de 2021. Sin embargo, tres pacientes con SSp que
no fueron incluidos en el estudio por presentar linfoma previo, presentaban niveles
séricos elevados de CXCL13 (606 pg/mL en una paciente con linfoma de Hodgkin,
1082 pg/mL en una paciente con linfoma MALT parotideo y 317,5 pg/mL en una
paciente con LBDCG) a pesar de estar en remision completa, en linea con los
resultados publicados por Traiano et al.(215). Por ultimo, CXCL13 se ha relacionado
con el reclutamiento de linfocitos B de memoria circulantes en las glandulas
salivales, pero en nuestro estudio no se encontrd ninguna asociacién entre las
subpoblaciones de linfocitos B circulantes y los niveles séricos de CXCL13(52).

La IL-21 es una citoquina pleiotropica que pertenece a la familia de citoquinas
dependientes de la cadena y del receptor comun de citoquinas(250). Es producida

principalmente por los linfocitos T colaboradores foliculares T (TrH) Y una de sus
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funciones es dirigir la activacion de las células B y su diferenciacion a células
plasméticas(251,252). En el SSp, la IL-21 se ha relacionado con la proliferacion de
linfocitos T CD8" naive y de memoria, con la activacién, proliferacion y
supervivencia de linfocitos T CD4*, y con la presencia de
hipergammaglobulinemia(222). En la presente tesis doctoral se ha podido confirmar
que los niveles séricos de I1L-21 se asocian con la relacion naive/memoria alterada de
las células B que es caracteristica del SSp, asi como con marcadores subrogados de
activacion de célula B como pueden ser los niveles séricos de IgG o el dominio
bioldgico del ESSDAL. Estos hallazgos apoyan el papel clave de la IL-21 producida
en los centros germinales de las glandulas inflamadas de los pacientes con SSp en el
reclutamiento de linfocitos B de memoria circulantes.

La IL-22 es una citoquina que pertenece a la familia de la 1L-10, y se sabe que
regula la homeostasis de las mucosas y promueve la reparacion epitelial después de
un dafio tisular(253). Es producida por células linfoides innatas, linfocitos T y células
epiteliales ductales y se ha observado que se encuentra sobreexpresada en las
glandulas salivales de los pacientes con SSp, donde tiene un papel clave en el
reclutamiento de células B y la formacion de centros germinales ectopicos(54,254).
Se ha demostrado que la IL-22 esta involucrada en la produccion de quimioquinas
linfoides como CXCL13 en los centros germinales, que a su vez orquestan la
organizacion de células B, la formacion de agregados linfocitarios y la produccién de
autoanticuerpos(54). Cabe destacar que la IL-22 sérica se ha relacionado con los
anticuerpos anti-Ro/SSA y anti-La/SSB, con la hipergammaglobulinemia y el FR en
pacientes con SSp(224). En el presente estudio, la IL-22 se relacion6 también con la
presencia de linfopenia, con un incremento de linfocitos T CD4" activados
circulantes y con puntuaciones ESSDAI mas altas, asi como con los niveles séricos
de CXCL13, lo que apoya el papel fundamental de la IL-22 en la generacién de los
centros germinales ectopicos.

La proteina de muerte celular programada 1, conocida simplemente como PD-1
(Programmed Death 1) es un receptor que pertenece a la familia CD28/CTLA-4y en
conjunto con sus dos ligandos (PD-L1y PD-L2) son factores clave en la sefializacion
inhibitoria de las células T, mediando los mecanismos de tolerancia y

autoinmunidad(255). ElI PD-L1 se ha investigado ampliamente en los ultimos afios,
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pero la funcion del PD-L2 sigue sin estar clara, aunque se ha propuesto que PD-L2
tiene un papel dominante en las respuestas mucosas frente a antigenos ambientales
promoviendo la tolerancia(256,257). En el ambito de las enfermedades autoinmunes
sistémicas hay publicaciones recientes y contradictorias en pacientes con LES, ya
que mientras Tong et al. encontraron niveles séricos mas bajos de PD-L2 en los
pacientes con LES que en los sujetos sanos, Hirahara et al. encontraron niveles
séricos mas elevados, aunque en ambos estudios se hallo una correlacion positiva con
los niveles de complemento(258,259). En la esclerosis sistémica se ha descrito que
los niveles séricos de PD-L2 se encuentran aumentados y que se asocian a la
extension de la fibrosis cutdnea y a algunas caracteristicas clinicas e
inmunoldgicas(260). En el SSp, Nishikawa et al. propusieron en 2016 la utilidad de
PD-L2 como biomarcador de actividad(207). En la presente tesis doctoral se ha
observado que los pacientes con SSp presentan niveles séricos mas bajos de PD-L2
que los controles, pero no se halld asociacion con la actividad de la enfermedad,
resultados en la linea del estudio de Tong et al. en el LES(258). El hallazgo de
niveles disminuidos de PD-L2 en los pacientes con pSS es el mas novedoso del
presente estudio, ya que es la primera vez que se describe en la literatura, pero a la
vista de los resultados contradictorios en los pacientes con LES, y con lo publicado
por Nishikawa et al., debera confirmarse en otras cohortes(207,258,259). Dado que
los ratones knockout PD-L2 (PD-L27) presentan una abolicion de la tolerancia a
antigenos orales y una hiperreactividad bronquial exacerbada ante la provocacion
con antigenos respiratorios, es posible especular que niveles bajos de PD-L2 soluble
puedan estar relacionados de alguna manera con el desarrollo o el mantenimiento de
la respuesta autoinmune en las glandulas salivales de los pacientes con
SSp(261,262). Por otra parte, Liang et al. demostraron que los ratones PD-L27
presentan una mayor susceptibilidad frente a la infeccion por Leishmania mexicana,
en comparacion con los ratones normales y los ratones PD-L17"; estos autores
proponen como mecanismo subyacente una produccion exagerada de IgM e 1gG2
especificas contra antigenos de Leishmania que suprimiria la respuesta inflamatoria
normal. Los hallazgos del estudio de Liang et al. sugieren por tanto que PD-L2

participa en la regulacion de las respuestas inmunes humorales mediando la
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activacion de los linfocitos B, por lo que es posible que las alteraciones de la via PD-
1/PD-L1y PD-1/PD-L2 estén implicadas en la patogenia del SSp(263).

Con respecto a la utilidad diagnostica de las citoquinas analizadas en el
presente estudio, se hallo que el cociente entre la suma de las concentraciones séricas
de BAFF y CXCL13 y los niveles séricos de PD-L2 permite identificar a los
pacientes con SSp con una buena especificidad, incluso si se trata de pacientes con
SSp seronegativo.

Este estudio presenta varias limitaciones que hay que sefialar. En primer lugar,
el nimero de pacientes y de controles incluidos es pequefio, a pesar de ser mayor que
en otras publicaciones anteriores. En segundo lugar, los pacientes con SSp incluidos
este estudio presentaban una enfermedad de larga duracion, y es posible que las
citoguinas y quimioquinas analizadas tengan un comportamiento dindmico en los
pacientes con SSp y presenten concentraciones séricas diferente en los pacientes con
estadios iniciales o0 mas tempranos de la enfermedad, que son los que habitualmente
se han incluido en las cohortes publicadas hasta el momento. Asimismo, cabe la
posibilidad de que distintos biomarcadores séricos puedan ser Utiles para diferentes
dominios de actividad de la enfermedad, y que por tanto los resultados de distintas
cohortes sean diferentes en funcion de las manifestaciones extraglandulares que
presenten los pacientes(209). Por ultimo, es posible que el ESSDAI pueda ser menos
preciso para evaluar la actividad de la enfermedad en pacientes con enfermedad de
larga duracién, ya que las manifestaciones clinicas persistentes pero estables mas de
12 meses se puntian como cero, lo que puede subestimar la actividad de la
enfermedad en algunos casos.

A pesar de estas limitaciones, hay que sefialar que tanto los pacientes con SSp
como los pacientes con sindrome seco no-Sjogren incluidos en la cohorte del estudio
son pacientes con un seguimiento prospectivo muy prolongado (mas de 10 afios en la
mayoria de los casos) en una unidad de referencia de un hospital universitario con
experiencia en SSp, por lo que la validez de los biomarcadores diagndsticos
propuestos es muy sélida.

En resumen, en base a este estudio se puede afirmar que CXCL13, BAFF, IL-
21y especialmente IL-22 son biomarcadores séricos de actividad Utiles en pacientes

con SSp, ya que se correlacionan con marcadores subrogados de actividad de las
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celulas B y/o con la puntuacion ESSDAI. Ademas, CXCL13, IL-21 e IL-22 podrian
ser indicadores mas precisos de la actividad de la enfermedad que el BAFF sérico en
pacientes con SSp de larga duracion. Asimismo, los niveles séricos de IL-21 se
relacionan con el cociente de celulas B naive/memoria que se halla
caracteristicamente aumentado en el SSp, y los niveles séricos de IL-22 se asocian
con el aumento de células T CD4" activadas en sangre periférica. Por ultimo, los
niveles séricos de PD-L2 estan disminuidos en los pacientes con SSp y la relacion
entre los niveles séricos de CXCL13, BAFF y PD-L2 permite discriminar a los
pacientes con SSp de los que presentan sindrome seco no-Sjoégren. En cualquier caso,
son precisos nuevos estudios para confirmar estos hallazgos y aclarar el papel de PD-
L2 en el SSp, asi como la potencial utilidad de las terapias dirigidas a las vias de
CXCL13y PD-1.

Aportacion a la practica clinica

En conjunto, los resultados de los estudios incluidos en la presente tesis
doctoral abren la puerta a la utilizacién del inmunofenotipo linfocitario en sangre
periférica y de la determinacion de citoquinas séricas con fines diagndsticos en
pacientes con sospecha de SSp que no puede ser confirmada de otra forma, bien por
ser pacientes sin anticuerpos anti-Ro/SSA ni anti-La/SSB, bien por no ser
diagnostica o factible la BGSm o bien porque no presentan ningun sintoma de
sequedad.

En los ultimos afios se ha planteado la existencia de pacientes con un SSp
extraglandular “puro” (también Illamado SSp “oculto”) que no presentarian
afectacion glandular significativa, de forma analoga a lo que ocurre en la ES en los
pacientes sin afectacion cutanea (forma sine esclerodermia), o en la arteritis de
células gigantes en pacientes con afectacion exclusiva de grandes vasos (formas
extracraneales)(124,264,265). Algunos ejemplos analogos en el SSp podrian ser
determinados pacientes con enfermedad pulmonar intersticial que no cumplen
criterios clasificatorios de ninguna enfermedad autoinmune sistémica, o pacientes
con polineuropatia sensitiva que no presentan sintomas de sequedad de mucosas pero
qgue pueden realmente presentar una forma sistémica de SSp. De hecho, en los

ultimos afios se ha dedicado una atencién especial a los pacientes con SSp con
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neumopatia intersticial, ya que se ha descrito que hasta en un 20% de estos pacientes
el diagndstico de la enfermedad pulmonar intersticial precede al diagnostico de SSp.
En este sentido, Manfredi et al. describieron una serie de 13 pacientes en los que se
diagnostico un SSp a raiz de una neumopatia intersticial, y en 6 de estos 13 pacientes
no habia sintomas de sequedad en la evaluacién inicial y no presentan anticuerpos
anti-Ro/SSA ni anti-La/SSB, por lo que fueron clasificados como enfermedad
intersticial pulmonar difusa de etiologia idiopatica, hasta que acabaron presentando
manifestaciones clinicas sugestivas de SSp tiempo después, lo que conllevd una
demora diagndstica mediana de 16 meses(249). Las neuropatias periféricas asociadas
al SSp también pueden preceder a las manifestaciones glandulares del SSp o incluso
presentarse en pacientes que nunca llegan a desarrollar sintomas de sequedad, por lo
que en pacientes seronegativos puede ser dificil llegar a un diagnostico si no se
recurre a la BGSm(266). Por ello, es esencial disponer de herramientas diagnosticas
que permitan identificar a los pacientes con alguna manifestacion extraglandular
sugestiva de SSp pero que no presentan sintomas de sequedad ni anticuerpos
especifico y que en cambio pueden presentar un SSp. Asi, se podria plantear la
realizacién de una BGSm en los pacientes con algin biomarcador sérico de SSp, ya
que practicar una BGSm a todos los pacientes con alguna manifestacion
extraglandular sugestiva de SSp pero sin otros datos clinicos ni seroldgicos
sugestivos no parece una estrategia aceptable. Los hallazgos de la presente tesis
apoyan la utilizacion del andlisis de subpoblaciones de linfocitos T y B en sangre
periférica y de los niveles séricos de CXCL13, BAFF y PD-L2 con fines
diagndsticos en aquellos casos en los que se plantea la posibilidad de un SSp pero en
los que no se puede alcanzar el diagndstico con las pruebas complementarias
convencionales (autoanticuerpos especificos, test de sequedad ocular y oral
objetivos, BGSm).
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7. Conclusiones

103



104



1)

2)

3)

4)

El cociente entre el porcentaje de linfocitos B de memoria sin cambio de
isotipo (non-switched) y el de linfocitos T CD4" activados permite diferenciar
a los pacientes con sindrome de Sjogren primario de los pacientes con
sindrome seco no-Sjogren

La relacion entre los niveles séricos de BAFF y CXCL13 y los de PD-L2
permite discriminar entre los pacientes con sindrome de Sjogren primario y
los pacientes con sindrome seco no-Sjégren.

Los pacientes con sindrome de Sjogren primario con actividad sistémica
(ESSDAI>0) presentan niveles séricos méas elevados de CXCL13, IL-21,
IL-22 y TNF-R2, aunque no hay una correlacion lineal entre estos
biomarcadores y el ESSDAL.

La IL-21 y la IL-22 se asocian con la alteracién de la relacion naive/memoria
de las células B y con el incremento de linfocitos T CD4" activados
respectivamente, y ambas se correlacionan con la VSG, el factor reumatoide
y los niveles séricos de IgG en los pacientes con sindrome de Sjogren

primario.
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8. Lineas de futuro
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Los biomarcadores diagnosticos propuestos en los estudios realizados en el
seno de la presente tesis doctoral necesitan en primer lugar ser validados en otras
cohortes diferentes de pacientes con SSp y deberan validarse también no solo frente a
controles sanos y pacientes con sindrome seco no-Sjogren, sino también frente a
pacientes con otras conectivopatias, especialmente LES y ES. En cualquier caso,
disponer de biomarcadores séricos que sugieran el diagndstico de SSp puede ser muy
atil en determinadas patologias y sera interesante estudiar estos biomarcadores en
cohortes de pacientes con neumonia intersticial con rasgos autoinmunes (IPAF).

Con respecto al inmunofenotipo linfocitario, en los ultimos afios se han
publicado algunos estudios sobre el papel de los linfocitos TrH en el SSp(267). El
grupo de Fonseca et al. propuesto la utilidad diagndstica del cociente entre las
ceélulas T foliculares reguladoras y las TrH para identificar a los pacientes con SSp y
la utilidad como biomarcador de actividad de las células Trn activadas (PD-
1¥1COS™), que se correlacionarian con el ESSDAI(268). Por tanto, los futuros
estudios sobre la utilidad del inmunofenotipo linfocitario circulante como
biomarcador en SSp deberan incluir también estas subpoblaciones.

En el presente trabajo no se estudid la relacion entre las poblaciones
linfocitarias circulantes y las tisulares debido a que la mayoria de las biopsias
disponibles estaban realizadas varios afios antes del presente proyecto. Este problema
es habitual en otras cohortes y es imprescindible disefiar un estudio en pacientes con
SSp incidente, de tal forma que se analicen las BGSm y las subpoblaciones
linfocitarias circulantes obtenidas de forma proxima en el tiempo, para conocer si
realmente la distribucion de los linfocitos en sangre periférica refleja lo que esta
ocurriendo en los tejidos inflamados.

Por otra parte en la cohorte de pacientes estudiada en esta tesis doctoral no
hubo casos incidentes de linfoma, aunque el seguimiento prospectivo de los
pacientes continlia y es posible que en el futuro se pueda extraer nueva informacion
de interés pronéstico de las determinaciones realizadas en estos pacientes. En
cualquier caso, sera necesario estudiar cohortes mas numerosas y con un mayor
seguimiento prospectivo para determinar si las alteraciones en el inmunofenotipo

linfocitario circulante se asocian al riesgo de desarrollo de linfoma y para confirmar

109



los hallazgos del grupo de Nocturne, que en 2015 publicaron una asociacion entre los
niveles séricos de CXCL13 y desarrollo de linfoma(166).

Por ultimo, los hallazgos con respecto a los niveles disminuidos de PD-L2
deben ser confirmados en nuevos estudios, debido a que los resultados son
discordantes con los de Nishikawa et al., que son los Unicos autores que han
estudiado los niveles de PD-L2 en el SSp(207). Ademas, en base a los hallazgos de
nuestro trabajo parece necesario llevar a cabo un nuevo estudio en el que se analicen
todos los componentes de la via de PD-1, incluyendo tanto PD-1, como PD-L1y PD-
L2, para analizar las relaciones entre ellos, con otras citoquinas, con las poblaciones
linfocitarias y con los hallazgos histoldgicos de las BGSm, idealmente obtenidas de
forma simultanea en el tiempo con la sangre periférica. Si se confirma que la
actividad de PD-L2 esta disminuida en el SSp esto podria abrir la puerta a utilizar la

via PD-1 como una diana terapéutica en esta enfermedad.
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