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Resumen

Objetivo: Determinar si los pacientes con LEG que desarrollan infeccion presentan alteraciones
en las subpoblaciones de linfocitos y monocitos, asi como en la fagocitosis, NETosis y estallido
respiratorio en neutréfilos y en la fagocitosis de monocitos.

Metodologia: Se realizdé un estudio exploratorio de 22 pacientes para evaluar el efecto de las
dosis variables de esteroides y de actividad de la enfermedad asi como la profilaxis antibiética en
los parametros inmunolégicos de pacientes con LEG y su relacidon con la predisposicién al
desarrollo de infecciones. La evaluacion de los parametros inmunolégicos se realizé antes de
iniciado el tratamiento y al final de los primeros 6 meses del mismo. En cada visita se tom6 una
muestra de 30 mL de sangre venosa periférica anticoagulada con heparina no fraccionada,
mediante venopuncion. Se separaron las células mononucleares (CMN) por centrifugacion a
través de gradientes de densidad (Ficoll-Hypaque). Los neutrofilos fueron aislados mediante
sedimentacion con dextran posterior a la lisis de eritrocitos con solucion salina hipotonica.
Posteriormente se evaluaron los siguientes parametros: Inmunofenotipificacién linfocitaria T, B,
NK por citometria de flujo, ensayo de fagocitosis, cuantificacién estallido respiratorio de
neutrdfilos.

Resultados: El porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ se increment6 cuando los pacientes se
encontraron con actividad baja de la enfermedad y con dosis bajas de prednisona. Los pacientes
con mayor cantidad de LDG en los momentos de exacerbacion de la enfermedad tienen mayor
predisposicion a infecciones. Las infecciones recurrentes se relacionaron a mayor indice
CD4/CD8 al momento de actividad de la enfermedad con una p menor a 0.006. Los pacientes
con infecciones graves tuvieron mayor cantidad de neutréfilos con estallido respiratorio en
ndmeros absolutos con una p=0.08. La fagocitosis en neutréfilos y monocitos disminuye al
momento de alcanzar el periodo de respuesta clinica y al bajar la dosis de prednisona, con un p
0.031 para el porcentaje de monocitos con fagocitosis y p 0.09 para el nimero absoluto de

monocitos con fagocitosis. Hubo una tendencia al aumento del porcentaje de neutréfilos que



presentan estallido respiratorio posterior a la respuesta clinica y al consumo de dosis bajas de
esteroides. Se encontr6 una correlacion negativa débil entre la dosis de prednisona y los
nimeros absolutos de monocitos con fagocitosis con una p 0.07, R2 de 0.21.

Conclusiones: En pacientes con LEG, hay un aumento en la fagocitosis durante episodios de
actividad de la enfermedad en la que se administran dosis altas de esteroides. Los parametros

de fagocitosis y estallido respiratorio no se relacionaron con el desarrollo de infeccion.

Palabras clave: Lupus eritematoso generalizado, trimetoprim sulfametoxazol, fagocitosis,
NETosis, estallido respiratorio.



Analisis del perfil inmunoldgico de pacientes con lupus eritematoso
generalizado y su relacion con complicaciones infecciosas

Antecedentes

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune crénica y
multisistémica cuya incidencia anual en Estados Unidos se reporta de 2 a 7.6 pacientes por cada
100000 personas y prevalencia desde 19 a 159 pacientes por cada 100000 personas. La
relacion mujer/hombre es de 9/1.

La mortalidad en pacientes con LEG ha mejorado en los ultimos 30 afios. Las principales causas
de mortalidad son por actividad de la enfermedad, infecciones y complicaciones
cardiovasculares. En la cohorte GLADEL de pacientes de latino América la actividad de la
enfermedad e infecciones son las principales causas de muerte (44%), seguidas por actividad de

la enfermedad sola (35%), infeccion sola (15%) y malignidad (3%). [1].

Infecciones en pacientes con LEG.

Las infecciones estan entre las principales causas de hospitalizacion cerca del 20% vy
representan del 25 al 50% de la mortalidad en pacientes con lupus eritematoso generalizado. En
general, las infecciones bacterianas son las mas frecuentes, seguidas por las virales, fungicas y
por protozoarios. Los principales microorganismos aislados en pacientes con LEG son: S.
pneumoniae, E. coli, Pseudomonas spp; Herpes zoster, CMV, y VPH, Candida spp, P. jirovecci, y
C. neoformans, siendo el tracto respiratorio y urinario los sitios mas frecuentemente afectados.[2]
Se han descrito diversos factores de riesgo para infeccion en los pacientes con LEG como son:
actividad de la enfermedad con alto puntaje de SLEDAI, titulos elevados de anti - DNA de doble
cadena, niveles bajos de complemento, nefritis IUpica, neutropenia, linfopenia, tratamiento con

corticoesteroides, pulsos de corticoesteroides, y altas dosis de ciclofosfamida) [3].



En una cohorte de 110 pacientes coreanos 42 (38%) tuvieron al menos un episodio de infeccién.
La incidencia de infeccion fue del 4.4/100 pacientes afio. En el analisis multivariado, los
predictores independientes de infeccion durante el diagndstico de LEG, fueron un SLEDAI >12 (p

= 0.01), niveles de C3 < 90 mg/dL (p=0.01) y anti DNA positivos (p <0.01) [4]

Se han realizado estudios para investigar la incidencia de infecciones oportunistas en pacientes
con LEG que reciben diferentes dosis de corticoesteroides. En un estudio en Taiwan se encontré
gue la incidencia acumulada de infecciones oportunistas fue 136 veces mas alta en el grupo con
esteroides que en el grupo sin esteroides, con un riesgo relativo para infecciones oportunistas de
1.4 (95% IC 0.78-2.51) en pacientes que tenian prednisona de 7.5-15 mg, 1.72 (95% IC 1.02-
2.91) para una dosis de prednisona de 15-30 mg, 1.96 (95% IC 1.17-3.28) para una dosis de

prednisona de 30-60 mg y 2.24 (95% IC 1.26-4) para mas de 60 mg de prednisona . [5].

Profilaxis con trimetoprim sulfametoxazol en pacientes con lupus eritematoso generalizado.

Debido al alto riesgo de infecciones en pacientes tratados con dosis elevadas de
corticoesteroides existen recomendaciones a tomar en consideracién, como la aplicacién de
vacunas contra influenza, S. pneumoniae y hepatitis B y el uso de tratamiento profilactico para

P. jirovecii en grupos especificos.

La infeccién por Pneunocystis jirovecii es poco comin pero pone potencialmente en riesgo la
vida de pacientes inmunocomprometidos. En pacientes sin VIH el factor de riesgo mas
importante es el uso de farmacos inmunosupresores, especialmente corticoesteroides. Otros
factores que se han encontrado asociados a esta infecciéon en pacientes con lupus son actividad
de la enfermedad en particular renal y hematoldgica con linfopenia de CD4+.

No existe un consenso para el uso de tratamiento profilactico en pacientes con enfermedades
reumatoldgicas. En la practica actual el iniciar profilaxis contra P. jirovecii cuando se usan dosis
mayores a 16 mg de prednisona por mas de 8 semanas se apoya en el estudio de la Clinica

Mayo de 1996, que incluyo pacientes con neumonia por Pneumoystis jirovecii (NPJ) entre 1985



y 1991 (HIV negativo), 90% tomo corticoesteroides en el mes previo a la infeccién. La media de
dosis de esteroide en pacientes con NPJ (Neumonia por Pneomocisti Jirovecii) fue de 30 mg/dia,
y la duracion media de tratamiento previo al desarrollo de NPJ fue de 12 semanas. Veinticinco
por ciento de estos pacientes recibieron solo 16 mg y 25% desarrollo NPJ en 8 semanas o
menos. Sin embargo, este estudio tuvo pocos pacientes con enfermedad autoinmune y muchos

con enfermedades hematoldgicas. [6]

AuUn hay poca evidencia de la incidencia de esta infeccion en pacientes con enfermedades
autoinmunes, algunos estudios retrospectivos como los de Li Ching y cols, encontraron una
incidencia de NPJ de 75 por 100000 pacientes afio, con una mortalidad hospitalaria del 50%.
Todos los pacientes que fallecieron tenian altas dosis de corticoesteroides al momento del
diagnostico de NPJ. Hubo un aumento en la incidencia en los pacientes que tenian altas dosis de
corticoesteroides vs los que no, con un riesgo relativo de 19 (P= 0.01; 95% IC, 2-182.8). El
promedio de dosis de prednisona en pacientes que desarrollaron NPJ frente a los que no fue de
55.5 vs 10.7 mg, respectivamente (P= 0.002) [7]. Ogawa y col encontraron en su estudio
retrospectivo de pacientes con enfermedades autoinmunes que recibian mas de 30 mg de
prednisona que la dosis inicial de prednisona, el conteo de linfocitos a las 2 semanas
(<500/microal), y el uso de inmunosupresores durante mas de dos semanas después del inicio de
esteroides son factores de riesgo independientes que contribuyen al desarrollo de NPJ. Ademas,
hubo una disminucién del riesgo de NPJ en pacientes con profilaxis con TMP-SMX [8]. En
Tailandia se estudiaron 138 episodios de riesgo de 132 pacientes con enfermedades
autoinmunes; 59 pacientes recibieron TMP-SMX y 79 no, encontrandose que los 6 casos de
NPJ fueron en el grupo sin profilaxis, con una incidencia promedio de 4.3%. La diferencia en la
incidencia entre los dos grupos fue significativa (P=0.038). En este estudio la mayoria de los
pacientes tenian LEG, 53 en el grupo de profilaxis y 71 en el grupo sin profilaxis. De las
caracteristicas de los pacientes con LEG y profilaxis, se encontr6 que el 69.8% tenian un

SLEDAI-2K mayor o igual a 6, 47.2% tenian nefritis lUpica, 13.2% anemia hemolitica autoinmune,



3.8% actividad gastrointestinal, y 17% actividad neuropsiquiatrica sin diferencias significativas

con el grupo sin profilaxis. [9]

En Corea se realizé un estudio cuyo objetivo fue investigar la eficacia y seguridad de Trimetoprim
sulfametoxazol (TMP-SMX) como profilaxis primaria para NPJ en pacientes con enfermedades
reumatoldgicas que reciben altas dosis de esteroides. Se estudiaron 1522 episodios de
tratamiento prolongado (>= 4 semanas) con altas dosis de esteroide (>= 30 mg dia) en 1092
pacientes en un periodo de 12 afios. Hubo 262 episodios de profilaxis con TMP-SMX, durante el
periodo de seguimiento de 1474.4 personas afio y 30 casos de NPJ con una mortalidad del
36.7% y menor incidencia en el grupo TMP-SMX (HR =0.07 (95% IC 0.0006 a 0.71). La
incidencia de efectos adversos asociados al farmaco fue de 21.2 (14.8-29.3)/100 personas afios,
con solo dos efectos adversos graves, uno de estos fue Steven Johnson. En este estudio la
mayoria de los pacientes del grupo con profilaxis tenia el diagnéstico de lupus eritematosos
generalizado (n=122, 46.8%). [10]. La eficacia de TMP_SMX también se ha reportado en otros
estudios en pacientes con alguna enfermedad autoinmune como en la granulomatosis con
poliangiitis. Incluso hay recomendaciones por EULAR para profilaxis con TMP SMX en pacientes
tratados con ciclofosfamida. Sin embargo, alin no se cuenta con un estudio que evalué esto en

LEG [11, 12]

Papel de los monocitos y neutréfilos para la predisposicion a infecciones en pacientes

con lupus eritematosos generalizado.

Ademas de los factores de riesgo para infecciones anteriormente comentados en pacientes con
lupus eritematoso generalizado, se han descrito defectos intrinsecos del sistema inmune que

incrementan el riesgo, jugando un papel importante los macréfagos y neutrofilos. [13]

Los monocitos son un componente clave del sistema inmune innato involucrado en la regulacion

de la respuesta inmune adaptativa. Estos son derivados de las células mieloides y estan



equipados de sensores disefiados para el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPS), la activacion de estos receptores produce un amplio espectro de citocinas y
quimiocinas. Ademas, los monocitos tienen la capacidad de presentar antigenos por el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) siendo un vinculo importante entre la inmunidad innata y

adaptativa.[13]

Los neutrdfilos son los leucocitos mas abundantes en el cuerpo humano estos se desarrollan en
la médula 6sea y una vez liberados a la circulaciébn se encargan de la proteccién contra
patégenos y son considerados la primera linea de defensa inmune. Estas células tienen un
citoplasma ricamente granulado y un nucleo lobulado y contienen varios tipos de granulos que
almacenan enzimas y péptidos antimicrobianos. La fusion de los granulos con la membrana
plasmatica exterioriza su contenido en un proceso denominado degranulaciéon. El complejo
NADPH oxidasa también se recluta a la superficie de la vacuola donde produce especies
reactivas de oxigeno. La respuesta inflamatoria mediada por neutréfilos es un proceso de
multiples etapas que involucran la adhesion inicial de las células circulantes al endotelio vascular
activado seguida por su extravasacion y migracion hacia el foco inflamatorio y por ultimo la
destruccion in situ de microorganismos extrafios. La eliminaciéon de microbios ocurre a través de
diversos procesos que incluyen la fagocitosis, generacién de especies reactivas de oxigeno por
el estallido respiratorio y el incremento de sustancias microbicidas de los granulos
citoplasmaticos, ademas de un proceso caracterizado por la formacion de trampas extracelulares

de neutrdfilos (NETS). [14]

En pacientes con lupus se han reportado anormalidades cualitativas en la funcién de los
neutréfilos. Los sueros de pacientes con LEG inducen una mayor agregacion de neutréfilos en
comparacion con pacientes sanos e interfieren con la fagocitosis y liberacion de enzimas
lisosomales por los neutréfilos normales. Los neutréfilos in vitro tiene una capacidad fagocitica
deteriorada ademas de una depuracion aberrante de material apoptético por los fagocitos, los

cuales se han propuesto juegan un papel importante en la patogenia del LEG. [13, 14]
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Ademas, se ha descrito la importancia de subpoblaciones de neutréfilos como son los
granulocitos de baja densidad los cuales estan presentes en preparaciones de sangre periféricas
de pacientes con LEG. Los LDGs son distinguidos de los monocitos con base en la alta
expresion del marcador de neutréfilos CD15 y su baja expresion de CD14. Ademaés, los LDGs
derivados de pacientes con LEG expresan CD10 y CD16 pero carecen de expresion de MHC de
clase Il y CD86. Los LDGs expresan similares marcadores de superficie celular de maduracién,
aunque estos se diferencian de otras células por su morfologia nuclear, la cual es similar a un
fenotipo inmaduro. Los LDGs tienen un fenotipo pro-inflamatorio caracterizado por la secrecion
de TNF asi como como IFN tipo | y Il tras la estimulacion que podrian promover y aumentar el
dafio celular. Ademas, los LDG tienen una mayor capacidad para matar células endoteliales al

contacto célula-célula y una capacidad incrementada para formar NETs. [15]

La capacidad fagocitica de los monocitos y neutréfilos es esencial para la defensa del huésped
contra patégenos asi como para la depuracién de células muertas. Tras la activacion del sistema
inmune a través de PAMPs los monocitos migran al sitio de infeccién e inician la fagocitosis. El
reconocimiento celular de componentes de patégenos por moléculas de superficie como son los
receptores de manosa, integrinas y receptores scavenger pueden inducir directamente la
captacion de microbios. Ademas la opsonizacién por anticuerpos y complemento estimula la
fagocitosis via recetores de complemento y receptores Fc en la superficie de células fagociticas.

De forma similar las células apoptéticas y necréticas son eliminadas por fagocitosis. [16]

La fagocitosis es un proceso activo que supone la extensiéon de la membrana del neutréfilo
(formacién de filopodios y lamelipodios) y la invaginacion del neutrofilo en el lugar del objetivo. La
implicacion de los receptores del complemento y de FcyR causa la activacion de distintas vias de
sefializacion que ejercen misiones diferenciadas en la fagocitosis. Mientras que la implicacion de

CR3 (CD11b/CD18) produce la formacién e invaginacion de fibras de estrés de actina, la de
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FcyRIl provoca principalmente la extensiéon de las membranas préximas al objetivo y a su

alrededor. [16]

La depuracion inefectiva de células muertas puede condicionar una fuente de autoantigenos para
el desarrollo de una respuesta autoinmune patogénica. Esta depuracién anormal ha sido
demostrada en paciente con LEG, con defectos intrinsecos en la depuracion. Después de la
unién normal a la superficie de células apotéticas, los macrofagos de pacientes con lupus tienen
una capacidad reducida para internalizar éstos comparado con pacientes sanos. Este defecto
puede ser parcialmente explicado por una reducida expresion de CD22 en monocitos. CD44
media la depuracion de neutréfilos apoptéticos por monocitos y la disminucién de la expresion de
esta molécula es encontrada en pacientes con lupus. Un defeco intrinseco de la fagocitosis
también ha sido encontrado en macréfagos derivados de células hematopoyéticas CD34+ en

pacientes con lupus.[17]

El estallido respiratorio es el proceso por el cual radicales libres son generados dentro del
fagosoma y en la superficie celular. Un radical libre es cualquier molécula que es capaz de existir
independientemente que contenga uno 0 mas electrones no apareados. Los electrones no
apareados alteran la reactividad quimica de la molécula haciéndola mas reactiva que la forma no
radical. Los radicales libres de oxigeno incluyen el radical anién superoxido(O2-) , simplete de
oxigeno, radical hidroxilo(OH) y radical perhidrocilo (HO2) Estos iones son directa e
indirectamente citotoxicos para las bacterias y su produccion también activa otros mecanismos

antibacterianos. [18]

Las especies reactivas de oxigeno son generados por la NADPH oxidasa, un complejo
multiproteico que comprende componentes de membrana y citosélicos. El heterodimero
asociado a la membrana citocromo b558 consiste en las subunidades gp91 phox y p22phox, y es
esencial para la transferencia de electrones de NAPH a la molécula de oxigeno. El componente

citosélico p47phox, p67phox, p40phox y las proteinas pequefias G Racl y Rac2 son requeridas

12



para la activacion completa. Ademas de las propiedades directas microbicidas de las especies
reactivas de oxigeno estas moléculas también juegan un papel importante en la formacién de
NETS.[19]

Deficiencias en alguna de estas subunidades del complejo causan la enfermedad granulomatosa
cronica, una severa inmunodeficiencia caracterizada por la predisposicion a infecciones graves
pero también por manifestaciones autoinmunes como son la enfermedad inflamatoria intestinal y

su causa mas comun es la deficiencia de gp91phox ligada al X. [20]

El estudio del estallido respiratorio no solo es importante para comprender la inmunidad contra
infecciones sino que también esta asociada a enfermedades autoinmunes. Las variantes de
codificaciéon en la subunidad p67phox se asocian con aumento del LEG y esto es consistente con
los datos que sugieren que la deficiencia de gp91phox predispone al lupus. Es posible que la
produccion de autoanticuerpos sea el resultado de un ataque de las ERO al DNA lo que provoca
cambios en la estructura a nivel macromolecular. Las ERO generadas por las célula fagociticas
pueden causar dafio al DNA y favorecer la produccién de autoanticuerpos contra DNA.
Alternativamente un defecto en el control de la apoptosis y la depuracion retardada de las células
apoptéticas proporciona una interaccion sostenida entre radicales libres y las macromoléculas de
células apoptéticas, incluido el DNA que genera neoepitopes que posteriormente producen

autoinmunidad y generacion de autoanticuerpos. [21].

En conclusién, la mayoria de los estudios que han evaluado factores de riesgo para infecciones
bacterianas en LEG han sido transversales o retrolectivos y no han tomado en cuenta las
anormalidades en la inmunidad innata y en linfocitos para el desarrollo de infecciones
bacterianas graves en LEG, por lo que surge la necesidad de llevar a cabo un estudio prolectivo
que integre dichas alteraciones en el cuadro fisiopatologico de la predisposicion a infecciones en

pacientes con LEG.
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Planteamiento del problema

Hasta el momento se desconoce la interaccion entre el efecto del consumo de dosis altas de
esteroides, la actividad de la enfermedad y profilaxis antibiética sobre el funcionamiento del
sistema inmune innato (monocitos y neutrdfilos), proporcién de linfocitos y el desarrollo de

infecciones en pacientes con LEG.

Justificacion

Existe evidencia de que las alteraciones inmunologicas de pacientes con LEG son
predisponentes a infecciones independientemente del tratamiento inmunosupresor. Estudiar la
relacion entre alteraciones de la inmunidad en pacientes con LEG y el desarrollo de infecciones
permitira identificar un grupo de sujetos que se beneficien del uso de medidas profilacticas

inclusive aquellos que no se encuentren en tratamiento inmunosupresor intensivo.

Hipotesis.

La presencia de alteraciones inmunol6gicas en subpoblaciones de linfocitos, fagocitosis, estallido
respiratorio y NETs se asociard a un mayor riesgo de infecciones en pacientes con LEG a pesar

de la profilaxis con Trimetoprim Sulfametoxazol.

Objetivos.

Objetivo General

Determinar si los pacientes con LEG que desarrollan infeccién presentan alteraciones en las
subpoblaciones de linfocitos y monocitos, asi como en la fagocitosis, NETosis y estallido

respiratorio en neutrofilos y en la fagocitosis de monocitos.
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Objetivos Especificos

1. Determinar si el uso de esteroides a dosis variables tienen algun efecto sobre el perfil
inmunoldégico de pacientes con LEG.
2. Estudiar si la profilaxis con trimetoprim/sulfametoxazol tiene efecto inmunomodulador en

pacientes con LEG.

Objetivos Secundarios

1. Determinar la eficacia y seguridad de la profilaxis con trimetoprim/sulfametoxazol sobre el
desarrollo de infecciones graves no virales en pacientes con LEG

2. Evaluar si el estallido respiratorio y fagocitosis de neutrdéfilos tiene capacidad predictiva para
infecciones en pacientes con LEG independientemente del tratamiento inmunosupresor y la

profilaxis antibi6tica.

Métodos

El estudio de profilaxis antibidtica en pacientes con LEG es un ensayo clinico aleatorizado doble
ciego del uso de TMP-SMX 3 veces por semana, comparado con placebo en pacientes con LEG
acorde a los criterios del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) [27] que reciban una dosis
Igual o >10mg/dia de prednisona por al menos 8 semanas. Se evaluara el impacto del
tratamiento profilactico en la incidencia de infecciones graves, no virales. Los desenlaces
primarios del estudio incluyen la presencia de infeccion (manifestaciones clinicas y estudios de
gabinete sugerentes de infeccién con aislamiento microbiolégico confirmado. En ausencia de
este Ultimo, se diagnosticara infeccion como el conjunto de manifestaciones clinicas y estudios
de gabinete compatibles con respuesta a antibioticos) o de infeccion grave (diseminada, que

requiere hospitalizacién u ocasione la muerte).
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Dentro de este protocolo, se realizé un estudio exploratorio de 22 pacientes para evaluar el

efecto de las dosis variables de esteroides y de actividad de la enfermedad asi como la profilaxis

antibiotica en los parametros inmunoldgicos de pacientes con LEG y su relacion con la

predisposicion al desarrollo de infecciones.

El protocolo fue sometido al comité de investigacion y ética del Instituto y fue aprobado.

Criterios de inclusién:

1.

2.

Hombres y mujeres mayores de 18.

Con LEG segun los criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia
(ACR).

Que reciban dosis de = 15mg/dia de prednisona al dia (o su equivalente) y se espera la
recibiran por al menos un mes.

Que hayan dado su consentimiento informado y firmado el documento.

Criterios de exclusion:

1.

2.

10.

Pacientes con sindrome de sobreposicién excepto sindrome antifosfolipido
Contraindicacién absoluta para recibir TMP-SMX (i.e. alergia conocida, trombocitopenia
inducida por sulfonamidas o trimetoprim)

Haber recibido TMP-SMX como tratamiento antibiético en el mes previo al reclutamiento
Depuracién de creatinina <30 mL/min/m2

Infecciones virales cronicas (VHC, VHB, VIH)

Neoplasia maligna activa, excepto en piel.

Inmunodeficiencias primarias.

Pacientes postrasplante de drgano soélido y médula 6sea.

Embarazo o puerperio.

Infeccion activa, excepto infecciones activas leves que a juicio del investigador principal

no comprometan los desenlaces del estudio (ej. Tifas).

16



11. Infeccién crénica no controlada, (e.j. TB en tratamiento en fase intensiva), excepto
infecciones crénicas leves que a juicio del investigador principal no comprometan los
desenlaces del estudio (ej. Onicomicosis).

12. Infeccioén crénica controlada que para su tratamiento o prevencion se requiera el uso de
Trimetoprim-Sulfametoxazol.

13. Pacientes que cuenten con neutrofilos totales menor de 750/mm3, plaquetas <30X109/L,
Hemoglobina <7g/dI.

14. Pacientes que estén tomando metotrexate.

15. Pacientes que estén participando en otro estudio de investigaciébn que a juicio del

investigador principal pueda interferir con la eficacia o seguridad de la intervencién.

Evaluacion inmunolégica

La evaluacién de los pardmetros inmunolégicos se realiz6 antes de iniciado el tratamiento y al
final de los primeros 6 meses del mismo. En cada visita se tom6 una muestra de 30 mL de
sangre venosa periférica anticoagulada con heparina no fraccionada, mediante venopuncién. Se
separaron las células mononucleares (CMN) por centrifugacion a través de gradientes de
densidad (Ficoll-Hypaque). Los neutréfilos fueron aislados mediante sedimentacion con dextran
posterior a la lisis de eritrocitos con solucién salina hipotonica. Posteriormente se evaluaron los
siguientes pardmetros:

1. Inmunofenoatipificacion linfocitaria T, B, NK por citometria de flujo. Posterior al aislamiento de
CMN, se marcaron con los siguientes anticuerpos fluorescentes: CD3-APC/H7, CD4 BB515, CD8
PE-CF594, CD19 APC, CD56 PE. Las células B fueron CD19+ y las NK CD56+/CD16+ en la
poblacién de CD3-, mientras que en la poblacién de CD3+ se determinaron los porcentajes de
CD4 y CD8+.

2. Ensayo de fagocitosis. Las células mononucleares totales fueron incubadas con 100 uL de
particulas de E. coli marcadas con un colorante sensible a pH (pHrodoTM Escherichia coli

BioParticles®). Se determiné el porcentaje de monocitos (CD14+) con fagocitosis y la intensidad
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media de fluorescencia (IMF) del fluorocromo. EI mismo procedimiento se llevé a cabo en
neutrofilos (CD49d+) posterior a la sedimentacién con dextran.

3. Cuantificacién estallido respiratorio de neutréfilos. En este ensayo, se empleara
dihidrorodamina 123 (DHR 123), la cual es una tincion no fluorescente, permeable que es capaz
de emitir fluorescencia cuando se convierte en el componente Rhodamina 123 al estar en
contacto con especies reactivas de oxigeno en cualquier célula capaz de producir NAPDH
oxidasa. Los neutrdfilos se resuspendieron en el buffer de estallido, se estimularon con PMA 200
nM y se marcaron dihidrorodamina (DHR). EIl porcentaje de neutréfilos con estallido respiratorio
y la IMF del fluorocromo se evaluaron mediante citometria de flujo. Todas las muestras seran
adquiridas en un citémetro BD LSR Fortessa, con 4 lasers y se analizaran con apoyo del
software Flow-Jo.

4. Cuantificacién de NETs. Los neutréfilos se sembraron en cubreobjetos cubiertos con poli-L-
lisina. Se incubaron con RPMI y LPS (1mg/ml) para inducir la formacion de NETSs.
Posteriormente se realizé6 inmunofluorescencia indirecta (IFl) y se tifieron con MPO conjugada
con AF555 y Hoechst. El nimero de células positivas para MPO vy tincién de cromatina (Hoechst)
se consideraron productoras de NETs. Se cuantifico el porcentaje de NETs como el promedio de

6 campos, normalizado para el nimero total de células analizadas.

Analisis estadistico.

Las variables cuantitativas se expresaron mediante medianas e intervalo intercuartilar. Se usé
Chi cuadrada para determinar asociacion entre variables nominales, U de Mann-Whitney para
comparar medianas de muestras independientes y la prueba de Wilcoxon para medianas de
muestras relacionadas. La correlacion entre variables cuantitativas se realiz6 mediante la Rho de
Spearman y para determinar los riesgos relativos con IC 95% para el desarrollo de infeccién, se
llevé a cabo un analisis de regresién logistica. Se tom6 un valor de P<0.05 para considerarse
estadisticamente significativa. El analisis estadistico se llevé a cabo con los programas SPSS v

21 (IBM Corp. Armonk, NY, USA) y R (R Core Team).
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Resultados.

Se analizaron las muestras sanguineas de 22 pacientes del protocolo de profilaxis con
trimetoprim sulfamatoxazol en paciente con lupus eritematosos generalizado con dosis mayores
de 15 mg dia de prednisona. La mediana de edad de los pacientes evaluados fue de 32.5 afios
(intervalo de 18-56 afios), de los cuales 19 (86.3%) fueron mujeres con una duraciéon promedio
de la enfermedad de los paciente de 6.1 afios. Al momento de la toma de muestra inicial para el
estudio inmunolégico los pacientes se encontraban con datos de actividad con un SLEDAI
promedio de 11.5, cursando con las principales actividades a nivel renal (19), articular (12),
mucocutanea (8) y hematoldgica (4). La mayoria de los pacientes cursaba con cifras elevadas de
anti DNA (promedio 16) y niveles bajos de complemento principalmente C4 (promedio 14). En
cuanto a los farmacos inmunosupresores utilizados por los pacientes el promedio de dosis de
prednisona fue de 39 mg dia, la mayoria se encontraba con tratamiento a base de antimalaricos
(86.3%), 12 pacientes con micofenolato de mofetil (54.5%), 7 con uso de ciclofosfamida (31.8%),

2 pacientes con azatioprina (9%) y uno con tacrolimus (4%).

Caracteristicas demograficas de los pacientes

N (%)
Edad, mediana (intervalo) afios 32.2 (18-56)
Género femenino, n (%) 19 (86.3%)

Duracion de la enfermedad, mediana 6.1 afios (0.08-21)
(intervalo) afos
SLEDAI mediana (intervalo) 11.5 (2-24)

Comorbilidades

Hipertension arterial sistémica (n) 4
Diabetes mellitus tipo 2 (n) 1
Dislipidemia (n) 5
Hipotiroidismo (n) 2
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Ninguna (n) 15

Renal (n) 19

Hematoldgica (n) 4

Mucocutanea (n) 8

Constitucional (n) 3

Complemento C4 bajo 18

Proteina C reactiva 5

Prednisona dosis (mg) 39

Ciclofosfamida (n) 7

Azatioprina (n) 2

Durante el seguimiento de los pacientes evaluados solo un paciente presentd infeccién grave
caracterizada por absceso faringeo, por lo que el andlisis estadistico se llevd a cabo comparando
a los pacientes con infecciones, incluyendo graves y de repeticion en comparaciéon con aquellos
sin antecedentes infecciosos. De igual forma se evaluaron los cambios en el inmunofenotipo y
funcion de monocitos y neutréfilos cuando los pacientes se encontraban sin actividad de la
enfermedad y con tratamiento a base de dosis bajas de esteroides.

Se encontraron los siguientes resultados:



El porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ se incrementd cuando los pacientes se encontraron

con actividad baja de la enfermedad y con dosis bajas de prednisona.
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Los pacientes con mayor cantidad de LDG en los momentos de exacerbacion de la enfermedad

tienen mayor predisposicion a infecciones.
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Las infecciones recurrentes se relacionaron a mayor indice CD4/CD8 al momento de actividad

de la enfermedad con una p menor a 0.006.
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Los pacientes con infecciones graves tuvieron mayor cantidad de neutréfilos con estallido

respiratorio en numeros absolutos con una p=0.08.
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La fagocitosis en neutréfilos y monocitos disminuye al momento de alcanzar el periodo de
respuesta clinica y al bajar la dosis de prednisona, con un p 0.031 para el porcentaje de

monocitos con fagocitosis y p 0.09 para el nimero absoluto de monocitos con fagocitosis.
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Monocitos absolutos con fagocitosis
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IMF pH rhodo neutroéfilos
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Hubo una tendencia al aumento del porcentaje de neutrdfilos que presentan estallido respiratorio

posterior a la respuesta clinica y al consumo de dosis bajas de esteroides.
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Se encontré una correlacidn negativa débil entre la dosis de prednisona y los niimeros absolutos

de monocitos con fagocitosis con una p 0.07, R2 de 0.21.
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Discusion.

Nuestro estudio valoré parametros inmunoldgicos de 22 pacientes con lupus que participan en
una cohorte para evaluar la eficacia del trimetoprim con sulfametoxazol como profilaxis de
infecciones en pacientes con dosis de prednisona mayores a 15 mg dia. Los parametros que se
evaluaron fueron: subpoblaciones de linfocitos, monocitos, LDGs, neutréfilos, asi como la
presencia de fagocitosis y estallido respiratorio. Las mediciones se realizaron primero durante
una visita inicial (pacientes con dosis altas de prednisona) y segundo cuando el paciente se
encontraba ya con dosis menores de 15 mg de prednisona. Se documentd el historial de
infecciones graves y recurrentes en todos los pacientes para determinar si alguno de los
parametros inmunoldgicos medidos se asociaba a estas.

Los hallazgos mas importantes de este estudio son que la fagocitosis aumenta durante periodos
de actividad y que el incremento de granulocitos de baja densidad se relaciona con la
predisposicion a infecciones. De igual forma, los monocitos con fagocitosis muestran una
correlacion negativa débil con la dosis de prednisona y el porcentaje de neutréfilos que llevan a
cabo estallido respiratorio aumenta durante la enfermedad inactiva y con dosis bajas de
esteroides.

Los estudios de fagocitosis en monocitos y neutréfilos de pacientes con LEG han sido
discordantes. En unos se ha observado disminucion en la captacion de cuerpos apoptéticos
(probablemente en relacién a menor expresion de CD14), menor secrecidon de TNF y anticuerpos
anti receptores de Fcy, que puede disminuir la fagocitosis [22, 23]. Dichos hallazgos se han
replicado inclusive en mujeres embarazadas [24]. Otros han demostrado disminuciéon en
fagocitosis y expresién de CD11b en neutréfilos y monocitos de pacientes con LEG con MEX-
SLEDAI >3 y consumo de menos de 15 mg de PDN por dia asi como pacientes con enfermedad
inactiva en tratamiento con menos de 7.5 mg/d en comparacion con controles [25]. Ademas,
hubo una tendencia a la disminucion de estallido respiratorio en pacientes con LEG
independientemente del grado de actividad y tratamiento [25]. Dichos hallazgos fueron
corroborados en pacientes con LEG pero con dosis bajas de PDN [26]. La disminucién en la

27



fagocitosis fue independiente del tratamiento inmunosupresor [27]. En estudios de lupus
pediatrico, no se ha demostrado una diferencia en la fagocitosis de bacterias durante el momento
de infeccion ni con controles sanos [28]. De igual forma, la fagocitosis de Salmonella se encontré
disminuida en sujetos con LEG de inicio juvenil de manera independiente de la actividad de la
enfermedad y sin relacidon con tratamiento inmunosupresor [28]. Uno de los factores implicados

en la disminucién de la fagocitosis ha sido la positividad para anticuerpos anti La [27].

Con respecto a la relacion entre la administracién de esteroides y la fagocitosis, estudios previos
demostraron que la eliminacién bacteriana en pacientes con LEG aumenta posterior a la
administracion de un gramo de metilprednisolona (MTP) en pacientes con LEG [29]. Nuestros
resultados son concordantes con el aumento de la fagocitosis posterior a la administracion de
esteroides, ya que durante el consumo de dosis altas de esteroides, se observé aumento de la

fagocitosis en monocitos y neutrdfilos.

Como previamente fue descrito, los pacientes con aumento de LDG durante la enfermedad
activa tienen aumento en la predisposicién a infecciones [30]. Los pacientes con LEG tienen
granulocitos de baja densidad dentro de sus células mononucleares, que son neutréfilos
caracterizados por la alta expresion de CD15, la baja expresién de CD14, CD10 y CD16 sin
expresar MHC clase Il y CD86 y que bajo estimulacién producen TNF e interferones tipo | y Il
[15] ademas de que expresan mayor cantidad de LL-37, elastasa, MPO y catepsina G y tienen
una menor fagocitosis [15]. Estas células llevan a cabo NETosis de manera espontdnea y se
encuentran presentes en pacientes con actividad articular, renal y vasculitis [15]. La mayor
predisposicion a formar NETs y menor fagocitosis en estas células podria ser la explicacion de

su relacion con infecciones y actividad de la enfermedad en pacientes con LEG.

Nosotros tampoco encontramos un papel importante de la dosis de esteroides en el estallido
respiratorio, solo encontrando alteraciones en la fagocitosis relacionadas con la dosis de

prednisona, apoyando resultados de estudios previos mas recientes como el de Bengtsson et al
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donde encontraron que la produccion de ERO de los paciente con LEG (n=92) no se asocié con
la dosis de corticoesteroides u otras inmunoterapias concluyendo que los PMN en pacientes con
LEG tienen una funcion alterada, estan parcialmente activados y se liberan anémalamente en
médula 6sea [31].

La principal perspectiva de este estudio sera analizar si la NETosis se relaciona con la
predisposicion a infecciones en pacientes con LEG y si hay diferencias con respecto al
tratamiento profilactico con antibiético, ya que en otros sujetos como aquellos con ERCT se ha
observado disminucion de la fagocitosis en PMN y ésta se puede restaurar mediante el uso de

amoxi-clav [32]

Conclusiones.

En pacientes con LEG, hay un aumento en la fagocitosis durante episodios de actividad de la
enfermedad en la que se administran dosis altas de esteroides. Los parametros de fagocitosis y

estallido respiratorio no se relacionaron con el desarrollo de infeccién.
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