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RESUMEN.

Titulo del protocolo: Comportamiento de subpoblaciones de linfocitos T en pacientes
con enfermedades reumatoldgicas tratados con rituximab en Centro Médico Nacional
Siglo XXI.

Antecedentes: El rituximab puede reducir la poblacion de linfocitos B CD19+, con
diferencias entre la reaparicion de sus subpoblaciones. Asi también, se ha demostrado
que hay una deplecion de linfocitos T, aunque su estudio ha sido menos amplio pese a

la amplia gama de enfermedades reumatoldgicas en las que se utiliza rituximab.

Objetivo: Evaluar el cambio en los niveles de subpoblaciones CD4+ y CD8+ de linfocitos
T, en pacientes con enfermedades reumatoldgicas (artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, vasculitis asociadas a ANCA, esclerosis sistémica y policondritis recidivante)

después del tratamiento con rituximab.

Material y métodos: Estudio analitico de cohorte retrospectiva y descriptiva. Tres
meédicos del servicio de Reumatologia (dos adscritos y una residente) revisaran
expedientes de pacientes con enfermedades reumatolégicas con uso de rituximab que
acudieron a la Unidad de Terapias Avanzadas del Hospital de Especialidades CMN Siglo
XXI para aplicacion del mismo de marzo a noviembre de 2021 y que contaran con
determinacién de subpoblaciones de linfocitos por citometria de flujo antes de la perfusiéon

y a los seis a ocho meses después de esta.

Resultados y conclusiones: Se observéd que seis a ocho meses tras la aplicacion de
rituximab, hubo una disminucion estadisticamente significativa de los leucocitos totales y
las inmunoglobulinas M y G. No se encontrg, sin embargo, que existiera un cambio en
las subpoblaciones CD4+ y CD8+. Es necesario realizar mas estudios con poblaciones

mas grandes.



ANTECEDENTES.

El éxito clinico de la terapia de deplecion de células B mediada por anticuerpos
monoclonales anti-CD20 ayuda a comprender el papel de estas células en la

fisiopatologia de diversas enfermedades autoinmunes.’

El rituximab puede reducir la poblacion de linfocitos B CD19+, con diferencias entre la
reaparicion de sus subpoblaciones una vez administrado el farmaco.*® Asi también, se
ha demostrado que hay una deplecién de linfocitos T, especialmente CD4+1°. Algunas
estrategias para predecir el pronéstico e incluso la actividad de la enfermedad han
postulado que la medicidn de ciertas subpoblaciones de linfocitos B y T pueden ser de
ayuda, aunque hasta el momento, debido a que las técnicas de mediciébn no se
encuentran disponibles en todos los centros de atencidon médica, estas estrategias se han
mantenido principalmente como protocolos de estudio no estandarizados en la practica

clinica diaria.

En reumatologia, la disminucion de linfocitos T asociada al uso de rituximab se ha
estudiado principalmente en pacientes con artritis reumatoide, en parte debido a la
prevalencia de la enfermedad y a que en su patogenia se encuentran implicados tanto
células B como T; al estudiarse la deplecion de linfocitos B, se han determinado también
los niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+, con evidencia inconclusa de cambios

significativos en sus niveles séricos al aplicarse la terapia.?°

También algunos de los primeros reportes respecto la deplecién de linfocitos T se
describieron en nefritis lpica, una de las complicaciones méas importantes del lupus
eritematoso sistémico (LES), no solo por la gravedad de la afeccion, sino porque hasta
un 60% de los pacientes con LES presentan algun tipo de dafio renal secundario a su
enfermedad, generalmente (aunque no Unicamente) asociada a depdsito de
inmunocomplejos en los glomérulos. 2* En 2005, Sfikakis asocié la disminucién de la
activacion de células T helper con la remisién clinica en pacientes con nefropatia lUpica.??
En 2008 Saadoun et al reportaron 21 casos de pacientes con vasculitis crioglobulinémica
tratados con rituximab, y ademas de la esperada deplecion de células B, entre sus
resultados encuentraron un aumento del doble del porcentaje de linfocitos T reguladores



entre los 9 y 12 meses tras la aplicacion del anti-CD20, ademas de disminucion de

linfocitos T CD8+, que asociaron a una mayor respuesta clinica. 23

Contrastan estos resultados con los obtenidos por Leandro et al en 200624, quienes
estudiaron la deplecion de linfocitos B 'y T en 24 pacientes con artritis reumatoide que
recibieron rituximab; salvo el subtipo CD20+ de linfocitos T, el resto de subpoblaciones
medidas (incluidos CD4+ y CD8+) resultaron inalteradas. Hacia 2010, Diaz-Torné%
reportd conclusiones similares en pacientes con artritis reumatoide que recibieron un
gramo de rituximab, con mediciones de CD4+, CD8+ y otros subtipos de linfocitos T en

los dias 0, 30, 90 y 180 después de la aplicacion del farmaco.

Desde entonces estaba bien estudiado que en la patologia de la artritis reumatoide se
halla implicada la activacion y proliferacion tanto de células B como T en las
articulaciones, 2¢ y que el uso de rituximab agota los linfocitos B periféricos, 27 sin
embargo, un buen porcentaje de estas células se pueden encontrar de manera

persistente en el tejido sinovial y en la médula ésea.

Uno de los estudios preponderantes fue del Dr. Mélet en 2013, cuando publicé un
seguimiento de 5 afios en un centro francés de 52 pacientes con artritis reumatoide que
recibieron 2 gramos de rituximab y con ayuda de citometria de flujo midieron los niveles
de algunas subpoblaciones de linfocitos T, entre ellos CD4+y CD8+, a las semanas 0, 2,
12, 24 y entre las semanas 36 y 48. A partir de la semana 12, hubo disminucion de los
linfocitos T CD4+ y CD8+, siendo mas marcada en el primer subtipo, y se mantuvo de
esta manera hasta las semanas 36 a 48 de seguimiento. Ademas, se determind que una
mayor deplecion de CD4+, pero no de CD8+, se asoci6 a una mejor respuesta terapéutica

a rituximab a las 24 semanas de seguimiento. 9

En 2015, saldria un abstract que reportdé un cambio en las poblaciones de linfocitos T
(ademas de los linfocitos B, un efecto bien conocido del farmaco) directamente midiendo
sus niveles en biopsias de ganglios linfaticos en pacientes con artritis reumatoide en
tratamiento con el anti-CD20.%2 El propoésito del estudio fue determinar si habia una
disminucion de estas células B, pero también de linfocitos T, en las biopsias de ganglios

linfaticos inguinales, ante la consideracion de que la diferenciacion de los linfocitos ocurre



en estos 6rganos linfoides secundarios. El estudio, comparativo y ayudado por citometria
de flujo, reportd que los subtipos de linfocitos T CD3+CD25+CD69+ disminuyeron
significativamente a cuatro semanas de la aplicacion de rituximab (2 gramos en total,
divididos en dos aplicaciones de 1 gramo con dos semanas de diferencia). No obstante,
no se encontré correlacion entre la deplecion del subconjunto de células linfoidesBo Ty
la respuesta al tratamiento; a pesar de estos hallazgos el articulo completo no fue

publicado sino hasta 2019. ?°

Hay otros ejemplos de la medicién de células T en otras enfermedades reumatoldgicas,
en consideracion a la participaciéon que tienen en su etiopatogenia. En la esclerosis
sistémica, por ejemplo, se ha demostrado un mayor nivel de células Th2y Th17, asi como
citocinas IL-4 e IL-17 en plasma de pacientes con esclerosis sistémica versus sujetos

sanos. 10

Esto ultimo se publicé en el Unico articulo que relaciona los linfocitos T con rituximab en
el contexto de la esclerosis sistémica, y que describe la disminucion de células T
CD4+IL4+ y CD4+CD40+ en quince pacientes con esclerosis sistémica que recibieron
rituximab, tanto en muestras séricas como en biopsias de piel. Los niveles séricos de
CD4+IL4+ cayeron de 14.9% al inicio del estudio hasta 7.8% a los seis meses de
seguimiento, mientras que el descenso de CD4+CD40+ fue de 17.78% hasta 8.15% en
el mismo lapso de tiempo. En las biopsias cutaneas, se demostré también la deplecién
de estas células mediante inmunofluorescencia. Este Gltimo estudio indica que todos sus
participantes fueron caucasicos, como practicamente el resto de los estudios
mencionados previamente; algunos de ellos no mencionan etnia de los sujetos
estudiados y en nuestra revisibn no hallamos ninguno que mencionara a pacientes

hispanos.

Este mismo patron se repite en el estudio de Chocova, que reporta los niveles en linfocitos
T en pacientes con vasculitis asociadas a ANCA que reciben rituximab.3° El ensayo, de
2014 y realizado en Praga, reporta la administracion de 1 gramo en promedio de rituximab
en 18 pacientes (15 con granulomatosis con poliangitis y 3 con poliangitis microscopica).
La deplecion total de linfocitos B se alcanzé en todos los pacientes, sin embargo, no hubo
una diferencia estadisticamente significativa en los linfocitos T, ni activados ni virgenes.

6



Caso contrario sucede en las vasculitis por crioglobulinemia, en las que se ha reportado
en algunos estudios la deplecion de linfocitos T asociada al tratamiento con anti-
CD20_23,31,32

En el servicio de Reumatologia de CMN Siglo XXI, que es un centro de referencia de
tercer nivel en la Ciudad de México, se tratan pacientes con enfermedades
reumatoldgicas con distintas comorbilidades y/o enfermedades refractarias a tratamiento.
De acuerdo a nuestros registros, de marzo de 2015 a marzo de 2018 se han tratado 661
pacientes al afio con rituximab para artritis reumatoide, esclerosis sistémica, sindrome de
Sjogren, lupus eritematoso sistémico, vasculitis asociadas a ANCA, miopatias

inflamatorias autoinmunes y policondritis recidivante.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En pacientes con enfermedades reumaticas que reciben tratamiento con rituximab

¢,Cuanto es el porcentaje de cambio de los subtipos de linfocitos T CD4+ y CD8+?



JUSTIFICACION.

El rituximab es un medicamento ampliamente utilizado en distintas enfermedades
incluyendo las reumatoldgicas; por su mecanismo de accidn existen reportes sobre su
efecto en los linfocitos B y en algunos pacientes, especialmente caucasicos, se ha
reportado la influencia de rituximab en subpoblaciones de linfocitos T con resultados

variables.

Hasta el dia de hoy no existen reportes sobre el efecto de rituximab en subpoblaciones
de linfocitos T en pacientes mexicanos con enfermedades reumatolégicas; motivo por el

cual deseamos iniciar esta investigacion.



OBJETIVO.

Objetivo general: Evaluar el cambio en los niveles de subpoblaciones CD4+ y CD8+ de

linfocitos T, en pacientes con enfermedades reumatologicas (artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, vasculitis asociadas a ANCA, esclerosis sistémica y policondritis

recidivante) después del tratamiento con rituximab.

Objetivo especifico: Medir las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes

con enfermedades reumatologicas antes de recibir rituximab y a los 6 a 8 meses después

de aplicado el medicamento.

10



METODOLOGIA.

Material y métodos.

e Tipo de estudio.

Descriptivo.
e Disefio metodoldgico.

Estudio analitico de cohorte retrospectiva descriptiva.
e Limites espacio-temporal.

Hospital de especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI. “Dr. Bernardo
Sepulveda”. Se revisaran expedientes de pacientes con enfermedades reumatolégicas
gue hayan recibido rituximab en el periodo del 1 de marzo al 30 de noviembre de 2021
en la Unidad de Terapias Avanzadas del Hospital de Especialidades CMN Siglo XXI y
que contaran con determinacién de subpoblaciones de linfocitos por citometria de flujo
antes de la perfusién y a los seis a ocho meses después de esta.

e Universo.

Pacientes pertenecientes al Instituto Mexicano del Seguro Social con diagndéstico
establecido de enfermedad reumética en tratamiento con rituximab entre marzo y
noviembre de 2021, que cuenten con expediente clinico en el Hospital de Especialidades
“Dr. Bernardo Sepulveda” del Centro Médico Siglo XXI de la Ciudad de México y que se
les realizé medicion de niveles de linfocitos T (subpoblaciones CD4+ y CD8+) previo al

inicio de tratamiento y 6 a 8 meses después del mismo.

La poblacion de estudio estd representada por pacientes con enfermedades
reumatoldgicas (artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémica, vasculitis asociada a
ANCA, esclerosis sistémica, miopatias inflamatorias y policondritis recidivante), en los
cuales como parte de su tratamiento se indicé el empleo de rituximab. Se incluird a todos
los pacientes que cumplan criterios de inclusion mediante un muestreo no probabilistico
de casos consecutivos y que hayan firmado un consentimiento informado para su

participacion.

11



e Muestra.
a) Tamafo de la muestra.

Por la baja incidencia de las enfermedades reuméticas y el empleo de FARMES bioldgicos
como rituximab, ademas de la poca frecuencia de la mediciadn de subpoblaciones de
linfocitos; se decide seleccionar la muestra por conveniencia no probabilistica incluyendo
pacientes con enfermedades reumatologicas diversas con requerimiento de aplicacion

de rituximab en el servicio de Reumatologia de CMN Siglo XXI.

b) Criterios.
Criterios de Inclusion.

1. Pacientes, hombres y mujeres, con edad igual o mayor a 18 afios al inicio de la

cohorte, que hayan recibido o no previamente dosis de rituximab.

2. Pacientes que cumplan con los criterios de clasificacion de artritis reumatoide con
base en los criterios ACR/EULAR del 2010 y los criterios de esclerosis sistémica de
EULAR 2013; pacientes que cumplan con la definicion de vasculitis asociadas a ANCA
con base en la conferencia de consenso de Chapell-Hill (2012); pacientes que cumplan
criterios clasificatorios por ACR/EULAR 2017; pacientes que cumplan con criterios
diagndsticos de policondritis recidivante de Damiani de 1979.

3. Que tengan por lo menos 1 valoracion clinica y bioquimica (que incluya biometria
hemética y medicidén de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+) durante los 10 dias
previos a la aplicacion de la primera dosis del rituximab y por lo menos 1 valoracién clinica
y bioguimica (mismas mediciones) entre el mes 6 y 8 de la administracion de la dosis del

rituximab.
Criterios de exclusion.
1. Pacientes que no acepten participar en este protocolo.

2. Pacientes con reacciones adversas graves (ejemplo, angioedema, dificultad

respiratoria) durante la perfusion de rituximab que obliguen a su interrupcion.

12



3. Pacientes que no completen por lo menos 1 ciclo de tratamiento, por cualquier

motivo.
Criterios de eliminacion.

1. Pacientes que no cuenten con determinacién de linfocitos T CD4+ y CD8+

posterior a la administracion del rituximab.

2. Pacientes con pérdida de seguimiento en el primer afio de la administracion de

rituximab.

13



e Variables del estudio.

Variable Definicion conceptual Definicion operacional | Tipo de | Escala de | Indicador
variable Medicién
CD4 (cluster de o
_ o Se definird un rango
Conteo de | diferenciacion 4) es una
_ _ _ ] _ normal entre 530 — 1300 o _
linfocitos glicoproteina que sirve | Cuantitativa. | Ordinal. ]
cél/ ul o 31— 52% de Células/mililitro.
CD4+ como co-receptor para el | ]
) linfocitos totales.
receptor de células T.
CD8 (claster de
diferenciacion 8), se
caracterizan por expresar
el correceptor dimérico
CD8 (compuesto por una o
Conteo de Se definird un rango
) ) cadena CD8a vy otra o ) ]
linfocitos _ normal entre 150 y 1000 | Cuantitativa. | Ordinal. Células/mililitro.
CD8B) y unirse a una
CD8+ cél/ pl.

porcidn (region a3) de la
MHC

durante la interaccion de

molécula de

presentacion antigénica

entre los linfocitos T y las

14



células presentadoras de

antigeno.

Enferme-
dad
reumatolo-

gica

Conjunto de trastornos

de la salud que afectan al

sistema locomotor
(musculos,
articulaciones,
ligamentos,  tendones,
huesos) y tejido
conectivo.

Pacientes con
diagnostico 'y que
cumplan criterios de

clasificacion para artritis

reumatoide por ACR
2010; o esclerosis
sistémica por

ACR/EULAR 2013; que
cumplan criterios de
asociada a

ANCA por ACR 1990;

vasculitis

que cumplan criterios

diagndsticos de Damiani

Cualitativa.

Nominal.

Artritis
reumatoide,
esclerosis
sistémica,
vasculitis
asociada a ANCA
o] policondritis

recidivante.

15



para policondritis

recidivante.

Dosis
acumulada
de

rituximab.

Es la cantidad de
rituximab medida en g
que un paciente se ha
aplicado desde el inicio
de su enfermedad hasta

el final del estudio.

Gramos de rituximab
gue el sujeto de estudio
ha recibido a lo largo de
su enfermedad,
independientemente del

tiempo de aplicacion.

Cuantitativa.

Ordinal.

Gramos.

16



s

Por ser los mas
frecuentemente
empleados se realizara

un registro sistematico

] de los siguientes
Todos los farmacos que |
farmacos: metotrexate,
) alteran la respuesta o o
Farmacos _ azatioprina, acido
) considerados por su| . ) o Presente 0
inmunosu- o micofenalico, Nominal. Dicotomica.
médico tratante para el ausente.
presores. . bloqueadores del TNF-
tratamiento de la
» alfa (etanercept,
enfermedad reumatica. ) S
adalimumab, infliximab y
certolizumab) vy los
glucocorticoides
(prednisona y
deflazacort).
Tiempo transcurrido
Es el tiempo transcurrido | desde la fecha de
entre el dia, mes y afio de | nacimiento  hasta el
Edad. nacimiento y el dia, mesy | momento de la | Cuantitativa. | Ordinal. Numero de afnos.

afno en que ocurrio y/o se

registré el hecho vital.

administracion de la 1ra
dosis del rituximab en el

estudio.
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Son las caracteristicas | Asignacion biologica
biolégicas y fisiolégicas | dada a cada individuo al o . _
Sexo. ) Cualitativa. Dicotémica. | Mujer u hombre.

que definen al hombre y a | momento de su

la mujer. nacimiento.




DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

Se revisaron expedientes de pacientes con enfermedades reumatoldgicas con uso de
rituximab que acudieron a la Unidad de Terapias Avanzadas del Hospital de
Especialidades CMN Siglo XXI para aplicacion del mismo y que contaban con
determinacion de subpoblaciones de linfocitos por citometria de flujo antes de la perfusion

y a los seis a ocho meses después de esta.

Se midieron, en el mismo periodo de tiempo, los niveles de inmunoglobulinas G, My A,

asi como niveles de leucocitos totales.

En la revision de expedientes, se contabilizo la incidencia de infecciones (respiratorias,
gastrointestinales, urinarias y de otro tipo) en los pacientes con uso previo de rituximab,

asi como la dosis acumulada del farmaco.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados obtenidos se presentaron con el niumero absoluto de casos para las
variables categodricas; la media con su desviacion estandar (media + DE) para las
variables continuas con distribucion normal y la mediana con su rango intercuartil en caso

de distribucion no normal.
La prueba de Shapiro-Wilk se emple6 para contrastar la normalidad de los datos.

La prueba de muestras pareadas se emple6 para evaluar la diferencia de medias entre
las variables estudiadas y con intervalos de confianza del 95%. Los valores de p menor

a 0.05 se consideraron estadisticamente significativas.

El analisis estadistico fue realizado con el programa SPSS version 28. La informacion se

presento en tablas y gréficas.
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RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD.

e Recursos humanos.

RECURSOS HUMANOS CANTIDAD

Médicos adscritos y residente del servicio de Reumatologia

3
del Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI.
e Recursos materiales.
RECURSOS MATERIALES CANTIDAD.
Expedientes clinicos del servicio de Reumatologia del
Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI. 500
Computadora personal 1
Anexos 1

¢ Financiamiento.
Propias de la unidad y de los investigadores.
e Factibilidad.

Se cuenta con base de datos y acceso a expedientes clinicos de pacientes con
diagnaostico de artritis reumatoide, esclerosis sistémica, vasculitis, LES, MIl y policondritis

recidivante; tiempo y disponibilidad de los médicos involucrados.
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ASPECTOS ETICOS.

En la realizacion de este protocolo de investigacion se respetan los principios cientificos
y éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki y sus enmiendas, las guias éticas
internacionales para investigacion biomédica que involucra a seres humanos del Consejo
de Organizaciones Internacionales de la Ciencias Médicas (CIOMS) y las Buenas
Practicas Clinicas. Debido a que el presente estudio se basa en un disefio, que emplea
técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivo (obtencién de datos
clinicos registrados en el expediente médico de los pacientes) sin la intervencion del
paciente, se considera un estudio sin riesgo. En concordancia con lo dispuesto en la Ley
General de Salud (Reforma DOF 02-04-2014) en su articulo 41bis el protocolo se
someterd a juicio del comité nacional de ética e investigacion del Instituto Mexicano del
Seguro Social para su aprobacion o realizacién de las recomendaciones de caracter ético
que correspondan.
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RESULTADOS.

Se incluyd un total de 12 pacientes de entre 30 a 84 afos (promedio de 57 afios + 14),
91.6% son mujeres. 8 pacientes padecen de artritis reumatoide, una de esclerosis
sistémica limitada y dos de la variedad difusa; una paciente padecia tanto artritis
reumatoide como esclerosis sistémica. El promedio de tiempo de la enfermedad es de
13.3 + 6.66 afos.

11 de ellos recibian algun FARME sintético: 58% metotrexato, 41.6% sulfasalazina, 25%
cloroquina, 16.6% leflunomida. Cinco pacientes reciben mas de un FARME de manera

concomitante. La mayoria (75%) de los pacientes presentaba alguna comorbilidad.

Todos los pacientes han recibido previamente rituximab, con una dosis acumulada

promedio de 3.04 gramos.

Se muestran los antecedentes de nuestros pacientes en la tabla 1, asi como la

prevalencia de las enfermedades reumatoldgicas en nuestra poblacion en la grafica 1.

Pacientes -
(n=12) ANOS DE’
EVOLUCION DE DOSIS
ENFERMEDAD LA (a{0]\V/[0]3{:]] ACUMULADA
REUMATOLOGICA ENFERMEDAD LIDADES NAIVE EN GRAMOS
Pacientel 55 Artritis reumatoide 12 No No 4.0
Paciente 2 Artritis reumatoide,
62 esclerosis sistémica. 9 Si No 4.0
Paciente 3 Esclerosis sistémica
50 limitada 5 Si No 1.0
Paciente4 74 Artritis reumatoide 11 Si No 4.0
Paciente5 67 Artritis reumatoide 10 Si No 3.0
Paciente6 50 Artritis reumatoide 22 No No 5.0
Paciente 7 59 artritis reumatoide 6 Si No 2.0
Paciente8 60 Artritis reumatoide 28 Si No 4.0
Paciente9 55 Artritis reumatoide 19 Si No 3.0
Paciente Esclerosis sistémica
10 84 difusa 16 Si No 0.5
Paciente
11 38 Artritis reumatoide 15 No No 4.0
Paciente Esclerosis sistémica
12 30 difusa 7 Si No 2.0

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes estudiados.
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ENFERMEDAD PRINCIPAL
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20

Artritis reumatoide Eslerosis sistémica

ENFERMEDAD PRINCIPAL

Gréfica 1. Prevalencia de enfermedades reumatolédgicas en la poblacion estudiada.

Se realiz6 también un analisis de la frecuencia de infecciones en nuestros pacientes a
partir de la primera vez que usaron rituximab y hasta el término del estudio, que se
muestra en la tabla 2 y en la grafica 2, siendo 0 la ausencia de infecciones relacionadas
al tratamiento y 1 la presencia de al menos una infeccion; se tomaron en cuenta las
infecciones de vias respiratorias altas y bajas, asi como gastrointestinales, urinarias y de

tejidos blandos.

HISTORIAL DE INFECCIONES

Frecuenci Porcentaje Porcentaje
a Porcentaje valido acumulado
Valido 0 8 66.7 66.7 66.7
1 4 33.3 33.3 100.0
Total 12 100.0 100.0

Tabla 2. Historial de infecciones.
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Gréfica 2. Historial de infecciones (0= ninguna; 1= al menos 1 infeccidn durante el tratamiento).

Los niveles de leucocitos totales en los tiempos 0 (basales) y 1 (seis a ocho meses
posterior a aplicacion del antiCD20), asi como las subpoblaciones de linfocitos T

estudiadas, se indican en las tablas 3, 4y 5:

Leucocitos Leucocitos Linfocitos Linfocitos totales

Pacientes totales basales  totales alos 6-8 totales basales  basales a los 6-8

(n=12) (cél/mm?) meses (cél/mm3) (cél/mm?3). meses (cél/mm°)
Paciente 1 4.75 4.33 1.77 0.78
Paciente 2 7.51 4.55 1.4 1.06
Paciente 3 9.59 6.19 2.83 1.65
Paciente 4 10.3 5.29 1.18 1.08
Paciente 5 5.63 3.86 0.47 1.92
Paciente 6 6.7 3.74 1.13 0.72
Paciente 7 7.18 6.15 1.78 1.74
Paciente 8 9.01 6.47 3.13 1.39
Paciente 9 7.91 4.39 0.07 1.91
Paciente 10 7.09 5.19 0.15 0.91
Paciente 11 5.99 5.58 2.44 2.15
Paciente 12 7.27 5.02 0.54 0.64
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Tabla 3. Niveles de leucocitos totales previo y seis a ocho meses de la aplicacién de rituximab.

Pacientes CD4+ CD4+
(n=12) (cel/mm? CD4+ (%) (cel/mm3)a  CD4+1(%)a
basal basal los 6-8 meses los 6-8 meses

Paciente 1 0.99 71.52 0.43 89.17
Paciente 2 0.4 44.2 0.26 35.92
Paciente 3 1.61 67.41 1.11 78.55
Paciente 4 0.5 61.06 0.49 73.01
Paciente 5 0.2 75.04 1.09 73.51
Paciente 6 0.48 74.25 0.34 71.24
Paciente 7 0.8 60.53 0.75 59.54
Paciente 8 0.32 16.62 0.8 78.79
Paciente 9 0.01 74.62 1.06 71.47
Paciente 10 0.01 43.66 0.36 42.4
Paciente 11 0.88 55.83 0.83 55.57
Paciente 12 0.14 36.51 0.13 27.85

Tabla 4. Niveles de linfocitos T CD4+ previo y seis a ocho meses de la aplicacién de rituximab.

Pacientes
(n=12) CD8+ (cel/mm?3) CD8+ (cel/mm®) CD8+ (%) a los
basal CD8+ (%) basal alos 6-8 meses  6-8 meses
Paciente 1 0.33 23.72 0.04 9.33
Paciente 2 0.45 49.46 0.43 57.99
Paciente 3 0.73 30.39 0.28 19.86
Paciente 4 0.29 35.79 0.17 25.11
Paciente 5 0.05 20.64 0.35 23.62
Paciente 6 0.13 19.71 0.1 21.63
Paciente 7 0.44 33.6 0.44 35.08
Paciente 8 0.32 16.62 0.18 17.34
Paciente 9 0 22.15 0.37 24.79
Paciente 10 0.02 48 0.45 53.16
Paciente 11 0.56 35.34 0.53 35.33
Paciente 12 0.19 49.35 0.26 53.57

Tabla 5. Niveles de linfocitos T CD4+ previo y seis a ocho meses de la aplicacion de rituximab.
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En la tabla 6 se muestran la media, desviacion estandar y media de error estandar de las

muestras emparejadas entre leucocitos totales, linfocitos y subpoblaciones de linfocitos

T (CD4+ y CD8+), en el tiempo 0 (antes de la aplicacion de rituximab) y 1 (seis a ocho

meses posterior a la misma). Asi mismo, se muestra esta diferencia entre los niveles de

inmunoglobulinas A, My G, en 9 pacientes.

Media de error

Media N Desv. estandar gstandar
Par1 CD4+0 52833333333 12 47093395278 13594692220
CD4+1 63750000000 12 34549371787 09973544551
Par2 CD8+0 ,29250000000 12 22708128300 06555271994
CD8+1 ,30000000000 12 15380034283 04439833467
Par3 |eucostotales O 7.4108 12 1.61987 46762
LEUCOS TOTALES1 5,0633333333 12 91547636217 26427526207
Par4 linfos 0 1,4075000000 12 1,0205713640 29461357588
LINFOS1 1.3292 12 53031 15309
Par5 |gGO 1223.78 9 330.952 110.317
laG1 1177.89 9 328.819 109.606
Par6 lgMD 130.25 8 92.361 32.654
laMm 1 100.75 8 68.533 24.230
Par7 IgAD 357.63 8 71.883 25.414
lgA 1 339.13 8 74610 26.379

Tabla 6. Estadisticas de muestras emparejadas.

En la tabla 7, se muestra la significacién estadistica de estas variables (consideramos p

significativa por debajo de 0.05).
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Significacion

P de dos

N Correlacion P de un factor factores
Par1 CD4+0&CD4+1 12 291 180 360
Par2 CDB8+0&CD8+1 12 15 .361 a21
Par3 leucostotales 0 & 12 551 .032 .063

LEUCOS TOTALES 1

Par4  linfos 0 & LINFOS 1 12 233 233 467
Par5 1gG0&IgG1 9 897 <.001 .001
Paré |gMD &lgM1 938 <.001 <.001
Par7 IgAD&IgA1 560 074 149

Tabla 7. Correlaciones de muestras emparejadas.

Finalmente, en la tabla 8 se muestran las pruebas de normalidad por Shapiro-Wilk y

Kolmogorov-Smirnov

Kaolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig. Estadistico al Si.

EDAD 146 11 200 985 11 987
ANOS DE EVOLUCION DE 160 11 200 853 | 11 680
LA ENFERMEDAD

CDB+ 0 141 11 200 847 | 11 558
CD4+ 0 230 11 107 882 11 110
linfos 0 147 | 11 200 930 11 410
linfos % 0 158 11 200 05 1 213
aG 0 191 11 200 908 11 231
lght 0 224 | 11 127 | 799 11 009
oA D 107 11 200 969 11 B7B

* Esto es un limite inferior de la significacidn verdadera.

a. Correccion de significacidn de Lilliefors

Tabla 8. Pruebas de normalidad.
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DISCUSION.

Este estudio es analitico retrospectivo y descriptivo, se realizé en una cohorte de doce
pacientes mexicanos con enfermedades autoinmunes tratadas con rituximab, en donde
se midieron los niveles de subpoblaciones CD4+ y CD8+ de linfocitos T, asi como de

leucocitos y linfocitos totales e inmunoglobulinas.

Se observo que seis a ocho meses tras la aplicaciéon de rituximab, hubo una disminucién
estadisticamente significativa de los leucocitos totales y las inmunoglobulinas My G. No
se encontrd, sin embargo, que existiera un descenso o aumento de los niveles de

linfocitos, incluyendo las subpoblaciones CD4+ y CD8+.

Ha sido ampliamente reportado en la literatura la disminucién de linfocitos B tras el uso
de rituximab, especialmente tras los seis meses después de la aplicacion del farmaco,
puesto que se trata de un antiCD20 (pese a que, en este caso, hay una disminucion de
leucocitos totales, pero no especificamente de linfocitos, los cuales incluian linfocitos B y
T). Es esperado, por lo tanto, que también haya una disminucién de inmunoglobulinas en
este mismo periodo de tiempo. Nuestro estudio corrobora lo obtenido en diversos

articulos.

Por otra parte, no se logré objetivar un cambio significativo en los niveles de linfocitos T

CD4+ y CD8+, por lo que no podemos concluir que el rituximab tenga efecto en ellos.

La muestra que incluimos fue pequeiia y tal vez esto explique que algunas variables no
se hayan encontrado con diferencia estadisticamente significativa; consideramos que se
requieren mas estudios que incluyan poblaciones mayores para darle el peso justo a los
cambios, ya sean en decremento o en descenso, en los linfocitos T, lo que podria incluso

determinar una modificacion en la manera en que tratamos a estos pacientes.
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CONCLUSIONES.

En nuestro estudio se evaluaron los niveles de linfocitos T (subpoblaciones CD4+ y
CD8+) antes y seis a ocho meses después de aplicacion de rituximab en un grupo de
pacientes con enfermedades reumatoldgicas. No se encontré que hubiera una diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras. En cambio, se ratificO lo que
previamente se conocia de este antiCD20: una disminuciéon de inmunoglobulinas
posterior al tratamiento. Se requiere una muestra mayor para darle el peso justo a cada

una de las variables estudiadas.
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ANEXOS.
Fecha: 01 de junio de 2022.

SOLICITUD DE EXCEPCION DE LA CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Para dar cumplimiento a las disposiciones legales nacionales en materia de investigacion
en salud, solicito al Comité de Etica en Investigacion de Centro Médico Nacional Siglo
XXI que apruebe la excepcidn de la carta de consentimiento informado debido a que el
protocolo de investigacion “Comportamiento de subpoblaciones de linfocitos T en
pacientes con enfermedades reumatoldgicas tratados con rituximab en Centro Médico
Nacional Siglo XXI”, es una propuesta de investigacion sin riesgo que implica la

recoleccion de los siguientes datos ya contenidos en los expedientes clinicos:

a) Sexo.
b) Edad.
C) Enfermedad reumatoldgica diagnosticada.

d) Uso actual de farmacos inmunosupresores (por ser los mas frecuentemente
empleados se realizard un registro sistematico de los siguientes: metotrexato,
azatioprina, acido micofendlico, bloqueadores del TNF-alfa [etanercept, adalimumab,

infliximab y certolizumab] y los glucocorticoides [prednisona y deflazacort]).
e) Dosis acumulada de rituximab desde su diagnéstico hasta el inicio del estudio.

f) Conteo de niveles séricos de linfocitos T CD4+ y CD8+.

MANIFIESTO DE CONFIDENCIALIDAD Y PROTECCION DE DATOS

En apego a las disposiciones legales de proteccion de datos personales, me comprometo
a recopilar solo la informacién que sea necesaria para la investigacion y esté contenida

en el expediente clinico y/o base de datos disponible, asi como codificarla para

35



imposibilitar la identificacion del paciente, resguardarla, mantener la confidencialidad de

esta y no hacer mal uso o compartirla con personas ajenas a este protocolo.

La informacién recabada serd utilizada exclusivamente para la realizacion del protocolo
“‘Comportamiento de subpoblaciones de linfocitos T en pacientes con enfermedades
reumatolégicas tratados con rituximab en Centro Médico Nacional Siglo XXI”, cuyo

propésito es producto comprometido (tesis de posgrado).

Estando en conocimiento de que en caso de no dar cumplimiento se procedera acorde a
las sanciones que procedan de conformidad con lo dispuesto en las disposiciones legales
en materia de investigacion en salud vigentes y aplicables.

Atentamente
Nombre: Rocio Catana Hernandez.

Categoria contractual: Médica adscrita del servicio de Reumatologia en Unidad Médica

de Alta Especialidad de Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Investigadora Responsable.
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