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Titulo de la tesis: “Linfocitopenia CD4 e infecciones en pacientes con lupus eritematoso sistémico”

Resumen:

Introduccion: El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que se presenta por una interaccion compleja entre
el sistema inmune innato y adaptativo, requiere tratamiento inmunosupresor de manera crénica en la mayoria de los casos.
Aproximadamente el 20% de los pacientes presentan linfopenia al momento del diagndstico que puede ser secundaria al incremento de
la expresion de Fas en las células T periféricas, o puede estar asociada al tratamiento utilizado. En los pacientes con linfocitopenia, se
han descrito varias infecciones oportunistas, principalmente cuando el conteo de linfocitos CD4+ es menor a 200/mma3.

Objetivo: Correlacionar los niveles de CD4+ con las infecciones oportunistas y no oportunistas en pacientes con LES y evaluar el efecto
de los corticosteroides e inmunosupresores sobre el conteo de linfocitos CD4 +.

Material y métodos: En este estudio se incluyeron 30 pacientes con diagnostico de lupus eritematoso sistémico que cumplieran al
menos con 4 criterios de clasificacion para LES propuestos por el Colegio Americano de Reumatologia, con una edad minima de 17
afos y con tratamiento a base de esteroides mas inmunosupresor con ciclofosfamida o micofenolato de mofetilo a dosis terapéuticas
durante un tiempo de 3 meses 0 mayor al momento de la toma de muestra. Se realizo conteo de linfocitos CD 4 mediante citometria de
flujo y se hizo una revisién del expediente clinico para documentar procesos infecciosos. Se excluyeron a pacientes que no tomen
esteroides o que no tomen inmunosupresor para el control de su enfermedad y quien presentara alguna otra patologia que condicione
linfopenia como pacientes con VIH o DM2.

Andlisis Estadistico: Para el andlisis se utilizé estadistica descriptiva y andlisis de regresion lineal (ANOVA) asi como chi-cuadrada para
la comparacion de proporciones con el programa SPSS 15.0

Resultados: De los 30 pacientes que se incluyeron 5 pacientes fueron hombres y 25 pacientes fueron mujeres, con una edad media de
33.5 afios. El tiempo promedio del diagnostico de LES fueron 8.5 afios. 20% por ciento de los pacientes tuvieron leucopenia y 30%
linfopenia. El 33.3% de los pacientes tenia un recuento de CD4 inferior a 200/mm3, el 50% entre 200 y 500/mm3, el 10% entre 501 y
700 y el 6.6% mas 700/mm3. 22 pacientes se encontraba en tratamiento inmunosupresor con MMF con una dosis promedio de 2.3
gr/dia y 8 pacientes con ciclofosfamida con una dosis promedio mensual de 1.5 gr. La dosis promedio de prednisona fue de 20 mg/dia
siendo menor en el grupo de micofenolato. El 40% de los pacientes se encontraba tomando ademas cloroquina. La actividad promedio
en estos paciente medida por escala SLEDAI fue de 6 considerada actividad moderada, siendo menor en el grupo de MMF con un
SLEDAI promedio de 4 y de 8 en el grupo de ciclofosfamida considerado como actividad alta. En el grupo de micofenolato de mofetilo,
el conteo promedio de linfocitos CD4 fue de 360mm3, con cifras menores en el grupo de ciclofosfamida con un conteo promedio de
linfocitos CD4 de 262mm3. Cuando se comparo el nimero de pacientes en los cuales se documento 2 o mas procesos infecciosos
entre los 2 grupos, fue mayor el nimero en los pacientes del grupo de ciclofosfamida con una p de 0.018, con prueba exacto de Fisher
de 0.034. En 16 pacientes se documento al menos 2 procesos infecciosos, en 3 casos se encontraron infecciones oportunistas,
correspondientes a candidiasis oral, con una cifra promedio de linfocitos CD4 en estos (ltimos de 169/mm3, los cuales eran claramente
menor al grupo sin infecciones oportunistas (352/mm3) pero sin ser estadisticamente significativo con una P de 0.20. Al correlacionar
los niveles de CD4 menores de 200 en este grupo en comparacion con el grupo sin infecciones oportunistas se encontré diferencia
estadisticamente significativa con una P de 0.01 y con prueba exacta de Fisher por el tamafio reducido de la muestra de 0.03.

Conclusiones: Se encontré una mayor frecuencia de infecciones en pacientes con linfocitopenia CD4, lo cual no fue estadisticamente
significativo, probablemente por el tamafio de la muestra. El grupo con mayor nimero de infecciones fue el tratado con ciclofosfamida,
en el cual se encontré un menor conteo de linfocitos CD4 sin ser estadisticamente significativo. Se requiere una muestra mayor para
confirmar estos resultados.
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RESUMEN
Linfocitopenia CD4 e infecciones en pacientes con lupus eritematoso sistémico.

Introduccion: El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que se
presenta por una interaccidbn compleja entre el sistema inmune innato y adaptativo,
requiere tratamiento inmunosupresor de manera croénica en la mayoria de los casos.
Aproximadamente el 20% de los pacientes presentan linfopenia al momento del
diagnéstico que puede ser secundaria al incremento de la expresion de Fas en las células
T periféricas, o puede estar asociada al tratamiento utilizado. En los pacientes con
linfocitopenia, se han descrito varias infecciones oportunistas, principalmente cuando el
conteo de linfocitos CD4+ es menor a 200/mm3.

Objetivo: Correlacionar los niveles de CD4+ con las infecciones oportunistas y no
oportunistas en pacientes con LES y evaluar el efecto de los corticosteroides e
inmunosupresores sobre el conteo de linfocitos CD4 +.

Material y métodos: En este estudio se incluyeron 30 pacientes con diagnostico de lupus
eritematoso sistémico que cumplieran al menos con 4 criterios de clasificacion para LES
propuestos por el Colegio Americano de Reumatologia, con una edad minima de 17 afios
y con tratamiento a base de esteroides mas inmunosupresor con ciclofosfamida o
micofenolato de mofetilo a dosis terapéuticas durante un tiempo de 3 meses o mayor al
momento de la toma de muestra. Se realizo conteo de linfocitos CD 4 mediante citometria
de flujo y se hizo una revision del expediente clinico para documentar procesos
infecciosos. Se excluyeron a pacientes que no tomen esteroides o que no tomen
inmunosupresor para el control de su enfermedad y quien presentara alguna otra patologia
que condicione linfopenia como pacientes con VIH o DM2.

Andlisis Estadistico: Para el andlisis se utilizé estadistica descriptiva y andlisis de
regresion lineal (ANOVA) asi como chi-cuadrada para la comparacion de proporciones con
el programa SPSS 15.0

Resultados: De los 30 pacientes que se incluyeron 5 pacientes fueron hombres y 25
pacientes fueron mujeres, con una edad media de 33.5 afos. El tiempo promedio del
diagnostico de LES fueron 8.5 afios. 20% por ciento de los pacientes tuvieron leucopenia y
30% linfopenia. El 33.3% de los pacientes tenia un recuento de CD4 inferior a 200/mma3, el
50% entre 200 y 500/mm3, el 10% entre 501 y 700 y el 6.6% mas 700/mm3. 22 pacientes
se encontraba en tratamiento inmunosupresor con MMF con una dosis promedio de 2.3
gr/dia y 8 pacientes con ciclofosfamida con una dosis promedio mensual de 1.5 gr. La
dosis promedio de prednisona fue de 20 mg/dia siendo menor en el grupo de
micofenolato. El 40% de los pacientes se encontraba tomando ademas cloroquina. La
actividad promedio en estos paciente medida por escala SLEDAI fue de 6 considerada
actividad moderada, siendo menor en el grupo de MMF con un SLEDAI promedio de 4 y
de 8 en el grupo de ciclofosfamida considerado como actividad alta. En el grupo de
micofenolato de mofetilo, el conteo promedio de linfocitos CD4 fue de 360mm3, con cifras
menores en el grupo de ciclofosfamida con un conteo promedio de linfocitos CD4 de
262mm3. Cuando se comparo el nimero de pacientes en los cuales se documento 2 o
mas procesos infecciosos entre los 2 grupos, fue mayor el nimero en los pacientes del
grupo de ciclofosfamida con una p de 0.018, con prueba exacto de Fisher de 0.034. En 16
pacientes se documento al menos 2 procesos infecciosos, en 3 casos se encontraron
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infecciones oportunistas, correspondientes a candidiasis oral, con una cifra promedio de
linfocitos CD4 en estos ultimos de 169/mm3, los cuales eran claramente menor al grupo
sin infecciones oportunistas (352/mm3) pero sin ser estadisticamente significativo con una
P de 0.20. Al correlacionar los niveles de CD4 menores de 200 en este grupo en
comparacion con el grupo sin infecciones oportunistas se encontré diferencia
estadisticamente significativa con una P de 0.01 y con prueba exacta de Fisher por el
tamafio reducido de la muestra de 0.03.

Conclusiones: Se encontr6 una mayor frecuencia de infecciones en pacientes con
linfocitopenia CD4, lo cual no fue estadisticamente significativo, probablemente por el
tamafo de la muestra. EI grupo con mayor numero de infecciones fue el tratado con
ciclofosfamida, en el cual se encontr6 un menor conteo de linfocitos CD4 sin ser
estadisticamente significativo. Se requiere una muestra mayor para confirmar estos
resultados.

11



INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que se
presenta por una interaccion compleja entre el sistema inmune innato y adaptativo,
requiere tratamiento inmunosupresor de manera croénica en la mayoria de los casos.
Aproximadamente el 20% de los pacientes presentan linfopenia al momento del
diagnostico que puede ser secundaria al incremento de la expresion de Fas en las células

T periféricas, o puede estar asociada al tratamiento utilizado.

Los linfocitos T CD4 tienen un papel importante en la autoreactividad de las
enfermedades autoinmunes. Las células T reguladoras constituyen del 5 a 10% de la
totalidad de los Linfocitos CD4 y una disminucion significativa de los niveles de

CD24+CD251+T reg pueden predisponer a infeccion.

La causa mas frecuente de disminucion en las células T CD4+ es la infeccion por
VIH, de manera inicial los pacientes con VIH mantienen niveles elevados de células CD8
como resultado del incremento en respuesta al proceso infeccioso, en comparacion con
los pacientes con LES en donde se ha descrito linfocitopenia de células T CD4+

comparable con la de los pacientes con VIH pero sin incremento en linfocitos CD8+.

Las infecciones oportunistas son mas frecuentes cuando los pacientes con

infeccién con VIH tienen niveles bajos de CD4 <200 células/mL de manera crénica.?

Se ha descrito una disminucion inexplicable de linfocitos CD4 +, lo cual conlleva a

infecciones oportunistas graves en pacientes con VIH.?

12



La linfocitopenia CD4+ idiopatica se define por la presencia de células CD4 menor
de 300 x mm 3 o un conteo de linfocitos CD4 con una disminucion de al menos 20% del

total del conteo de células CD4+ en ausencia de infeccién por VIH.?

En los pacientes con linfocitopenia, se han descrito varias infecciones oportunistas,
tales como meningitis criptococica, infeccion por toxoplasma gondi, pneumocystis
jirovenci, complejo mycobacterium avium, candidiasis, infecciones virales (herpes simple,

infeccién por el virus del papiloma humano, molusco contagioso, citomegalovirus) etc.*®

Una amplia variedad de infecciones agudas y cronicas puede relacionarse con la
disminucién en las células CD4+, lo cual de manera transitoria se asocia con linfocitosis de

células CD8+.°

La linfocitopenia CD4+ se ha asociado con la radiacion ultravioleta, la formacion de
autoanticuerpos contra los linfocitos y el uso de ciertos medicamentos, incluyendo los
corticoesteroides y agentes quimioterapéuticos.” El conteo de linfocitos CD4 puede variar

con la edad y tambien se han encontrado variaciones diurnas.®

Se ha especulado acerca de las causas de la linfocitopenia T CD4, sin embargo
pocos han considerado a las enfermedades autoinmunes como una posible explicacion, la
disminucién en las células CD4 por anticuerpos anti linfocito se han descrito,
contribuyendo a las variaciones clinicas encontradas en algunos pacientes con LES ya
gue linfocitopenia ocurre al menos en 80% durante el curso de la fase activa y se
acompafia de una profunda disminucion en los linfocitos totales y particularmente

CD4/CD45RA+.°

En el lupus las células CD4 + tienen un papel importante en la patogenia. La

disminucioén en las células CD4 bloquean el inicio de la enfermedad en las ratas y en los
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humanos el efecto del VIH puede disminuir la actividad clinica. Las células T cooperadoras
han sido clonadas en pacientes con LES y consisten en CD4 +, receptor de las células T
ab CD4 -, CD8 (doble negativas) y receptor de células T cooperadoras cd. Estos subtipos
de células proporcionan la informacion necesaria a las células B para la producciéon de IgM

para someterse a un cambio de clase y secretar anticuerpos anti-DNA patogénico.*

Ferreira en el 2009 cuantifico los niveles circulantes de linfocitos CD4 en los
pacientes con LES y los correlacion6 con el nivel de actividad de la enfermedad. Incluyé
30 pacientes en donde la actividad de la enfermedad se midi6 empleando SLEDAI (< 5 n:
16; > 5 n: 14), con o sin tratamiento inmunosupresor, se midio la cantidad de CD4 por
citometria, 16 pacientes no tenian actividad de la enfermedad y 14 estaban activos. Se
encontré que los pacientes con LES activo tienen niveles menores de linfocitos CD4 que
los pacientes inactivos, sin ser estadisticamente significativo, asi mismo no se encontro
correlacion entre el numero absoluto de CD4 y SLEDAI en pacientes con LES activo (r: -
0.347). La linfopenia se correlaciona con las recaidas contribuyendo a la susceptibilidad a

infecciones, sin embargo los linfocitos CD4 no se generalizan a todos los pacientes.™

Cairoli y colaboradores no encontraron diferencias significativas entre el nimero de
linfocitos CD4 vy la actividad en los pacientes con LES, concluyendo que el conteo de

linfocitos CD4 no constituye un marcador de actividad en LES.*

En los pacientes con VIH la profilaxis antimicrobiana se utiliza de acuerdo al nimero
de linfocitos CD4, iniciando con un conteo menor a 200 células/microL, que condiciona en
estos pacientes mayor riesgo de desarrollar infecciones oportunistas como infeccion por

pneumocystis y toxoplasmosis.

Los pacientes que viven en areas endémicas para histoplasma tienen riesgo de

histoplasmosis con un conteo de CD4 <50 células/microL. Los pacientes con conteo CD4
14



< 50 ceélulas /microL tienen riesgo de pneumocystis e infecciones por complejo
micobacterium avium y pacientes que tienen toxoplasma o seropositividad para CMV

tienen el riesgo para reactivacion de estas infecciones.

Ademas de las infecciones antes mencionadas, los pacientes con LES
experimentan infecciones por otros agentes diferentes a los observados en pacientes con
VIH que frecuentemente condicionan recaida de la enfermedad. Los tratamientos
inmunosupresores que mas se han asociado con alta incidencia de infecciones
oportunistas, especialmente infeccion por Pneumocystis jiroveci (PJ), son ciclofosfamida,
metotrexate, corticoesteroides, azatioprina, ciclosporina y agentes biolégicos como
inhibidores de factor de necrosis tumoral y anti-CD20. Los corticoesteroides también son
un factor importante de riesgo, encontrando el uso de esteroides en el 90% de los
pacientes que desarrollan infeccidn por éste agente, en dosis mayores de 10 mg al dia,
ademas se ha visto que los pacientes con enfermedades autoinmunes infectados por PJ

tienen mayor mortalidad que los positivos para VIH.

Mansharamani, et al sugieren que los pacientes HIV negativos en tratamiento con
esteroides 39 a 47% tienen niveles de CD4 menores a 300/mm3. Sowden y Carmichael
recomiendan iniciar profilaxis cuando los niveles de CD4 sean menores de 200/mm3
debido a un riesgo de presentar PJ anual del 9%.(profilaxis PJ) y Cluck et al mostraron
que una cuenta de células T < 250/mcl es el pardmetro que mejor describe el riesgo de

infecciones que requieren hospitalizaciéon con una magnitud similar a pacientes con VIH.

En los pacientes con LES una de las causas mas frecuentes de recaida de la
enfermedad y que muy frecuentemente motiva el internamiento son las infecciones

oportunistas, pero la incidencia absoluta y la necesidad de quimioprofilaxis no han sido

15



bien definidas por lo que consideramos necesario establecer la utilidad en la practica

clinica de profilaxis cuando se combinen estos tratamientos en pacientes con LES activo.
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JUSTIFICACION.

Las infecciones son una causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes con
LES tanto por factores intrinsecos y a menudo amplificada por el tratamiento
imunosupresor. La mayoria de las infecciones son causadas por patdgenos comunes,
especialmente bactérias.”® Sin embargo, existe una creciente evidencia de que las
infecciones oportunistas tienen una importante contribucion a la morbilidad y mortalidad en
los pacientes con LES.

Por lo anterior se justifica investigar la correlacion entre el conteo de CD4 y la frecuencia
de las infecciones para considerar tratamiento antimicobiano profilactico, como se realiza
en otras enfermedades que condicionan inmunosupresion como en el caso de pacientes

con VIH.

17



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones en pacientes con LES son una de las principales causas de
recaida de la enfermedad, frecuentemente motiva el ingreso a hospital, ya se ha
demostrado que el uso de corticosteroides a dosis altas y de inmunosupresores de
manera cronica suprime la inmunidad celular y humoral, por lo que el medir niveles de
linfocitos CD4 pudiera ser de utilidad para que de forma preventiva se pudiera utilizar
tratamiento antimicrobiano en los pacientes con LES cuando se someten a estos

tratamientos.

Por lo sefalado anteriormente se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢ El tratamiento con esteroides e inmunosupresores disminuye significativamente

los niveles de linfocitos CD4 y condiciona un incremento en la incidencia de infecciones en

pacientes con LES?

18



OBJETIVOS

Primario:

e Correlacionar los niveles de CD4+ Yy las infecciones oportunistas en pacientes con

LES.

Secundarios:

e Correlacionar los niveles de CD4+ vy las infecciones en general en pacientes con

LES.

e Evaluar el efecto de los corticosteroides e inmunosupresores sobre el conteo de

linfocitos CD4 + en pacientes con LES.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio:

Estudio descriptivo, transversal analitico.

Universo de Trabajo:

Pacientes del servicio de reumatologia del Hospital de Especialidades Centro
Médico Nacional Siglo XXI, con diagnostico de LES de acuerdo a los criterios del ACR y
que se encuentren recibiendo tratamiento con esteroides e inmunosupresores como

ciclofosfamida o acido micofenolico por mas de tres meses.

Variable independiente

Pacientes con LES en tratamiento con esteroides e inmunosupresor.

Variable Dependiente:

Niveles de linfocitos CD4+ en sangre periférica e infecciones asociadas.
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Recursos para el estudio:

Humanos:

Médicos del servicio de reumatologia.

Materiales:

Material para toma de muestras sanguineas, y procesamiento en laboratorio de la

unidad.

Formatos para recoleccion de datos.

Base de datos en hoja de calculo.

Programa SPSS 15.0
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Seleccion de la muestra:

Se incluirdn a  pacientes del servicio de Reumatologia del Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI con diagnostico de LES de acuerdo a
los criterios del ACR. Deberan ser mayores de 17 afios y estar recibiendo para el control
del LES esteroides e inmunosupresores a dosis terapéuticas, como ciclofosfamida o acido

micofenolico por lo menos durante tres meses previos a la toma de la muestra.

Se excluiran a pacientes que no tomen esteroides o que no tomen inmunosupresor

para el control de su enfermedad.
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Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 17 afios con diagnostico de LES de acuerdo a los criterios

del ACR.

Pacientes con tratamiento esteroideo e inmunosupresor cronico.

Criterios de exclusion:

Pacientes con diagnostico de LES que no acepten participar en el estudio.

Criterios de no inclusion:

Pacientes con embarazo con infecciones virales cronicas como Hepatitis C o VIH o

con neoplasia activa, diabetes y otras enfermedades que condicionen inmunosupresion.
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Procedimientos:

Se reclutaron a los pacientes que cumplieron los criterios de inclusiébn una vez
obtenida la muestra que fue por conveniencia, se les tomo6 sangre periférica en tubo con
anticoagulante y mediante citometria de flujo se medié el nimero de linfocitos CD4 y CD8
en cada paciente, ademas de leucocitos totales y linfocitos. Se formaron 2 grupos de
acuerdo al inmunosupresor utilizado, grupo 1 ciclofosfamida y grupo 2 acido micofenolico,
los 2 grupos estaban recibiendo esteroides asociado al inmunosupresor por lo menos

durante los ultimos tres meses.

Posteriormente se revisaran los expedientes clinicos de cada grupo de pacientes y
se documentaran los procesos infecciosos durante el tratamiento con esteroides e
inmunosupresores hasta un afio previo a la toma de la muestra, conformando 2 grupos en
aguellos que presentaran al menos 2 procesos infecciosos y en los cuales se documentara
al menos una infeccion oportunista, y se realizara comparaciéon entre los grupos de
acuerdo a si el conteo de linfocitos CD4 es menor o mayor de 200/mm3, ya que esta es la

cifra que se propone para iniciar tratamiento con antimicrobianos en pacientes con VIH.

Los resultados se vaciaron en hoja de calculo para el analisis,
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Analisis Estadistico

Para el analisis se utilizo estadistica descriptiva y analisis de regresion lineal (ANOVA)

asi como chi-cuadrada para la comparacion de proporciones con el programa SPSS 15.0

Presentacion de la informacion

Los datos son presentados con estadistica descriptiva y presentados en tablas y

graficas.
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Definicion operativa de las variables.

Lupus eritematoso sistémico (LES):

Definicion conceptual. Enfermedad reuméatica cronica, autoinmune, de etiologia
desconocida, que se caracteriza por un conjunto de manifestaciones clinicas asociada a la

presencia de autoanticuerpos.

Definicion operacional. Se consideré LES cuando se cumplieron al menos 4 de los 11

criterios del ACR para clasificacion de LES

Escala de medicién. Variable cualitativa nominal dicotdmica.

Indicador de mediciéon. Si o No

Actividad de la enfermedad del lupus eritematoso sistémico (SLEDAI):

Definicion conceptual. Exacerbacion de la enfermedad con un conjunto de

manifestaciones clinicas y de laboratorio.

Definicion operacional. Se consider6 actividad leve cuando el SLEDAI fue igual o menor a
3 puntos, actividad moderada mayor de 3 pero menor de 12 puntos y actividad severa

cuando el SLEDAI fue igual o mayor de 12 puntos al momento de la nefropatia.

Escala de medicién: Variable cuantitativa discreta dicotémica.

Indicador de mediciéon. Si o No.
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Linfocitos T: tipo de células que interviene en las respuestas inmunitarias celulares del
sistema inmunitario adaptativo. Los linfocitos T maduran en el timo, circulan por la sangre,
pueblan los tejidos linfaticos secundarios y resultan atraidos hacia los lugares periféricos
de exposicion a los antigenos. Expresan receptores del antigeno que reconocen
fragmentos peptidicos de proteinas ajenas ligados a las moléculas del CMH propio. Los
subconjuntos funcionales de los linfocitos se dividen en los linfocitos T cooperadores CD4

y los linfocitos TC CDS8.

Linfocitos T cooperadores: subconjunto funcional de los linfocitos T cuyas principales
funciones efectoras consisten en activar los macrofagos durante las respuestas
inmunitarias celulares y favorecer la producciéon de anticuerpos por los linfocitos B durante
las respuestas inmunitarias humorales. En estas funciones efectoras participan las
citocinas segregadas y el ligando CD4 del linfocito T al unirse a los CD40 del linfocito B o

el macrofago. La mayoria de los linfocitos T cooperadores expresan la molécula CD4.

Linfocitopenia en LES: conteo de linfocitos menor de 1500/microL, especialmente
afectando las células T supresoras, observadas en 20 al 75 % de los pacientes,
particularmente durante la enfermedad activa. Estos hallazgos se asocian fuertemente con
IgM, fijacion del complemento, y probablemente anticuerpos anti-linfocitos, tales
anticuerpos son hallados en 26-29 % de los pacientes con LES y los titulos de los

anticuerpos se correlacionan con la gravedad de la linfopenia.

Linfopenia idiopatica CD4 +: Es un sindrome clinico que se define por la persistente

linfopenia células CD4 + en la usencia de infeccion con VIH-1 o cualquier otra causa de
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inmunodeficiencia. El conteo de células T CD4+ debe ser menos de 300 células /microL o

menor del 20 de los linfocitos totales.

Determinacion de las subpoblaciones de linfocitos: citometria de flujo es un método
apropiado en la evaluacion inicial de todos los pacientes con infecciones oportunistas o

linfopenia grave o persistente.

Citometria de flujo: Las células sanguineas son mezcladas con fluorocromos- detectados
por anticuerpos monoclonales que se fijan a los marcadores en la superficie celular que
distingue varias categorias funcionales de linfocitos. La citometria de flujo detecta
fluorescencia y conteo del numero de células que se fijan a los anticuerpos monoclonales

en su superficie. Resultados se expresan en un porcentaje de las células analizadas.

Infecciones oportunistas: Infeccion causada por un organismo que, por lo general, no
causa enfermedad. Las infecciones oportunistas se presentan en las personas con

sistemas inmunitarios debilitados.

Profilaxis primaria: Es dar tratamiento preventivo para infecciones oportunistas cual

puede ser estratificada por el conteo de células CD4.
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ASOCIACION MEDICA MUNDIAL DECLARACION DE HELSINKI

Principios Eticos para la Investigacién Medica en Seres Humanos

Adoptada por la 182 Asamblea Medica mundial Helsinki, Finlandia, Junio 1964 'y
modificada por la 292 Asamblea Medica Mundial Tokio, Japon, Octubre 1975 352 .
Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia, Octubre 1983 412 . Asamblea Médica Mundial,
Hong-Kong. Septiembre 1989 482, Asamblea Médica Mundial, Samerset West, Republica
de Sudafrica, Octubre 1996 y por la 522. Asamblea Mundial, Edimburgo, Escocia, Octubre

2000.
INTRODUCCION:

1.- La Asociacion Médica Mundial ha desarrollado la Declaracion de Helsinki como una
recopilacion de principios éticos para guiar a los médicos y a otros participantes en
estudios de investigacion médica en seres humanos. La investigacion médica que
involucra la participacion de seres humanos incluye la investigacidon sobre material o

datos identificados provenientes de seres humanos.

2.- Es obligacion del médico promover Yy salvaguardar la salud de las personas. Su
conocimiento y su conciencia deben estar dedicados al cumplimiento cabal de esta

mision.

3.- La declaracion de Ginebra de la Asociacién Médica Mundial enlaza al médico con las
palabras “la salud de mi paciente sera mi primera consideracion “, y el Cddigo
Internacional de Etica Médica declara que, “ Un médico debe actuar sélo en el mejor
interés del paciente cuando le brinde cuidados médicos que pudieran tener un efecto de

debilitamiento del estado fisico y mental del paciente.
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4.- El progreso médico se basa en la investigacion, la cual debe sustentarse en parte en

estudios experimentales que involucren la participacion de seres humanos.

5.- En el marco de la investigacion médica en seres humanos, deberan prevalecer las
condiciones relacionadas con el bienestar del sujeto sobre los intereses de la ciencia y de

la sociedad.

6.- El propdsito primario de la investigacion médica que involucra seres humanos debe de
ser la busqueda de mejores procedimientos profilacticos, diagndsticos y terapéuticos, asi
como la comprension de la etiologia y la patogénesis de las enfermedades. Aun los
mejores métodos profilacticos, diagnosticos y terapéuticos ya probados, deberan de
continuar evaluandose a través de la investigacion de su efectividad, eficiencia,

accesibilidad y calidad.
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RESULTADOS

En este estudio se incluyeron 30 pacientes con diagnostico de lupus eritematoso
sistémico que cumplieran al menos con 4 criterios de clasificacion propuestos por el
Colegio Americano de Reumatologia, con una edad minima de 17 afios y con tratamiento
a base de esteroides e inmunosupresor como ciclofosfamida o micofenolato de mofetilo a
dosis terapéuticas durante un tiempo minimo de 3 meses consecutivos o mayor al
momento de la toma de muestra. Se realizo conteo de linfocitos CD 4 mediante citometria
de flujo y se hizo una revision del expediente clinico para documentar procesos

infecciosos.

Del total de la muestra 5 pacientes fueron hombres y 25 pacientes fueron mujeres,
con una media de edad a la fecha de la toma de la muestra de 33.5 afos (Tabla I). El
tiempo promedio del diagnostico de LES fueron 8.5 afios, con un tiempo minimo del
diagnostico de 6 meses y un mayor de 26 afos, 20% de los pacientes tuvieron leucopenia,
y 30% linfopenia (definida como menos de 1000 celulas /mm3). De todo el grupo de
pacientes, el 33.3% tenia un recuento de CD4 inferior a 200/mm3, el 50% entre 200 y

500/mma3, el 10% entre 501y 700 y solo el 6.6% mas 700/mma3.

Veintidés pacientes se encontraba en tratamiento inmunosupresor con micofenolato
de mofetilo con una dosis entre 1.5 y 3 gr/dia con un promedio de 2.3 gr/dia y 8 pacientes
con ciclofosfamida con una dosis promedio mensual de 1.5 gr (Tabla 2). La dosis
promedio de prednisona fue de 20 mg/dia siendo menor en el grupo de micofenolato con
una dosis promedio de 15 mg/dia y mayor en el grupo de ciclofosfamida con una dosis de
34 mg/dia. El 40% de los pacientes se encontraba tomando ademas cloroquina con una

dosis promedio de 200 mg, sin diferencia en ambos grupos.
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Tabla 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes.

Numero total de pacientes 31
Sexo Masculino: 5

Femenino: 25
Edad 33.5 afios (17-58 afios)
Afos de diagnéstico 8.5 afios (6 meses-26 afos)
C3 87.9 (38-136)
C4 17.2 (4-39)
Anti DNA 38.5 (1-240)
SLEDAI 5.2 (0-18)
Leucocitos 6610 (3500-13600)
Linfocitos 1440 (310-3730)
Linfocitos CD8 344 (97-877)
Linfocitos CD4 334 (60-1109)
CD4 més de 700 2 (6.6%)
CD4 entre 500y 700 3 (10%)
CD4 entre 200 y 500 14 (50%)
CD4 menos de 200 11 (33.3%)
Paciente con 2 o mas infecciones 12
Pacientes en tratamiento con 22
micofenolato de mofetilo VO
Pacientes en tratamiento con 8
ciclofosfamida mensual IV
Pacientes con prednisona 30
Pacientes con cloroquina 12

La actividad promedio en todos los pacientes medida por SLEDAI fue de 6
considerada actividad moderada, siendo menor en el grupo de MMF con un SLEDAI

promedio de 4 y de 8 en el grupo de ciclofosfamida considerado como actividad alta.

En el grupo de micofenolato de mofetilo (22 pacientes), el conteo promedio de
linfocitos CD4 fue de 360mm3, con cifras menores en el grupo de ciclofosfamida con un
conteo promedio de linfocitos CD4 de 262mm3, presentando los 8 pacientes de este grupo
cifras menores de 500 celulas/mm3. Cuando se comparo el nimero de pacientes que
presentaban cifras menores de 200/mm3 y menores de 500/mm3 de linfocitos CD4 entre
los 2 grupos de tratamiento mostro una tendencia a ser mayor en el grupo de
ciclofosfamida pero sin ser estadisticamente significativo con una P de 0.77 y 0.14

respectivamente, sin embargo cuando se comparo el nimero de pacientes en los cuales
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se documento 2 0 mas procesos infecciosos entre los 2 grupos, fue mayor el nimero en
los pacientes del grupo de ciclofosfamida con una p de 0.018, con prueba exacta de Fisher

de 0.034.

Tabla 2. Caracteristicas de laboratorio y tratamiento adicional al farmaco inmunosupresor.

Micofenolato de mofetilo Ciclofosfamida

22 pacientes 8 pacientes
Dosis de 2.25 gr/dia (2.5-3 gr) 151 (1 a2gr/m2)
MMF/ciclofosfamida gr/m2/mes
Prednisona 15.1 mg/dia (5-60 mg) 34 mg/dia (10-60 mg/dia)
Cloroquina 10/22 (150-300 2/8 (150-300

187.5 mg/dia mg/dia) 225 mg/dia mg/dia)

SLEDAI 4 (0-18) 8.8 (2-16)
Leucocitos 6618 (3500-13600) 6587 (3600-9200)
Linfocitos totales 1578 (630-1730) 1061 (310-1880)
CD4 més de 700 2 0
CD4 entre 500 y 3 0
700
CD4 entre 200 y 10 3
500
CD4 menos de 200 7 5
Linfocitos CD4 360.7 (60-1109) 262 (135-485)
totales
Paciente con 2 o 6/22 6/8
mas infecciones

Tabla 3. Comparacién de infecciones infecciones y conteo de CD4 entre ambos grupos de
tratamiento.

Total Medicamento P Exacta de
MMF Ciclofosfamida Fisher
Paciente con 2 o mas 12/30 6/22 6/8 0.018 0.034
infecciones
Infecciones 3/30 2/22 1/8 0.783 0.621
oportunistas
Nivel promedio de 360 262
linfocitos CD4
Niveles de CD4 10/30 7122 3/8 0.770 0.548
menor de 200
Niveles de CD4 25/30 17/22 8/8 0.14 0.18
entres 200 y 500

En el grupo total de 30 pacientes, en 16 se documento en el expediente clinico al

menos 2 procesos infecciosos en el transcurso del inicio de farmaco inmunosupresor (al
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menos 3 meses) hasta 1 afo previo, en los cuales en 3 casos se encontraron infecciones

oportunistas, correspondientes a candidiasis oral, presentando cifras de linfocitos CD4

menores de 200/mm3, con una cifra promedio de 169 linfocitos CD 4, los cuales eran

claramente menor al grupo sin infecciones oportunistas (352/mm3). Al correlacionar los

niveles de CD4 menores de 200 en este grupo en comparacion con el grupo sin

infecciones oportunistas se encontro diferencia estadisticamente significativa con una P de

0.01 y con prueba exacta de Fisher por el tamafio reducido de la muestra de 0.03 (Tabla

4).

Tabla 4. Correlacién entre niveles de CD4 e infecciones oportunistas.

Infecciones oportunistas P Exacto de
Si (3/30) No (27/30) Fisher
Nivel promedio de 169 352 0.20
linfocitos CD4
Niveles de CD4 3/3 7127 .010 0.030
menor de 200

En los 16 pacientes con al menos 2 procesos infecciosos en el periodo de revision,

cuando se comparo con el nivel de CD4 menor de 200, también mostro una mayor

tendencia a infeccion pero sin ser estadisticamente significativo con una P de 0.110 y

0.118 por prueba exacto de Fisher (tabla 5).

Tabla 5. Correlacion entre niveles de CD4 e infecciones.

Infecciones totales P Exacto de
Si (12/30) No (18/30) Fisher
Nivel promedio de 280 320 0.75
linfocitos CD4
Niveles de CD4 6/12 4/18 0.11 0.118
menor de 200
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DISCUSION

El presente estudio describe un grupo de pacientes con diagnostico de Lupus
eritematoso sistémico, con tratamiento inmunosupresor dividido en 2 grupos dependiendo
el farmaco empleado, micofenolato de mofetilo o ciclofosfamida, en la cual se midi6 los
niveles de linfocitos CD4 y se correlaciono con procesos infecciosos oportunistas y no
oportunistas, teniendo en cuenta que la leucopenia, linfopenia, y en particular la
disminucién, a menudo importante de los linfocitos T CD4 son muy frecuentes en
pacientes con lupus, lo cual supone un mayor riesgo de infecciones y mayor actividad de
la enfermedad.

Las infecciones son una causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes
con LES por factores intrinsecos y a menudo amplificada por el tratamiento
imunosupresor. La mayoria de las infecciones son causadas por patdgenos comunes,
especialmente bactérias.”® Sin embargo, existe una creciente evidencia de que las
infecciones oportunistas tienen una importante contribucion a la morbilidad por causa

infecciosa en pacientes con LES.*

En relacién con el objetivo primario se corroboro que las infecciones oportunistas se
presentan con niveles muy bajos de linfocitos CD4, encontrando en este estudio cifras
menores de 200/mm3 en los 3 pacientes en los que se documentaron infecciones
(candidiasis), siendo estadisticamente significativo cuando se comparo con el grupo sin
infecciones oportunistas, sin embargo cabe resaltar el tamafio pequefio de la muestra.
Datos similares se han reportado por otros autores como Ferreira'’ quien describe 4
pacientes con infecciones oportunistas con conteo de linfocitos CD4 menor de 500 y en 3
de ellos con cifras menores de 200 concluyendo que las infecciones oportunistas

aparecieron en pacientes con linfopenia graves.
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No se encontré diferencia estadisticamente significativa cuando se comparo los
niveles de CD4 entre ambos grupos de tratamiento, sin embargo hay una clara tendencia
a presentar menor nimero de CD 4 en el grupo de ciclofosfamida, similar a lo que se
presento cuando se comparo el nivel de CD4 con el grupo de infecciones (oportunistas y

no oportunistas) y el grupo sin infecciones documentadas.

Sin ser un objetivo directo del estudio se encontré que los pacientes en el grupo de
ciclofosfamida tienen mas infecciones en relacion al grupo de tratamiento con micofenolato
de mofetilo, siendo estadisticamente significativo, sin embargo los pacientes que se
encontraban en tratamiento con ciclofosfamida tenian mayor nivel de actividad de la
enfermedad y mayor dosis de prednisona, lo cual pudiera estar condicionando estos
resultados, como se describe por Mansharamani, et al quien comenta que los pacientes
HIV negativos en tratamiento con esteroides, 39 a 47% tienen niveles de CD4 menores a

300/mm3 y que podrian condicionar mayor riesgo de infecciones.

Los resultados que presenta este estudio son interesantes al mostrar que las
infecciones oportunistas solo se presentaron en el grupo con conteo de linfocitos CD4
menor a 200, y mayor tendencia de infecciones no oportunistas con estas cifras de
linfocitos, sin embargo hay algunas limitantes en este estudio, una de ellas es el tamafio
de la muestra, si bien las correlaciones entre variables en las cuales fueron
estadisticamente significativas se realizo prueba exacta de Fisher por el tamafio de la
muestra, con estos resultados es dificil sacar conclusiones y el disefio del estudio que en
este caso fue retrospectivo sin tener una medicion exacta del nivel de linfocitos en el

momento del proceso infeccioso, sin embargo por los datos obtenidos justifica la
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realizacion de un estudio con una muestra mayor de pacientes y preferentemente con un

disefio prospectivo y longitudinal.
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CONCLUSIONES
Se encontré una mayor frecuencia de infecciones en pacientes con linfocitopenia
CD4, lo cual no fue estadisticamente significativo, probablemente por el tamafio de
la muestra. El grupo con mayor numero de infecciones fue el tratado con
ciclofosfamida, en el cual se encontr6 un menor conteo de linfocitos CD4 sin ser
estadisticamente significativo.

Se requiere una muestra mayor para confirmar estos resultados.
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SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index, Bombardier et al, 1992)

Date: /| NAME:
Weight SLEDAI |Descriptor Definition
8 Seizure Recent onset. Exclude metabolic, infectious or drug cause.
Psychosis Altered ability to function in normal activity due to severe disturbance in the perception
8 of reality. Include hallucinations, incoherence, marked loose associations,
impoverished thought content, marked illogical thinking, bizarre, diserganized, or
catatonic behavior. Exclude uremia and drug causes.
Organic Brain Altered mental function with impaired orientation, memory or other intellectual function,
Syndrome with rapid onset and fluctuating clinical features. Include clouding of consciousness
8 with reduced capacity to focus and inability to sustain attention to environment, plus at
least 2 of the following: perceptual disturbance, incoherent speech, insomnia or
daytime drowsiness, or increased or decreased psychomotor activity. Exclude
metabolic, infectious, or drug causes.
Visual Disturbance Retinal changes of SLE. Include cytoid bodies, retinal hemorrhages, serous exudate or
8 hemorrhages in the choroids or optic neuritis. Exclude hypertension, infection, or drug
causes
8 Cranial Nerve Disorder | New onset of sensory or motor neuropathy involving cranial nerves.
8 Lupus Headache Severe persistent headache: may be migrainous, but must be non-responsive to
narcotic analgesia.
8 CVA New onset of cerebrovascular accident(s). Exclude arteriosclerosis.
8 Vasculitis Ulceration, gangrene, tender finger nodules, periungual infarction, splinter
hemorrhages, or biopsy or angiogram proof of vasculitis.
4 Arthritis More than 2 joints with pain & signs of inflammation (i.e. tenderness, swelling or
effusion).
4 Myositis Proximal muscle aching/weakness associated with elevated creatine
phosphokinase/faldolase or electromyogram changes or a biopsy showing myositis.
4 Urinary casts Heme-granular or red blood cell casts.
4 Hematuria > 5 red blood cells/high power field. Exclude stone, infection, or other cause.
4 Proteinuria > 0.5 gm/24 hours. New onset or recent increase of more than 0.5 gm/24 hours.
4 Pyuria > 5 white blood cells/high power field. Exclude infection.
2 Rash New onset or recurrence of inflammatory type rash.
2 Alopecia New onset or recurring abnormal, patchy or diffuse loss of hair.
2 Mucosal Ulcers MNew onset or recurring oral or nasal ulcerations.
2 Pleurisy Pleuritic chest pain with pleural rub or effusion or pleural thickening.
2 Pericarditis Pericardial pain with at least one of the following: rub, effusion or electrocardiogram
confirmation.
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