ARTIGO ORIGINAL

LINFOPENIA T CD4 NO
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Sofia Ferreira,” Julia Vasconcelos,” Anténio Marinho,™ Fétima Farinha,

Jodo Correia,™ Paulo Barbosa,” Teresa Mendonga,™ Carlos Vasconcelos™

Resumo

Introducio: O Lipus Eritematoso Sistémico (LES)
é uma doenca inflamatdria crénica caracterizada
pela presenca de autoanticorpos, formacdo de imu-
nocomplexos e consequente lesdo de 6rgao. Diver-
sas alteracoes do sistema imune tém sido descritas,
nomeadamente dos linfécitos T CD4, em particu-
lar do subgrupo de células reguladoras.
Objectivo: Quantificar a populacdo T CD4 numa
populacao de doentes com LES e avaliar sua rela-
¢do comaactividade da doenca ltpica, atingimen-
to de orgdos, terapéutica e infeccoes.

Métodos: Estudo retrospectivo envolvendo os doen-
tes com LES seguidos na consulta de Imunologia
Clinica do Hospital Geral Santo Anténio, Porto, que
realizaram algum estudo de citometria de fluxo.
Resultados: Avaliaram-se 29 doentes, 16 estavam
sob corticoterapia e seis sob imunossupressores.
O SLEDAI médio na data da colheita era de nove e
0 ECLAM de trés.

Trinta e um por cento tinha leucopenia, 76% lin-
fopenia e a mesma percentagem défice de CD4.
Linfopenia CD4 inferior a 500/mm?® ocorreu em
55% dos doentes, em 31% inferior a 200/mm?3.

Todos os doentes com SLEDAI >20 e ECLAM >4
apresentavam CD4 inferiores a 500/ mm? e todos os
doentes sem actividade apresentavam CD4 supe-
riores a 500/mm?.

Durante o seguimento observaram-se trés in-
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feccoes oportunistas: meningite criptocdécica, as-
pergilose pulmonar e pneumonia por P jirovecii, to-
das em doentes com CD4 inferiores a 500/mm?®.
Conclusoées: A linfopenia T CD4 foi muito prevalen-
te nesta populacdo de doentes ltipicos.

Observou-se umarelacdo inversa entre a conta-
gem de linf6citos T CD4 e a actividade da doenca.

As infeccbes oportunistas surgiram em doentes
com linfopenia T CD4 grave.

Palavras-Chave: Lipus Eritematoso Sistémico;

Linfécitos T CD4; Linfopenia; Actividade Lipica;
Infec¢des oportunistas.

Abstract

Background: Systemic Lupus Erythematosus (SLE)
is an inflammatory chronic disease characterized
by the presence of autoantibodies, immunocom-
plex production and organ injury. Several alterati-
ons of the immune system have been described,
namely of CD4 T cells, with particular focus on re-
gulatory subgroup.

Objective: Quantify peripheral CD4 T cells in a po-
pulation of patients with SLE and correlate it with
lupus activity, affected organs, therapeutics and in-
fections.

Methods: Retrospective study involving all SLE pa-
tients seen in the clinical immunology outpatient
clinic of the Hospital Geral Santo Ant6nio, Porto
that has done some peripheral blood flow cyto-
metry study:.

Results: Twenty-nine patients have been evalua-
ted, 16 were taking glucocorticoids and six immu-
nossupressors. The mean SLEDAI at the study time
was nine and the ECLAM was three.

Thirty-one percent of the patients had leukope-
nia, 76% lymphocytopenia and the same number
CD4 depletion. Fifty-five percent of the patients
had CD4 levels lower than 500/mm?, 31% lower
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than 200/mm?.

All patients with SLEDAI >20 and ECLAM >4 had
CD4 counts inferior to 500/mm?® and all patients
with inactive disease had CD4 superior to 500/mm?.

There have been three opportunistic infections:
cryptococcal meningitis, pulmonary aspergilosis,
Pneumocystis jirovecii pneumonia, all in patients
with CD4 counts lower than 500/mm?®.
Conclusion: Decreased CD4 T cells counts have
been very common in this study population.

There is an inverse relation between CD4
cells counts and disease activity. Opportunistic in-
fections occurred in patients with severe CD4 de-
pletion.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus; CD4 T

Lymphocytes; Lymphocytopenia; SLE Activity; Op-
portunistic infections

Introducao

O Lapus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doen-
ca inflamatéria crénica caracterizada pela presen-
¢a de autoanticorpos, formagdo de imunocomple-
xos e consequente lesdo de 6rgdo. Diversas altera-
¢oes do sistema imune tém sido descritas, nomea-
damente disfuncao dos linfécitos B, alteracoes
quantitativas'“ e funcionais®° dos linfécitos T e seus
subtipos. Sendo uma doenc¢a em que a imunidade
humoral e as células B constituem sempre o prin-
cipal foco sob o prisma fisiopatolégico, ultimamen-
te tem-se vindo cada vez mais a falar da importan-
cia das células T.

Os linfécitos T CD4, em particular as células re-
guladoras tém um papel importante no controlo da
autoreactividade e na patogénese das doencas au-
toimunes. Existem diversos tipos de células regu-
ladoras, incluindo células T reguladoras CD4
(Treg), Th3, Tr1 e células T CD8. As Treg CD4 cons-
tituem cerca de 5 a 10% da populacdo T CD4.° No
homem, as células Treg naturais expressam CD4 e
CD25 (CD4+CD25int-high) e sdo também positivas
para o factor de transcricdo forkhead box P3
(Fox-P3).”

Embora a maioria dos estudos caracterize a po-
pulacao de células Treg e a sua relacdo com a pato-
génese e actividade do LES, na prética clinica rara-
mente € possivel fazer estes estudos de imunidade
celular, pois a Fox-P3 é uma proteina intracitoplas-
matica, exigindo longo tempo de execugdo técni-
ca. Contrariamente o acesso a quantificacdao dos

linfécitos T CD4 é, relativamente, muito facil.

Objectivos

O objectivo deste estudo € correlacionar a dimen-
sdo da populacgao de linfécitos T CD4 periféricos
numa populacio de doentes com LES, com os di-
ferentes aspectos da doenca, nomeadamente a sua
actividade, o ntimero de orgaos atingidos, a ocor-
réncia de infeccGes graves e a terapéutica.

Métodos

Realizado um estudo de coorte retrospectivo a par-
tir da identificacdo dos doentes com LES diagnos-
ticados de acordo com os critérios ACR,? seguidos
na consulta de Imunologia Clinica do Hospital Ge-
ral de Santo Anténio, que realizaram algum estu-
do de citometria de fluxo. Os autores fizeram a re-
visdo dos processos clinicos, com respectivo regis-
to de dados demogréficos, indices de actividade
da doenca (SLEDAIL® ECLAM"), indices de dano
(SLICCY), ocorréncia de infeccoes graves e tera-
péutica utilizada.

Os estudos de citometria incluidos neste traba-
lho, foram realizados entre 1994 e 2007. O segui-
mento dos doentes foi analizado desde a data do
diagnéstico de LES até Junho/2007.

A divisdo em subgrupos de doentes com base na
contagem de CD4 foi baseada na classificacdo usa-
danaimunodeficiéncia associada aoVirus da Imu-
nodeficiéncia Humana (VIH): CD4>700mm? (nor-
mal), CD4: 501-700mm?3, CD4: 201-500mm?3,
CD4<200mm?.

Definiram-se categorias de actividade com base
na pontuacdo do SLEDAIL: sem actividade (SLE-
DAI=0), actividade ligeira (SLEDAI=1-5), activida-
de moderada (SLEDAI=6-10), actividade elevada
(SLEDAI=11-19), actividade muito elevada (SLE-
DAI>20).2 As categorias de actividade baseadas na
pontuacdo do ECLAM foram: sem actividade
(ECLAM=0), actividade ligeira (ECLAM=1), activi-
dade moderada (ECLAM=2-3), actividade elevada
(ECLAM=4-5), actividade muito elevada
(ECLAM=>6).

Definiu-se flare baseado no quadro clinico, con-
sumo de complemento e subida de SLEDAI (>3).

A andlise estatistica foi realizada com base
numa correlacao utilizando um ajuste de curvalo-
garitmico entre SLEDAI e linfécitos T CD4.
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Resultados

Entre os cerca de 300 doentes com LES seguidos na
Consulta Externa de Imunologia Clinica, 29 tinham
algum estudo de citometria de fluxo realizado en-
tre 1994 e 2007, correspondendo a 21 doentes do
sexo feminino e oito do sexo masculino, com uma
idade média na data da colheita de 41 anos. As ca-
racteristicas demogréficas e clinicas dos doentes
sdo apresentadas na Tabela I. O tempo médio de
seguimento apos a colheita do estudo de citome-
tria foi de 6,5 anos, com uma mediana de 6.

Dezassete doentes tinham registo do motivo da
realizacdo de estudo de citometria de fluxo: cinco
para caracterizagao de linfopenia, cinco pedidos
no seguimento, sete por suspeita de infeccdo (na
maioria dos casos colhido juntamente com lava-
do broncoalveolar).

Trinta e um por cento dos doentes apresenta-
vam leucopenia (média dos leucécitos de
5530/mm?; média de leucdcitos dos doentes leu-
copénicos de 3124/mm?), 76% linfopenia e igual
ntmero linfopenia T CD4 (correspondendo aos
mesmos doentes com linfopenia). Destes, 31% ti-
nham contagens de CD4 inferiores a 200/ mm?,

24% entre 201 e 500/mm?, 21% entre 501 e
700/mm? (Tabela I). Quarenta e um por cento dos
doentes apresentavam relacdao CD4/CD8 menor
do que um.

Apresentavam contagens normais de linfocitos
T CD4 31% dos doentes sob corticoterapia e ape-
nas 18% dos nao corticotratados. Por outro lado,
37% dos doentes sob corticoterapia e 19% dos ndo
corticotratados apresentavam contagens de linf6-
citos T CD4 inferiores a 200/mm?3.

Os doentes medicados com antimalaricos apre-
sentaram contagens de CD4 variaveis, com 18%
dos doentes com CD4 normais e igual percenta-
gem com CD4 inferiores a 200/ mm?®.

Todos os doentes com actividade muito eleva-
da da doenca avaliada pelo SLEDAI, e actividade
elevada e muito elevada das definidas pelo
ECLAM, apresentavam CD4 inferiores a 500/ mm?,
a maioria inferior a 200/mm?® e todos os doentes
com doenca inactiva apresentavam CD4 superio-
res a 500/mm? (Figuras 1, 2 e 3).

Consideraram-se em flare20 doentes que apre-
sentavam um SLEDAI médio de 10. Trinta e cinco
por cento tinham leucopenia, 90% linfopenia e a
mesma percentagem linfopenia T CD4. Quarenta

por cento tinha CD4 infe-
riores a 200/mm?, 35% entre

Tabela I. Caracteristicas demograficas e clinicas dos doentes 201 e 500/mm?, 15% entre 501
e 700/mm?3. Quarenta por
N° total de doentes 29 cento apresentava relagdo
Sexo 21 Feminino CD4/CD8 inferior a um.
8 Masculino Todos os doentes que ti-
Idade no diagnéstico (anos) Média: 35 Mediana: 35 nham um a dois 0rgaos atin-
Idade na colheita de citometria Média: 4| Mediana: 39 gld‘os, na sua maioria pele e
(anos) articulagdes, apresentavam
Duracio da doenca na Média: 6 Mediana: | linf6citos T CD4 superiores
colheita (anos) 200/mm?, a maioria superior
SLEDAI 6 meses antes da colheita Média: 6 Mediana: 6 a 500/mm3. O~UHICO. do‘ente
SLEDAI na colheita Média: 9 Mediana: 7 com oito orgaos atln.gldos
ECLAM na colheita Média: 3 Mediana: 3 apresentsava CD4 inferiores a
SLICC na colheita Meédia: | Moda: 0 200/mm?,
N° cumulativo de Média: 3 Moda: 3 No gFupo total de 29 doe.n-
orgios afectados (1-8) tes, registaram-se quatro in-
Corticéides (dose) 16 Mediana: fec.(;oes graves durante 0 se-
Média: | 6mg/dia 7,5mg/dia guimento: trés «oportunistas»
Antimalaricos T — meningite criptocécica,
Imunossupressores 4 pneumonia por Pjirovecii, as-
(Azatioprina/MTX) (4l 2) pergilose pulmonar, umanao
Contagem de T CD4 (/mm’) >700 501-700 | 201-500 <200 oportunista- tuberculose pu}-
N° de doentes (%) 7 6 7 9 monar (Tabela II). Os trés
(24%) 21%) (24%) (31%) doentes com infeccées do pa-
rénquima pulmonar colhe-
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Figura |.Relacio entre SLEDAI e contagem de linfocitos T
CD4.

ram estudo de citometria na altura do diagnéstico
dainfecc¢do, o doente com criptococose cerebral ti-
nha realizado o estudo no ano anterior a infeccao.
Todas as infeccbes ocorreram em doentes com
CD4 inferiores a 500/mm? e apenas um tinha CD4
superiores a 200/mm?®. Trés dos doentes apresen-
tavam relacdo CD4/CD8 inferior a um. O doente
com pneumonia por Pneumocystis jiroveciinao es-
tava sob corticoterapia nem imunossupressores, 0
doente com criptococose cerebral estava apenas
sob corticoterapia em baixa dose, sendo que os
doentes com aspergilose pulmonar e tuberculose
pulmonar estavam medicados com corticoterapia

SLEDAI

O Observed
— Logarithmic

25

T T T
1500 2000 2500

T
1000

T
0 500
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Figura 2. Relagdo logaritmica inversa entre SLEDAI e
linfécitos T CD4.

Comentario: o ajuste de curva determinado para esta correlagio
é uma relagdo do tipo logaritmico. O modelo determinado é
estatisticamente significativo (p=0,002) mas apenas explica 30%
das observagdes.

e imunossupressio (este tltimo com dose elevada
de corticoides).

A data da realizacdo deste trabalho, oito doen-
tes tinham falecido, quatro dos quais pertencen-
tes ao grupo com CD4 inferiores a 200/mm3; um
dos falecidos estava no grupo com infeccoes gra-
ves (o doente com tuberculose pulmonar).

Discussao

Embora a grande maioria dos estu-

dos dedicados ao LES e imunidade
celular analise o subgrupo das Treg,
pareceu aos autores que, em termos
de prética clinica, seria interessante,
porque exequivel, analisar a relacdo
entre os linfécitos T CD4 e varios as-
pectos da doenca como a sua activi-
dade, a existéncia ounao de flare, a te-
rapéutica e as infeccoes graves. Assim
sendo, ao longo da discussao os auto-

res vao estabelecer paralelismos en-
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tre os seus resultados e os descritos
por outros autores em relacdo as Treg.

Este grupo de doentes apresenta-
vauma duracio média relativamen-
te curta da doenca, com elevados in-

Figura 3. Relacio entre ECLAM e contagem de linfécitos T CD4.

dices de actividade e baixo indice de
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Tabela Il. Infeccdes graves
Linfocitos CD4 CD4/ Outros
totais (/mm?) (/mm?3) CD8 Corticoterapia Imunossupressores
Criptococose cerebral 624 62 <l 7,5mg Nio
Pneumonia P. Jirovecii 810 324 <l Nio Nio
Aspergilose pulmonar 218 74 1,29 15mg MTX
Tuberculose pulmonar 1.009 141 <l 40mg Azat

Legendas: Azat: azatioprina, MTX: metotrexato.

dano de orgao.

Aleucopenia, linfopenia e, em particular, o dé-
fice, frequentemente profundos, de linfécitos T
CD4 s3ao muito prevalentes nesta populacido de
doentes ltipicos. Alguns estudos apontam para que
a presenca e magnitude destas alteracdes possam
ser uteis para distinguir LES de doencas inflama-
térias ndo autoimunes, e de outras doencas autoi-
munes,' embora outros ndo encontrem alteracoes
quantitativas nos linfécitos T dos doentes ltipicos
em relacdo a grupos controlo saudaveis.®

Os autores observaram que 31% dos doentes
corticotratados e apenas 18% dos nio corticotra-
tados tinham contagens normais de CD4, o que
parece indicar, embora néo tenha sido feita uma
anadlise estatistica, uma tendéncia para a normali-
zacao do tamanho desta populacdao com esta tera-
péutica, o que de resto vai de encontro com os re-
sultados encontrados por Sudrez et al em relacdao
asTreg.!® Ndo estd esclarecido se esta aparente nor-
malizacdo dos CD4 com a corticoterapia é conse-
quéncia directa da terapéutica ou se estd na depen-
déncia do controlo da actividade da doenga.'** Pa-
radoxalmente, hd uma importante percentagem
de doentes sob terapéutica com corticoides com
linfopenia T CD4 profunda, o que poderia tradu-
zir doentes com doenca mais activa, portanto a
necessitar de corticoterapia. No entanto, dado que
estas observacdes ndo foram analisadas em rela-
¢do adose e duracdo do tratamento, o que pode ter
impacto directo nos resultados, conforme descre-
veram Sudrez ef al, em que os corticdides apenas
aumentavam a contagem de CD4 se em doses su-
periores a 5mg/dia por mais de 3 meses," nao se
podem tirar conclusées. Nao se encontrou relacao
entre a toma de antimaléricos e a contagem de
CD4, resultados concordantes com os encontrados
por outros autores.?® O impacto dos imunossu-
pressores nao foi analisado dado o ntimero escas-

so de doentes sob esta terapéutica.

Observou-se uma tendéncia pararelacao inver-
sa entre a contagem de linfécitos T CD4 e a activi-
dade da doenca, seja medida através do SLEDAI,
seja através do ECLAM (Gréficos 1, 2 e 3). Diversos
estudos demonstraram uma deple¢do de CD4%e da
proporcao de Treg na doenca activa?*® e sua corre-
lacdo inversa com a actividade da doencga.* Miyara
et al observaram que o tamanho da populacao de
Treg variava num mesmo doente, em relacdo com
a actividade da doenca.?

Observou-se que, quando comparados com o
grupo total, maior percentagem de doentes em fla-
re apresentava leucopenia, linfopenia e défice de
CD4. Também a proporcao de doentes com défice
mais profundo de CD4 foi maior. Esta observagdo
coincide a de outros autores,’ tendo Myara et al
descrito que a profundidade da deplecdo de Treg se
correlacionava com a severidade do flare.

A andlise do nimero 6rgaos atingidos parece es-
tabelecer uma relacao inversa com a contagem de
linf6citos T CD4, embora nao tenha sido feita ana-
lise estatistica, os autores nao encontraram descri-
ta esta observacdo noutros estudos. Este achado
pode ser interpretado no mesmo contexto da rela-
¢do SLEDAI e ECLAM e contagem de CD4, ou seja,
doenca mais activa logo mais probabilidade de en-
volvimento de maior nimero de érgaos. Note-se
que esta constatacdo ndo implica que exista o mes-
mo tipo derelacao entre SLICC e CD4, uma vez que
este atingimento de 6rgdo ndo é necessariamente
definitivo.

As infecgbes sdo uma das principais causas de
morbi-mortalidade nos doentes com LES.**!* Os
doentes com LES tém, por factores intrinsecos, au-
mento do risco de infec¢do que é amplificado pela
terapéutica imunossupressora.'® A maioria das in-
feccoes é causada por patogéneos comuns, sobre-
tudo bactérias.'*'> No entanto, hd evidéncia cres-
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cente de que infeccGes oportunistas ddo um im-
portante contributo para a mortalidade de causa
infecciosa no LES.""

Neste estudo € interessante observar que todos
os doentes com infeccdes graves tinham linfope-
nia e défice profundo de CD4, mas nem todos es-
tavam sob corticoterapia ou imunossupressao.

Um estudo em doentes chineses com ltipus, re-
velou alinfopenia como um dos mais importantes
factores de risco para intercorréncias infecciosas
graves.'® Le Moing ef al advogam que, em caso de
linfopenia marcada, é recomendével iniciar cotri-
moxazol como profilaxia primdria para a pneumo-
nia a P, jirovecii,'® a exemplo do que se pratica na
infeccao pelo VIH.

Os resultados encontrados neste estudo vdo de
encontro aos encontrados por diversos outros au-
tores, mas tem diversas limitacoes. A principal li-
mitacdo é também a sua potencial mais-valia: a
utilizacdo da populacao CD4 total e ndo da popu-
lacdo Treg, sendo evidente que ha uma proporc¢ao
indefinida de células T CD4 que nao correspondem
a células T reguladoras, mas sim a linfécitos acti-
vados;® no entanto, tendo os resultados encontra-
dos sido similares a outros estudos em relacao aos
CD4!'2 e Treg,*>'* este poderd ser mais um instru-
mento de avaliagdo dos doentes ltpicos na prati-
ca clinica didria. Por outro lado, tendo sido reali-
zado de forma retrospectiva, carece de grupo con-
trolo, baseia a existéncia de flare (numa das suas
definicoes) e o célculo de indices em registos cli-
nicos, muitas vezes subjectivos e incompletos, em-
bora esteja demonstrada a validade do célculo des-
tes indices retrospectivamente.2'? E também de
salientar que o facto de se terem incluido todos os
doentes lipicos com estudos de citometria de flu-
x0 corresponde a um enviezamento, que é a moti-
vacao para os ter pedido, traduzindo contextos cli-
nicos muito diversos, alguns deles com impacto di-
recto na contagem de linfécitos e seus subgrupos.

Apesar destas condicionantes, os autores sdo de
opinido que os resultados encontrados sdao dados
ater em conta naavaliacdo do doente com LES, po-
dendo a avaliagao dos linf6citos T CD4 ser um con-
tributo importante para uma melhor defini¢ao do
plano terapéutico e, consequentemente, do prog-
nostico. Assim, dada a actual facil acessibilidade a
estes testes, achamos justificar-se um estudo pros-
pectivo, com inclusdo de nimero adequado de
doentes e de preferéncia incluindo doentes ao
diagnéstico, ainda sem qualquer terapéutica, para
avaliar do interesse na sua incorporag¢ao nos indi-

ces de actividade desta doenga. Sera também de
grande interesse observar se, para além da corre-
lacdo pontual com a actividade da doenca lipica,
a duracao da alteracao dos CD4 pode predizer di-
ferentes evolucdes da doenca.
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