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Resumen

2. RESUMEN

En diferentes estudios previos, se ha observado que hay alrededor de un 20% de
individuos sanos con serologia positiva frente al citomegalovirus (IgG anti-CMV) que
muestran una discordancia inmune, ya que, a pesar de ser CMV-seropositivos carecen de
inmunidad mediada por células frente a CMV (IMC-CMV) cuando se analiza con la
técnica del QuantiFERON-CMV (QF-CMV). El objetivo principal del presente
proyecto de tesis doctoral es analizar el impacto de la discordancia humoral/celular de
donantes CMV-seropositivos sobre la reconstitucion de la IMC-CMYV y en la reactivacion

del CMYV tras el trasplante hematopoyético en receptores CMV-seropositivos.

En primer lugar, evaluamos si la discordancia humoral/celular en sujetos sanos
CMV-seropositivos con un resultado QFneg es, como sugieren algunos autores, un
artefacto relacionado con el tipo de estimulo que utiliza el ensayo del QF-CMV, o si
realmente estos sujetos muestran una IMC-CMV deficiente. Para ello, comparamos en un
grupo de voluntarios sanos la IMC-CMV medida con el QF-CMV, que usa como estimulo
22 peptidos de CMV, con la IMC-CMV obtenida por la técnica FASCIA que usa como
estimulo un lisado viral de CMV. De los 93 individuos reclutados, 71 fueron voluntarios
CMV-seropositivos (V+), entre los que habia 13 V+ discordantes (18.3%) (V+QFneg).
Los sujetos V+QFneg tenian significativamente menor proliferacion de linfocitos T
CDA4+ con el lisado viral que los no discordantes V+QFpos (154.0 vs. 301.5 células/uL;
p=0.038). Tambien con los linfocitos T CD8+ observamos una tendencia hacia una menor
proliferacion en V+QFneg que en V+QFpos (4.0 vs. 12.5 células/uL; p=0.059). Al
estimular con las enterotoxinas A y B de Staphylococcus aureus la proliferacion también
fue menor en V+QFneg tanto en células T CD4+ (188.0 vs. 631.5 células/uL; p=0.018)

como en las T CD8+ (80.0 vs. 446.0 células/uL; p=0.003).
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En cuanto a la inmunidad humoral se observo que los sujetos V+QFneg tenian
un nivel significativamente mas bajo de 1gG anti-CMV que los V+QFpos (1.7 Ul/ml vs.
5.6 Ul/ml; p=0.001). En conclusion, los voluntarios V+QFneg muestran una IMC-CMV
mas débil que los individuos V+QFpos, no sélo en la liberacion de IFNG sino también en
la respuesta proliferativa y humoral. Ademas, este estudio también demuestra que un

resultado QFneg en sujetos CMV-seropositivos no es un artefacto de la técnica.

Una vez que validamos el ensayo del QF-CMV para identificar a este grupo de
individuos discordantes, llevamos a cabo la segunda parte del proyecto: evaluar el
impacto de la ausencia de IMC-CMV en donantes CMV-seropositivos sobre la
reconstitucion de la IMC-CMV vy en la reactivacion del CMV tras el trasplante de
progenitores hematopoyéticos en receptores CMV-seropositivos. De los 81 pacientes
evaluables, 54 tenian donantes CMV-seropositivos con QFpos (D+QFpos), 13 tuvieron
donantes discordantes (D+QFneg) y 14 donantes CMV-seronegativos (D-). Los
receptores con donantes D+QFneg tenian menor probabilidad de reconstitucion de la
IMC-CMV que los receptores con D+QFpos (Log-rank, p=0.001) o con D- (Log-rank,
p=0.023). De los 10 receptores con donante D+QFneg evaluables al mes +6 post-TPH, el
60% seguian siendo QFneg a pesar de haber tenido reactivacion de CMV. En el analisis
ajustado por otras variables, tener un donante D+QFneg se asociaba con una menor
probabilidad de reconstitucion de la IMC-CMV en comparacion con los donantes
D+QFpos (RR ajustado, 0.18; IC 95%, 0.06-0.52; p=0.001) o con donantes D- (RR
ajustado, 0.17; IC 95%, 0.05-0.59; p=0.005). Por tanto, se llegd a la conclusion de que
los receptores alo-TPH de donantes discordantes D+QFneg tienen menor probabilidad de
reconstitucion estable de la IMC-CMV durante los 12 meses del periodo de seguimiento
que los receptores de donantes D+QFpos o D-. Esta incapacidad para desarrollar una

reconstitucién estable de la IMC-CMV se mantiene incluso tras la reactivacion del CMV.
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3. INTRODUCCION

3.1 Estructura del citomegalovirus

El citomegalovirus (CMV) se encuadra taxonémicamente en el orden de los
Herpervirales, familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae y género
Cytomegalovirus. EI CMV es uno de los patégenos de mayor tamafio capaz de infectar al
ser humano y se caracteriza por presentar un ADN bicatenario lineal de unas 230 Kb
(Figura 1), siendo el genoma mas largo y complejo de los herpes. Este genoma esta
contenido en una nucleocépsida icosaédrica que se divide en dos regiones Unicas
denominadas “unique long” (UL) y “unique short” (US), cada una de las cuales esta
limitada por una secuencia repetida terminal, TRL y TRS, y por una secuencia repetida

interna, IRL e IRS, respectivamente (1).

La nucleocépsida, que contiene el ADN, esta formada por 162 capsomeros de
unos 130 nm de diametro, compuestos cada uno por dos unidades morfoldgicas distintas,

12 pentameros y 150 hexameros, dispuestos en forma de triple hélice (2,3).

TRs

\ N ADN 230 Kb
Nucleocapsida ' ; { / s
i IRs n
IRL
_ Membrana
- A o 3 - uLo7t
- “ .
e | >, 235 o .- ~4. U'LS41
uL27}
Tegtm{ent%__,_,______,_u TRL

Glicoproteinas de =

superficie

Figura 1. Representacion de la estructura y componentes de un virion humano de CMV

(Adaptada de El Chaer et al., 2016) (3).
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El tegumento constituye una superficie irregular de revestimiento formado
principalmente por proteinas fosforiladas. Estas proteinas desempefian papeles
fundamentales en la entrada del virus en las células que infecta, en la expresién génica,
en la evasion de la respuesta inmune, asi como en la salida del virus de las células
infectadas. La proteina pp65 se considera la proteina estructural mas importante,
principalmente por ser muy inmunogeénica, constituyendo el principal antigeno diana de
los linfocitos T CD8+ en la infeccion por CMV (4). Otras proteinas del tegumento con
funciones importantes son las pUL47 y pUL48 que permiten a la capsida viral, acceder
al nucleo de la célula huésped mediante el sistema de microtubulos celulares de la

membrana nuclear.

La envoltura es una bicapa lipidica que contiene unas 19 glicoproteinas
codificadas por el virus. Entre ellas estan gB (UL55), gM (UL100), gN, gO (UL74) y
otras muchas. Una de las mas importantes es la gB (UL55) que constituye la principal
diana de los anticuerpos. Ademas, estas glicoproteinas destacan también por participar en
funciones tales como, el establecimiento de uniones glicoproteicas entre el virus y la
célula hospedadora, lo que favorece la entrada de éste mediante fusion de membranas o
endocitosis (5-7), provocando la infeccion de la célula y la posterior diseminacion del

virus (8).

3.2 Ciclo de vida del virus

El ciclo de vida del CMV consta de una fase litica y una fase de latencia. Durante
la fase litica, el virus penetra en las células (fibroblastos, macrofagos, células epiteliales
y dendriticas, fundamentalmente) mediante fusiébn de membranas. En concreto, las

particulas infecciosas entran en contacto con los receptores celulares gracias a las
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glicoproteinas de la envuelta viral (gM y gB), dando lugar a la fusion de las membranas
celulares. A continuacién, se liberan la nucleocapsida y las proteinas del tegumento
directamente en el citoplasma celular. Una vez en el citoplasma, la cépsida se desplaza

hacia el ntcleo, donde se produce la liberacion del ADN viral (Figura 2) (9).

_——* Regulation of
———" host immune and
/™ stress responses

/ S

“' "‘ Genome  Viral Gene” /}/
\\ Regulation”
\ '

e i) M > ©
0 %m®

Viral Genome C
S Replication O o O -
= Nucleus _—

ke — .
‘f,"v.‘: Particula infecciosa & ADN viral ‘ Cuerpos densos L ProteinasL
@ Genomay ;  Proteinas del tegumento  '®  Proteinas IE

nucleocapside

o . Glicoproteinas virales i i
() capside vacia T P DE  Proteinas densas retrasadas

Figura 2. Descripcion general del ciclo de vida del CMV (Adaptada de Jean Beltran et al., 2014)
9).

La expresion gendmica se caracteriza por llevarse a cabo en una cascada de 3
fases. En primer lugar, se produce la expresion de los genes a o Immediate Early (IE),
que dan lugar a los primeros ARNm. Estos ARNm se traducen en las proteinas o (también
Ilamadas IE) que conducen al virus a la replicacion litica. Las proteinas IE regulan el
ambiente de la célula hospedadora ya sea modulando factores involucrados en el control
de la sintesis de ADN celular o alterando la respuesta inmune del huésped frente al virus
favoreciendo con ello la segunda fase que seria la expresién de los genes virales

tempranos Early Antigen (EA), implicados a su vez en la estimulacion de la sintesis de
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ADN, ARN y proteinas “Early” en la célula infectada. Después de la replicacion del ADN
tiene lugar la tercera fase de la cascada, la expresion de los genes virales tardios “Late
Antigen” (LA), la mayoria de los cuales daran lugar a proteinas y glicoproteinas
estructurales (10). Los genes LA favorecen el inicio del ensamblaje de la capsida en el
nlcleo, seguido de su salida al citoplasma gracias a la formacion de un complejo que se
fusiona con la membrana nuclear interna. Una vez en el citoplasma, la capsida termina de
formarse adquiriendo vesiculas procedentes del reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi
y endosomas. Finalmente, estas vesiculas se fusionaran con la membrana celular y se

produce la liberacion al espacio extracelular de los viriones (9).

Una vez que el sistema inmune es capaz de controlar la replicacion del virus,
éste entra en latencia. La fase de latencia del CMV puede definirse como el
mantenimiento del genoma viral en ausencia de produccion de viriones infecciosos,
aungue mantiene la capacidad para reactivarse bajo determinadas condiciones. El virus
se mantiene en latencia principalmente en las células precursoras mieloides CD34+ y
monocitos CD14+, que se diferenciaran en macrofagos y células dendriticas (11). La fase

de latencia va asociada a una respuesta inmune robusta por parte del hospedador (12).

3.3 Epidemiologia, vias de transmision y patogénesis

La infeccion humana por CMV es extremadamente frecuente, afectando a la
mayor parte de la poblacion mundial. La prevalencia aumenta con la edad del individuo
y puede variar, dependiendo de la localizacién geogréfica y del nivel de desarrollo de
cada pais, desde un 60% en paises desarrollados hasta un 90% en subdesarrollados

(13,14).

10



Introduccion

La transmision del CMV puede ocurrir de forma vertical u horizontal (15). La
transmision vertical es aquella que se da de madre CMV-seropositiva a hijo por via
transplacentaria. La transmision horizontal es aquella que se produce por: 1) Contacto
directo con fluidos corporales como saliva, orina, sangre u otras secreciones; 2) A través
de transfusiones sanguineas; 3) O transmision por trasplante de 6rganos cuando éstos
proceden de donantes CMV-seropositivos (tanto 6rgano sélido como trasplante de

progenitores hematopoyéticos) (16,17).

La infeccion por CMV se detecta por la presencia de proteinas virales o &cidos
nucleicos del virus en algan fluido corporal o muestra de tejido, aunque no se hayan
mostrado sintomas relacionados. El desarrollo de la primoinfeccion varia dependiendo
del estado inmunologico del individuo. De modo que, en personas sanas
inmunocompetentes se suele cursar de manera asintomatica o leve, debido a que poseen
un sistema inmunolégico funcional capaz de controlar y detener la replicacion del virus
(18). En la mayoria de estos casos, los sintomas son similares a un resfriado, con fiebre,
malestar y dolor de cabeza. Mientras que, en individuos inmunocomprometidos, la

infeccidn puede llegar a ser mucho mas grave (19).

Dentro de los individuos inmunosuprimidos, los pacientes trasplantados de
progenitores hematopoyéticos representan un grupo especialmente vulnerable a la
infeccién por CMV debido tanto a la enfermedad que sufren como a los tratamientos de
quimio/radioterapia que se les administra. En este grupo de pacientes puede ocurrir tanto
una primoinfeccion por CMV (en receptores CMV-seronegativos) como reactivaciones
(en receptores CMV-seropositivos). En estos casos la infeccion puede dar lugar a
complicaciones graves relacionadas con el propio trasplante, como la enfermedad de

injerto contra huésped (EICH) y finalmente el rechazo del érgano (20-22).
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Durante la primoinfeccion, el CMV infecta a las células epiteliales y desde ahi,
se disemina a otras células. Las células de la inmunidad innata expresan unos receptores,
denominados Toll Like Receptors (TLR) que reconocen patrones moleculares del virus,
teniendo como resultado la liberacion de citoquinas antivirales y proinflamatorias. Otras
células con un papel relevante en el control de la infeccion por CMV son las células
dendriticas, las cuales participan en el procesamiento y presentacion de los antigenos del
CMV en su superficie asociados al Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), lo
que permite que se desarrolle la respuesta adaptativa. Las células presentadoras de
antigenos (CPA) pueden actuar de dos formas: 1) Activando los linfocitos T CD8+ con
el CMH de clase I, lo que provoca la lisis de las células infectadas por CMV mediante
citolisis mediada por la secrecion de granzimas y perforinas o deteniendo la replicacion
del virus a través de la secrecion de citoquinas como el interferon-gamma (IFNG) o el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a); 2) A través de la presentacion de los antigenos
mediante el CMH de clase Il que seran reconocidos por los linfocitos T CD4+, que por
un lado activaran a los linfocitos B dando lugar a anticuerpos neutralizantes y no
neutralizantes CMV-especificos y por otro lado, induciran la proliferacion de celulas T

CDB8+ mediante la secrecion de interleuquinas como la IL-2 (23).

3.4 Trasplante de progenitores hematopoyéticos

3.4.1 Aspectos generales

El trasplante de progenitores hematopoyeéticos (TPH) es un procedimiento
terapéutico ampliamente utilizado en la practica clinica para el tratamiento de maltiples

enfermedades hematoldgicas congénitas y adquiridas que afectan a la médula Gsea
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(24,25). Dicho procedimiento tiene como objetivo fundamental regenerar el tejido
hematopoyético del paciente que por la propia enfermedad tiene una actividad anormal.
La recuperacién de la funcion hematoldgica e inmunoldgica tras el TPH se debe a la
administracion al paciente de progenitores hematopoyéticos sanos procedentes de un
donante (trasplante alogénico, también Ilamado alo-TPH) o del propio paciente
(trasplante autélogo) (26,27). Con el objetivo de eliminar las células anomalas
(neoplasicas y/o malignas) y permitir que injerten los progenitores nuevos infundidos, en
una fase previa al trasplante, se le administra al paciente altas dosis de quimioterapia y/o
radioterapia. Dicho tratamiento recibe el nombre de régimen de acondicionamiento.
Segun su objetivo e intensidad, el régimen de acondicionamiento previo al trasplante

puede ser de dos tipos (28):

- Mieloablativo: administracion de altas dosis de quimioterapia provocando mayor
citotoxicidad contra las células malignas, pero también con mayor toxicidad general.

Se recomienda que se administre a pacientes con buen estado clinico basal.

- No mieloablativo (o intensidad reducida): este régimen, al ser menos agresivo, tiene
menos capacidad de controlar la enfermedad, pero puede ser administrado a pacientes
de edades avanzadas o a aquellos que muestren contraindicaciones al régimen

mieloablativo.

3.4.2 Fuente de progenitores y tipos de trasplante segun la identidad HLA

Las células progenitoras pueden ser obtenidas: directamente de la médula 6sea
mediante puncion; de sangre de cordon umbilical; o de la propia sangre periférica del
donante, previa administracion de tratamientos como el factor estimulante de colonias de

granulocitos (G-CSF). En la actualidad, la sangre periférica es la opcion mas utilizada,
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fundamentalmente porque los factores estimulantes permiten la obtencion de mayor
namero de progenitores hematopoyéticos (29,30). Por el contrario, el cordon umbilical es
una fuente de progenitores cuyo uso clinico ha sufrido un gran descenso en los Gltimos
afios debido principalmente al poco volumen de sangre que se puede extraer en cada caso
(31). En cuanto al tipo de donante empleado, los mejores resultados se han obtenido
cuando se utilizan progenitores de un hermano con identidad total en el HLA (del inglés,
Human Leukocyte Antigen) de clase | y clase Il (trasplante HLA idéntico) (26). En el caso
de que no sea posible esta opcion, esta la alternativa de un trasplante haploidéntico, en el

que el donante comparte s6lo uno de los haplotipos HLA con el paciente (32).

En los dias posteriores a la infusion de los progenitores comienzan a surgir
problemas, entre los que destacan las complicaciones infecciosas que coinciden con el

complejo periodo de reconstitucion del sistema inmune.

3.5 Reconstitucion inmune tras el trasplante alogénico de progenitores

La reconstitucion inmune es un proceso lento, de expansion y generacion de
novo de células inmunes en un receptor a partir de un injerto sano (en el caso del trasplante
alogénico el injerto procede de un donante). La recuperacién de la funcién del sistema
inmunoldgico es de suma importancia para superar con éxito el trasplante, hacer frente a

posibles infecciones y evitar recaidas de la enfermedad (33,34).

Existen varios factores que pueden influir en la reconstitucién inmune post-TPH.
Esta descrito en numerosos estudios que la edad del paciente es uno de los factores mas
importantes (35,36). Otras variables como la fuente de progenitores hematopoyéticos, el
régimen de acondicionamiento o el desarrollo de la EICH también pueden llegar a ser

determinantes en el proceso de reconstitucion inmune (37-39). De hecho, en cuanto a la
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fuente de progenitores, hay evidencias de que la sangre periférica proporciona una
reconstitucion mas temprana, de ahi que, en la actualidad sea la principal fuente usada en

los alo-TPH (25).

3.5.1 Reconstitucién global

Tras la infusién por via intravenosa, los progenitores hematopoyéticos pasan al
torrente sanguineo y, terminan llegando a la médula 6sea donde tiene lugar el
prendimiento del injerto, proceso que suele durar entre 12 y 30 dias dependiendo
fundamentalmente de la fuente que se use, ya que como se ha mencionado anteriormente,
estd documentado que las poblaciones celulares tienden a reconstituir antes, si el injerto

procede de sangre periférica que si lo hace de médula 6sea o de corddén umbilical (40,41).

Tras el trasplante, el prendimiento de los monocitos es el primero en producirse,

seguido rapidamente de granulocitos y células Natural Killer o NK (Figura 3) (42).

140 - 4 Infusién de PH
E
5 120+ Neutréfilos, monocitos y células NK
;; Linfocitos B y linfocitos T CD8
o 100 - [ Linfocitos T CD4
2 Células plasmdticas y dendriticas
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Figura 3. Etapas de la reconstitucion inmune después del TPH. Recuento aproximado de las

células inmunes expresado en porcentaje de recuentos normales (Adaptada de Storek, 2008) (42).
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El recuento de monocitos se normaliza antes del primer mes post-trasplante (43).
Los macréfagos son bastante resistentes a la quimio/radioterapia, por tanto, su nimero no
baja sustancialmente. Esto hace que los macrdfagos del receptor sean reemplazados
gradualmente por los del donante durante varios meses despues del trasplante (44). La
reconstitucion de los neutréfilos también es una de las primeras en producirse. Tarda unas
2 semanas si el injerto procede de sangre periférica, 3 semanas si es de médula 6sea y
hasta 4 semanas si es de cordén umbilical (45,46). Ademas, se ha relacionado el nimero
de células CD34+ infundidas con el injerto con la recuperacién cuantitativa de los
neutrofilos (47,48). En cuanto a las células dendriticas, son detectables a las 2-3 semanas,
aungue permanecen en niveles bajos durante los 3 primeros meses después del trasplante
(49). Posteriormente, el recuento de células dendriticas mieloides (CD11+) tiende a
normalizarse mientras que las plasmocitoides (CD123+) permanece bajo incluso un afio

después del trasplante (50).

En cuanto a la linea linfoide, el recuento de células NK en sangre parece
recuperarse a las 3-4 semanas post-TPH, aunque hasta al menos 6 meses después se ha
observado un desequilibro entre el ratio de NK reguladoras (CD56M""CD16'"") y
citotoxicas (CD56'°“CD16"9" (51). Parece que durante este periodo post-trasplante, en
el que la reconstitucién de los linfocitos T no se ha producido por completo, suele haber
mayor frecuencia de enfermedades debido a herpesvirus y es probable que las NK
desempefien un papel fundamental en la defensa contra ellos (52). Respecto a los
linfocitos T, la concentracion de linfocitos T CD8+ durante los 3 primeros meses post-
TPH esta por debajo de los niveles normales. Posteriormente, aumentan con rapidez y
alcanzan valores normales o supranormales, un afio después del trasplante. El rapido
aumento podria ser debido a la expansién de células T CD8+ especificas para

determinados herpesvirus presentes en el huésped (53-55). El recuento de linfocitos T
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CD4+ es muy bajo durante los primeros meses. Después, aumentan lentamente hasta
alcanzar los valores normales entre 1-5 afios después del trasplante (37). EI nimero de
CD4+ semanas después del trasplante esté significativamente relacionado con el nimero
de células T CD4+ administradas con el injerto (56). Con relacion a los linfocitos B, éstos
muestran un nimero muy bajo, incluso indetectable durante los 2 primeros meses post-
TPH (57). Posteriormente, van aumentando hasta alcanzar un nivel supranormal en un

tiempo de 1-2 afios, tras el cual, los niveles se normalizaran.

Por tanto, se puede decir que la reconstitucion inmune post-TPH es un proceso

lento y progresivo que puede tardar afios en concluir.

3.5.2 Reconstitucion de la inmunidad mediada por células frente a CMV

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ CMV-especificos desemperian un papel
fundamental en el control de la reactivacion del CMV mediante la produccion de diversas
citoquinas como el IFNG, la IL-2 y el TNF-a, lo que contribuye a controlar la infeccion
(58-61). Por tanto, una reconstitucion rapida y eficiente de la inmunidad mediada por
células frente a CMV (IMC-CMV) permite hacer frente a posibles reactivaciones del
virus post-TPH (62,63). Sin embargo, hay factores que han demostrado retrasar la
reconstitucion de la IMC-CMV: el régimen de acondicionamiento, la serologia CMV del
donante, el uso de esteroides, la EICH, el trasplante de donantes no emparentados, la

fuente de progenitores y el uso de profilaxis con ganciclovir (33,64-66).

En los pacientes TPH, el mayor riesgo de infeccion/reactivacion por CMV
ocurre dentro de los 100 primeros dias post-TPH. En un estudio llevado a cabo por Hakki
et al., se asocio el bajo recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ en los 3 primeros meses

después del trasplante con el retraso en el desarrollo de la IMC-CMV (65).
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Numerosas publicaciones han demostrado que el porcentaje de las poblaciones
celulares que constituyen la IMC-CMV vy la reconstitucion precoz de la misma protegen
frente a las reactivaciones de CMV. Por ejemplo, hay evidencias de que una baja
subpoblacion de linfocitos T CD8+ CMV-especificos predispone a la infeccion por CMV,
tanto precoz como tardia (67). Algo similar ocurre con los linfocitos T CD4+, ya que, un
recuento bajo se asocia con la aparicion de enfermedad tardia por CMV (> 100 dias post-
TPH) (68). Por el contrario, la reconstitucion precoz de linfocitos T CD4+ CMV-

especificos se asocia con una incidencia baja de infeccion por CMV (69).

3.6 Complicaciones asociadas a la infeccion por CMV en el alo-TPH

Como se describe anteriormente, los pacientes trasplantados de progenitores
constituyen uno de los principales grupos de riesgo a la hora de sufrir complicaciones
infecciosas debido a los regimenes de acondicionamiento a los que son sometidos para
poder recibir el trasplante y que suponen la aplasia medular del paciente (70,71), al

posterior prendimiento del injerto y al lento proceso de reconstitucién inmune.

Una de las principales complicaciones que surge es la infeccion por CMV, que
es considerada una importante causa de morbilidad en estos pacientes (72). En los
receptores del alo-TPH esta infeccidn suele encuadrarse entre el dia +30 y el dia +100
post-TPH periodo en el cual la reconstitucion inmune de los linfocitos T CD4+ y CD8+
todavia estan en valores minimos (58,73-75). En los pacientes TPH, la infeccién por
CMV puede causar alteraciones hepaticas, digestivas, afectacion pulmonar o del sistema
nervioso central siendo la neumonia la manifestacidn clinica mas frecuente y con mayor
tasa de mortalidad si no se trata a tiempo (68). En este contexto, se han descrito varios

factores de riesgo asociados a la infeccion por CMV (76).
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3.6.1 Factores de riesgo asociados a la infeccion por CMV en pacientes alo-TPH

La incidencia y severidad de la infeccidn por CMV después del trasplante

alogénico de progenitores, dependen de algunos factores de riesgo entre los que destacan:

Estado seroldgico frente a CMV de donante y receptor: En los receptores de
un TPH, el factor de riesgo mas importante para la infeccion por CMV es la
serologia CMV de donante y receptor (68). Segun la determinacion seroldgica, los
pacientes TPH se pueden clasificar como: de bajo riesgo (Donante CMV-
seronegativo (D-)/Receptor CMV-seronegativo (R-), riesgo intermedio (D+/R-) y
alto riesgo (D-/R+y D+/R+) (77). Sin embargo, el papel de la serologia CMV del
donante en el caso de que el paciente sea CMV-seropositivo (R+) es controvertido,
ya que, varios autores han sefialado que tiene un papel importante en la evolucién
del trasplante, observandose diferencias entre los pacientes D-/R+ y D+/R+. En
este sentido se ha publicado que los pacientes D-/R+ tienen mejor supervivencia,
menor riesgo de recidiva y un descenso de la mortalidad relacionada con el
trasplante (78). Pietersma et al. han descrito que en pacientes R+ la serologia
CMV del donante se asocia no sélo con la frecuencia de reactivacion de CMV
sino también con la magnitud de la reactivacién viral. Asi, los pacientes D+/R+
tienen mayor incidencia de reactivacion de CMV que los D-/R+, debido a la
reactivacion de la cepa del donante. Por el contrario, los pacientes D-/R+ muestran
mayor severidad en la reactivacion del CMV (mayor carga viral y mayor duracién
de la replicacién) que los D+/R+ debido a la ausencia de IMC-CMV transferida
(79).

Regimenes de acondicionamiento: La mayor incidencia de reactivacién del

CMV se relaciona con el acondicionamiento mieloablativo, ya que, la intensidad
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de la quimioterapia y/o radioterapia es tan alta que hay una recuperacion

insuficiente de los linfocitos T CD8+ (80).

e Grado de compatibilidad HLA entre donante y receptor: Se ha relacionado un
mayor riesgo de EICH aguda y mayor incidencia de reactivacion del CMV en
trasplantes haploidénticos que cuando existe identidad total HLA entre donante y

receptor (81).

e Dosis de inmunosupresion recibida: Dosis altas de corticosteroides,
tratamientos que deplecionan las células T como la globulina antitimocitica y el
micofenolato de mofetilo (MFM), entre otros, se consideran farmacos de alto

riesgo para la infeccion por CMV (82).

e Otros factores como la edad también se consideran de riesgo. La prevalencia de la
infeccion por CMV aumenta con la edad (83,84), de modo que los pacientes de

edades mas avanzadas tienen mas probabilidad de ser CMV-seropositivos.

3.6.2 Definiciones de infeccion y enfermedad por CMV en el TPH

A la hora de poder describir y manejar de manera uniforme las complicaciones
clinicas de la infeccion por CMV en los pacientes TPH, en la European Conference on
Infections in Leukaemia de 2017 (ECIL 7) se establecieron de forma consensuada las
directrices para el tratamiento de la infeccion por CMV en pacientes con neoplasias
hematoldgicas después de un TPH. Entre otros aspectos, se actualizaron varios conceptos

relacionados con la infeccidn y enfermedad por CMV (Tabla 1) (85,86).
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Tabla 1. Conceptos relacionados con infeccidén y enfermedad por CMV en el TPH

CONCEPTOS

DEFINICIONES

Infeccion por CMV

Se define como el aislamiento del virus, la deteccién de proteinas virales
(antigenos) o la deteccion de acido nucleico de CMV en cualquier fluido
corporal o muestra de tejido

Replicacion de CMV

Este término se puede utilizar para evidenciar la multiplicacion del virus. A
veces se utiliza este término en lugar de infeccién por CMV

Primoinfeccion

La infeccion primaria de CMV es definida como la primera deteccién de
infeccion por CMV en un paciente previamente CMV-seronegativo

Infeccion recurrente

Se define como una nueva infeccion por CMV en un paciente que
previamente ha tenido una infeccion por CMV documentaday a quien no se
le ha detectado el virus durante un intervalo de al menos 4 semanas de
vigilancia activa

Reinfeccion

Deteccién de infeccidon por una cepa de CMV diferente a la que causd la
infeccion inicial

Reactivacion de CMV

Situacién en la que dos cepas de CMV (la causante de la infeccién previay la
de la actual) son indistinguibles tanto por secuenciacion de regiones
especificas del genoma como utilizando técnicas moleculares de
polimorfismos genéticos. En la clinica habitual se utilizan indistintamente los
términos reactivacion e infeccién por CMV para referirse a un episodio de
infeccion por CMV

Enfermedad por CMV

Definida como sintomas y signos de dafo organico y deteccidon de CMV en
el tejido afectado. Dependiendo del tejido dafado, existen determinadas
peculiaridades para la deteccién del virus. En la ECIL 7, se establecié una
nueva clasificacién de enfermedad probada, probable y posible para todas las
manifestaciones de enfermedad. Esta nueva categorizacién es de gran
utilidad en manifestaciones pulmonares y gastrointestinales y supone un
primer paso en el reconocimiento de las técnicas moleculares basadas en
PCR-RT como técnicas validas en el diagndstico de enfermedad orgénica por
CMV

3.7 Estrategias de prevencion de la infeccién por CMV en pacientes alo-TPH

La primoinfeccién y la reactivacion del CMV en receptores TPH se ha asociado

con un aumento de la mortalidad, por lo que, prevenir la replicacién del virus en estos

pacientes es fundamental para mejorar su supervivencia (16,87).
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En primer lugar, y siempre que sea posible, la prevencion deberia comenzar, por
la eleccion del donante. Como ya se ha comentado anteriormente, la serologia CMV del
donante y del receptor constituye uno de los principales factores de riesgo en el contexto
del alo-TPH. De modo que, en el caso de los receptores CMV-seronegativos se
recomienda escoger un donante también CMV-seronegativo. Mientras que para los
receptores CMV-seropositivos es preferible, cuando sea posible, escoger un donante que

sea CMV-seropositivo (88,89).

En 2017, durante la ECIL 7 se actualizé el sistema de clasificacion de la
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) para el
tratamiento de la infeccion por CMV en pacientes TPH. La finalidad de este sistema es
alcanzar un consenso para la optimizacion del manejo de la infeccion por CMV en estos
pacientes (86). Este sistema de clasificacion se basa en dos aspectos, por un lado, el grado
de recomendacion que va desde la A (muy recomendado) hasta la D (en contra de su uso)
y, ademas, se utiliza el nivel de evidencia, que va desde el nivel | hasta el nivel Il1, para

clasificar las recomendaciones en base a los ensayos clinicos, opiniones de expertos, etc.

Por tanto, se ha utilizado este sistema para clasificar los tratamientos antivirales
recomendados en las dos estrategias terapéuticas utilizadas para la prevencion de la
infeccidn o enfermedad por CMV en pacientes TPH: la profilaxis universal y la terapia

anticipada.
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3.7.1 Profilaxis universal

La profilaxis tiene como objetivo reducir la incidencia de infeccion/reactivacion
y enfermedad por CMV post-TPH mediante la administracion de farmacos antivirales en
los pacientes en riesgo. Se recomienda su uso durante los primeros 100 dias post-TPH,

momento en el que la reconstitucion de la inmunidad celular comienza a ser consistente.

El farmaco méas importante para la profilaxis frente al CMV segun el nivel de
recomendacién de la ESCMID es el letermovir que, ademas es uno de los farmacos
antivirales mas novedosos. Actla inhibiendo la subunidad pUL56 de la terminasa viral
del CMV. Se ha observado que consigue disminuir la tasa de infeccion/reactivacion en
los 100 primeros dias post-TPH sin efectos toxicos destacables (90). Por tanto, una de las
principales recomendaciones en el alo-TPH es la profilaxis con letermovir para todos los

pacientes CMV-seropositivos hasta el dia +100 (grado de recomendacion Al) (86,90).

Otros farmacos utilizados son el valaciclovir y el aciclovir a altas dosis. El
valaciclovir se metaboliza a aciclovir tras la administracion via oral presentando una
biodisponibilidad superior a la del propio aciclovir (grado de recomendacion Bl y ClI,
respectivamente) (91,92). En la actualidad, antivirales como el ganciclovir (Cl) y el
foscarnet (DII) son poco recomendados en la profilaxis frente al CMV para los pacientes

alo-TPH debido a su toxicidad (93,94).

El mayor inconveniente de la profilaxis universal es que se aplica a todos los
pacientes con riesgo de infeccion/reactivacion por CMV lo que supone que algunos de
estos pacientes recibirdn medicamentos antivirales innecesariamente, exponiéndolos a
efectos secundarios. De modo que, la exposicion prolongada a estos farmacos puede
provocar un aumento de la resistencia a los antivirales, toxicidad y predisposicion a la

enfermedad tardia por CMV (95,96).
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3.7.2 Terapia anticipada

La terapia anticipada es la estrategia terapéutica anti-CMV maés utilizada en la
actualidad en el alo-TPH (97). Su objetivo es disminuir la incidencia de enfermedad por
CMV mediante la administracion de tratamiento antiviral cuando los pacientes presentan
infeccion/reactivacion del virus, con cargas virales por encima de un punto de corte
previamente establecido, permitiendo iniciar el tratamiento antes de que se desarrolle la
enfermedad por CMV. El tratamiento se prolonga hasta que el nimero de copias del virus
en plasma sea muy bajo o indetectable (medida por PCR cuantitativa en tiempo real). Para
ello, se realiza una monitorizacion de la carga viral de al menos una vez por semana
durante los 3 primeros meses post-trasplante y cada 15 dias hasta los 6 meses post-
trasplante a todos los pacientes que reciben un alo-TPH. Sin embargo, la frecuencia de la
monitorizacion viral puede cambiar dependiendo de las complicaciones que surjan y

segun el criterio médico.

Hay pacientes considerados de riesgo medio o alto de infeccién o enfermedad
por CMV en los que se inicia la terapia anticipada porque existe sospecha clinica de

enfermedad por CMV a pesar de que la carga viral sea indetectable.

Las ventajas méas destacadas de la terapia anticipada son: menor incidencia de
enfermedad tardia por CMV, menor toxicidad farmacoldgica y menor coste, ya que, se
aplica durante periodos mas definidos del post-trasplante (98,99). Como inconveniente,
se puede mencionar la falta de consenso a la hora de establecer la carga viral a partir de
la cudl iniciar el tratamiento. Establecer este umbral de actuacion serviria para armonizar

la forma de proceder frente a casos clinicos similares en diferentes hospitales.
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3.7.3 Farmacos empleados en la infeccion por CMV en el contexto del alo-TPH

Segun la guia para el manejo de la infeccion por CMV en pacientes trasplantados
de progenitores, consensuada y actualizada en la ECIL 7, existen varios farmacos que se
pueden utilizar durante la infeccion o enfermedad por CMV. En la Tabla 2 se ofrecen un

resumen del mecanismo de accion de los antivirales mas usados (100-103).

Tabla 2. Mecanismo de accién de los principales farmacos para la infeccion por CMV

FARMACOS Mecanismos de accion Inconvenientes

q q Terminador de la cadena de ADN en la . -
Ganciclovir C L Mielotoxicidad
replicacién viral tras la fosforilaciéon por pUL97

Valganciclovir Ester del ganciclovir Mielotoxicidad

Interfiere con la ADN polimerasa viral

Aciclovir o s
inhibiendo la replicacién viral

Toxicidad gastrointestinal

Valaciclovir Ester del aciclovir Toxicidad gastrointestinal

Foscarnet Inhnbncnon. directa d'e la Alta nefrotoxicidad
ADN polimerasa viral

Cidofovir Inhnbncnon. directa d.e la Alta nefrotoxicidad
ADN polimerasa viral

Brincidofovir Derivado lipidico del Cidofovir Toxicidad gastrointestinal
Maribavir Inhibidor de la quinasa pUL97 Baja efectividad
Letermovir Efectos sobre la subunidad pUL56 de la Sin efectos toxicos destacables

terminasa viral

La eleccion de un farmaco u otro dependera de factores relacionados con el
estado basal del paciente: hemograma, funcion renal, comorbilidades, etc. La duracion
del tratamiento dependera del tiempo que tarde el paciente en resolver la infeccién. En
los pacientes TPH se intenta ajustar la duracion y la dosis para minimizar/evitar efectos

secundarios.
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3.8 Control inmunoldgico de la infeccion por CMV

El control inmunoldgico de la infeccion por CMV es un proceso complejo que

engloba tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa.

3.8.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra el CMV y es

crucial para impulsar una respuesta inmune adquirida eficiente. Las células de la

inmunidad innata expresan unos receptores, llamados TLR que reconocen los llamados

PAMP (del inglés pathogen-associated molecular patterns) o patrones moleculares

asociados a patdgenos en los microorganismos (Figura 4) (104,105). EI CMV activa la

respuesta innata a través del TLR2, y se ha observado que algunos polimorfismos en este

receptor se asocian a un mayor riesgo de infeccion en individuos trasplantados (106).

PAMP ——alilil Cytokines i
(interleukin-1, 6, 12) Quiescent T cell

Toll-like
receptor

Pathogen

> I Peptide
T-cell receptor

Endocytic pattern-

recognition receptor MHC class Il

molecule
Antigen-
- presenting cell

e -1 Pty

Activation

Figura 4. Receptores involucrados en la interaccion de la inmunidad innata y adaptativa.

Reconocimiento del patrén molecular asociado a patdgenos por los receptores Toll-like receptors,

que generan sefiales que activan la respuesta inmune adaptativa (Wilkinson et al., 2008) (104).
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Las células NK ejercen una funcion esencial en la respuesta innata contra el
CMV, debido a su actividad citotoxica y reguladora (104,107). Las células dendriticas
también desempefian una mision importante en el control de la infeccion por CMV,
fundamentalmente como células presentadoras de antigenos, favoreciendo la activacion
de los linfocitos T. También cabe destacar, el papel de los macrofagos en la fagocitosis

de las células infectadas por el virus (108).

3.8.2 Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa tiene un papel fundamental en el control de la infeccidn
por CMV, y tanto la inmunidad humoral (inmunoglobulinas) como celular (linfocitos T)

intervienen en dicho control.

A. INMUNIDAD HUMORAL

La respuesta humoral, mediante la activacion de los linfocitos B CMV-
especificos, se encarga de la produccion de anticuerpos neutralizantes que se dirigen,
contra glicoproteinas de la envoltura, gB y gH del virus o contra proteinas del teqgumento
como pp65, lo que proporciona proteccion parcial frente a la infeccion del virus, limitando
la gravedad de la primoinfeccion (109). También puede ocurrir la opsonizacion, por la
cual el anticuerpo se une al antigeno viral, favoreciendo la fagocitosis por parte de los

macrofagos (Figura 5) (110).

Tras la primoinfeccion, las inmunoglobulinas IgM e IgA van desapareciendo
(vida media de 2-12 meses) mientras que las IgG perduran toda la vida. Por este motivo,
el andlisis seroldgico de las 1gG anti-CMV es utilizado en clinica para determinar si un

individuo estd inmunizado o no frente al virus.
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Figura 5. El reconocimiento de las proteinas del CMV durante la infeccién primaria

desencadena la activacion y expansion de células T CMV-especificas. Las células

presentadoras de antigenos (CPA) procesan y muestran los antigenos de CMV en el complejo

mayor de histocompatibilidad clase |, activando las células T CD8+ que secretan IFNG o TNF-a

induciendo la supresién de la replicacion intracelular del virus, o secretando granzimas y

perforinas que inducen la lisis de células infectadas por el virus (Adaptada de Sandonis et al.,, 2020)

(110).

B. INMUNIDAD CELULAR

La inmunidad celular especifica frente a CMV desempefia una funcion muy

importante en el control de la infeccion del virus. De hecho, son los pacientes

inmunocomprometidos, con una respuesta celular deficiente, los que sufren con mas
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frecuencia replicaciones recurrentes de CMV o enfermedad por CMV, lo que pone de

manifiesto la importancia de la inmunidad celular (111-116).

Tanto los linfocitos T CD8+ como los CD4+ CMV-especificos juegan un papel
fundamental en la eliminacion del virus (117,118). Los linfocitos T CD8+ o linfocitos
citotoxicos, son los encargados de lisar las células infectadas por el CMV, mediante la
produccion de citoquinas entre las que destacan la IL-2, IFNG y TNF-o y también
produciendo moléculas efectoras como las granzimas y perforinas. Las perforinas se unen
a la membrana plasmética de las células infectadas provocando la muerte por lisis
osmotica. Las granzimas son proteasas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas
de las células infectadas. Los CD8+ son capaces de reconocer una gran variedad de
antigenos del CMV, desde las proteinas del virus que se expresan de forma temprana
hasta las mas tardias, aunque sus principales dianas son las proteinas IE-1 y pp65. Los
linfocitos T CD4+ también juegan un papel crucial en la defensa contra la infeccion por
CMV teniendo principalmente una funcion reguladora a traves de la produccion de
citoquinas (Figura 6) (114). Se subdividen en dos grupos con una funcion diferente: 1)
los CD4+ (Th1l) se encargan de ayudar a los T CD8+ a combatir la infeccion por CMV
mediante la produccidn de citoquinas; 2) los CD4+ (Th2) interacttan con los linfocitos B
(inmunidad humoral) y producen IL-4, IL-6 e IL-10. Hay evidencias de fuertes respuestas
proliferativas y de produccion de citoquinas por parte de las células T CD4+ al reconocer

proteinas del CMV como la pp65, gB y gH. (115).
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Figura 6. Interaccion entre una célula infectada por CMV o presentadora de antigenos y el
linfocito T CMV-especifico en un individuo trasplantado. Los péptidos virales son presentados
por el CMH | o Il y reconocidos por los linfocitos T CMV-especificos (Sefial 1). La Sefial 2 procede

de la unién de moléculas co-estimuladoras con sus ligandos (Egli et al., 2012) (114).

3.8.3 Principales técnicas de monitorizacion de la IMC-CMV

A nivel clinico, la determinacion seroldgica (niveles de IgG anti-CMV) es la
técnica mas utilizada para saber si un individuo esta inmunizado frente al CMV. La
serologia se considera un marcador subrogado de la inmunidad celular, por lo que, a los
individuos con 1gG anti-CMV (CMV-seropositivos) se les considera que estan

inmunizados a pesar de que, en muchos casos, no se analiza la respuesta celular.

La relevancia de la IMC-CMV en el control de la infeccion por CMV ha llevado
a la necesidad de monitorizarla en el paciente trasplantado (pre y post-trasplante) dando
lugar a diferentes técnicas que analizan la IMC-CMV (Figura 7) (114). Estas técnicas
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proporcionan informacion adicional a la determinacion de la 1gG anti-CMV permitiendo
identificar con més exactitud a los pacientes con mayor riesgo de replicacion. Las técnicas

se pueden dividir en 3 bloques:

1)  Técnicas que analizan la funcionalidad de los linfocitos T mediante la produccion
de citoquinas: tincion intracelular (ICS), QuantiFERON-CMV (QF-CMV) vy

ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISpot).

2)  Técnicas que permiten cuantificar los linfocitos T CMV-especificos como, por

ejemplo, la técnica de tincion con multimeros HLA.

3)  Técnicas que miden la capacidad proliferativa de los linfocitos T: técnica FASCIA.
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Figura 7. Técnicas de monitorizacion de los linfocitos T CMV-especificos. Los métodos
actuales para determinar la funcionalidad y cuantificacién incluyen la tincién intracelular, el
QuantiFERON-CMV, el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima, la tincion con multimeros y

la técnica FASCIA (Adaptada de Egli et al,, 2012) (114).
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A. Tincion intracelular de citoquinas

La tincién intracelular de citoquinas analizadas a través de citometria de flujo se
basa en la deteccion inmunofenotipica de marcadores extracelulares de superficie (CD4,
CD8, CD27, CD28, etc) y de citoquinas intracelulares (IL-2, IFNG, TNF-a) secretadas
tras la estimulacién antigénica in vitro con péptidos virales. Este método ofrece una
amplia informacion funcional de la IMC-CMV, ya que, permite conocer el estado de

diferenciacion de los linfocitos T.
B. Técnica QuantiFERON-CMV

El QuantiFERON-CMV permite cuantificar el nivel de IFNG liberado por los
linfocitos T CD8+ frente a CMV, al ser estimulados con 22 péptidos del virus (Figura 8)
(119). Los péptidos tienen un tamafio determinado (9 aminoacidos) para que se unan

especificamente a las moléculas de HLA de clase | y estimulen a los linfocitos T CD8+.

C- CMV Mitdgeno

Incubaciéon a 37¢C
16-24h

Tubo con antigenos de CMV

P 0 =)
@ p W S ‘CMV»speciﬁc; -

\ CD8+ /

4

| CMV-specific
\ cos+

\‘\\7‘1. Presentacion a'r'{ti/é'énica del CMV 2. Produccién de IFNG//"’

Figura 8. Representacion esquematica del ensayo del QuantiFERON-CMV. En el tubo de
antigenos del CMV, las células T CD8+ CMV-especificas del paciente que han estado expuestas
previamente al virus reconocen a los antigenos de éste y responden secretando IFNG (Adaptada

de Caston et al, 2016) (119).
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Son tres los posibles resultados que se pueden obtener: positivo, negativo e
indeterminado. Un resultado es “positivo” (QFpos) cuando la respuesta en el tubo del
CMV menos la del control negativo es > 0.2 Ul/mL de IFNG. Se consideré que los
individuos con un resultado “positivo” tenian IMC-CMV. El resultado es “negativo”
(QFneg) cuando dicha respuesta es < 0.2 Ul/mL. Por ultimo, el resultado se considera
“indeterminado” (QFind) cuando la respuesta en el tubo del CMV menos la del control
negativo da un nivel de IFNG < 0.2 UIl/mL y el nivel de IFNG en el tubo del mitégeno
menos el del control negativo es < 0.5 Ul/mL. Este resultado puede darse en situaciones
determinadas como, por ejemplo: concentracion de linfocitos insuficiente,
Ilenados/mezclados incorrectos del tubo de mitdgeno o incapacidad de los linfocitos del

paciente para producir IFNG.

C. Ensayo ELISpot

El ELISpot (del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay) es un ensayo
funcional de inmunoabsorcion ligado a enzima que cuantifica los linfocitos T CD4+ y
CDB8+ secretores de IFNG en respuesta a la estimulacion, con péptidos de CMV, de las
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés, Peripheral Blood
Mononuclear Cells). Esta cuantificacion se realiza mediante el recuento de colonias
formadoras de spot (SFC, del inglés, Spot Forming Colonies) con un lector automatico y

un software de andlisis de imagenes.

D. Multimeros HLA

Los multimeros HLA son moléculas de HLA combinadas con péptidos de CMV

que se unen especificamente al receptor TCR de los linfocitos T lo que permite
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cuantificarlos. Dentro de los multimeros se encuentran los tetrameros, pentameros y mas
recientemente los dextrdmeros. Estos ultimos estan formados por una cadena principal de
dextrano que lleva un nimero determinado de HLA de clase | combinados con péptidos
de CMV (Figura 9). Ademas, estan unidos covalentemente a fluorocromos lo que permite

identificarlos y cuantificarlos mediante citometria de flujo.

~ Péptido antigénico v Receptor celular

7/ CMH Fluorocromo

Figura 9. Imagen representativa de la estructura de un dextramero y el mecanismo de unién

al linfocito T (imagen cortesia de Immudex).

E. Teécnica FASCIA (del inglés, Flow-cytometric Assay of Specific Cell-

mediated Immune response in Activated whole blood)

La técnica FASCIA analiza la respuesta de los linfocitos T midiendo la
capacidad proliferativa de los mismos al ser estimulados con un lisado de CMV vy la
formacidn de blastos (120). El lisado viral incluye proteinas implicadas en todas las fases
del ciclo de replicacion del virus, tempranas y tardias, ademas de proteinas nucleares,
citoplasmaticas, estructurales y no estructurales. Esta técnica permite, ademas, medir en

el sobrenadante el nivel de citoquinas secretadas por los linfocitos.
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Tabla 3. Caracteristicas de las técnicas de monitorizacion de la IMC-CMV

TECNICAS DE MONITORIZACION

, Multimeros
CARACTERISTICAS ICS QF-CMV ELISpot HLA FASCIA
Funcional
Analisis Funcional Funcional Funcional Cuantificacion unt{ls)na y
cuantificacion
Muestra (mL) Sar;g;:'\e/lrgsera Sangre entera PBMCs PBMCs Sangre entera
uestra (3-4 mL) (10 mL) (0.5-1 mL) (1 mL)
(1-2 mL)
Duracién (h) 8-24 24 48 2-3 144-168
Lo Combinacion de . Péptido
Peptido éptidos Péptido individual
Antigenos individual/ pep individual/ Lisado viral
. . (pp65/9B/IE- . . (pp65, IE-1,
Lisado viral Lisado viral
1/pp50) pp50)
Dif - = = Andlisi
iferencia Jecuc'lon Alta Resultados ng isis
entre CD4+y estandarizada y o . . funcional y
. sensibilidad inmediatos .
CD8+ sencilla cuantitativo
Ventajas
Carag:ear||izaC|on Valores de corte Alto Alta Poca sanare
. y. conocidos rendimiento sensibilidad 9
cuantitativa
R i R i
. ,eqwere Limitacién en HLA Requiere . qumere Lentitud en los
citbmetro de citbmetro de
. poco frecuentes lector ELISpot . resultados
flujo flujo
Inconvenientes Valores de
No Sélo detecta IFNG corte sin No No
estandarizado de células T CD8+ definir estandarizado estandarizado

3.8.4 Importancia de la monitorizacion de la IMC-CMYV en pacientes alo-TPH

Numerosas publicaciones cientificas ponen de manifiesto la importancia de la

monitorizacion de la respuesta inmune frente al CMV tanto en el contexto del trasplante

de 6rgano solido como en el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. Como

ya se ha comentado, los linfocitos T CD8+ CMV-especificos son esenciales en el control

de la infeccion por CMV. De hecho, esta subpoblacién linfocitaria es la principal
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responsable de desarrollar una respuesta inmune protectora en la mayoria de los
receptores de un alo-TPH frente a los antigenos pp65 e IE-1 de CMV. No menos
importante, es la poblacion de linfocitos T CD4+, crucial en la expansion de los T CD8+

funcionales (121).

El nimero de linfocitos T CD8+ CMV-especificos que producen IFNG parece
constituir un marcador fiable de proteccion frente al virus (86). Algunos estudios clinicos
prospectivos han explorado esta hip6tesis, ademéas de profundizar en el tema de la
definicion de los puntos de corte de la IMC-CMV con el objetivo de prevenir la infeccién.
Todos estos trabajos concluyen destacando la importancia de implementar la

monitorizacion de la IMC-CMV en pacientes TPH con riesgo de infeccion.

En el trabajo El Haddad et al. hipotetizaron con la idea de utilizar el ELISpot
para medir los niveles de IFNG vy asi predecir el riesgo de reactivacion de CMV de bajo
nivel en pacientes TPH. La reactivacion de bajo nivel se defini6 como una carga viral <
1000 UI/mL o <500 Ul/mL (en pacientes con EICH o con corticoides en el momento de
la evaluacion) y que no precisaron terapia anti-CMV. Mientras que la progresion de la
infeccién por CMV clinicamente significativa fue definida como una carga viral > 1000
Ul/mL (en pacientes que recibieron alo-TPH de donante emparentado o trasplante
autologo) o > 500 Ul/mL (en pacientes con alo-TPH de donante no emparentado y que
iniciaron el tratamiento antiviral). Los investigadores observaron que la progresion de la
infeccidn ocurrio en el 56% (31/55) de los pacientes alo-TPH y que 29/31 de ellos tenian
baja IMC-CMV. Ademas, los pacientes con baja IMC-CMV tenian 8.3 veces mas
probabilidad de experimentar progresion de la infeccion que los que tenian una IMC-
CMV alta (p < 0.001). De modo que concluyeron que habia una fuerte asociacion entre
la baja IMC-CMV vy la progresion de la infeccion por CMV en pacientes TPH y que era

necesaria la implementacion de una monitorizacién seriada de la IMC-CMV durante el
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periodo post-TPH lo que permitiria identificar a los pacientes de alto riesgo de infeccion

por CMV (122).

En el estudio de Yong et al. se monitoriz6 la IMC-CMV en 94 pacientes TPH
tomando datos basales y en el mes +3, +6, +9 y +12 post-TPH usando el QF-CMV, el
ELISpot y la ICS. A los 3 meses post-TPH, los pacientes que desarrollaron enfermedad
por CMV (n=8) tenian una produccion significativamente menor de IFNG por parte de
los linfocitos T CD8+, medida con el QF-CMV, que los pacientes que s6lo tenian una
reactivacion de CMV sin haber desarrollado enfermedad (n=26) y que los pacientes con
algun “blip” de carga viral (n=25) (p=0.0008). Estos resultados fueron muy similares a
los obtenidos con el ensayo ELISpot. Ademas, otro de los resultados mas relevantes
obtenidos en este estudio fue que los pacientes que experimentaron reactivacion del CMV
mostraban una proporcion reducida de linfocitos T CD4+ y CD8+ polifuncionales
(IFNG+/TNFa+) comparados con los pacientes sin reactivacion. Finalmente, este estudio
también concluye poniendo de manifiesto la importancia de la monitorizacion y

cuantificacion de la IMC-CMV después del TPH (123).

En linea con lo descrito anteriormente, las dos guias mas actuales sobre el
manejo de la infeccion por CMV en pacientes trasplantados de progenitores
hematopoyéticos defienden la monitorizacion de la IMC-CMV durante la reconstitucion
inmune tras el TPH, ya que, segun explican el andlisis de la poblacion de linfocitos T
CMV-especificos productores de IFNG proporciona informacion Gtil a nivel clinico para
el control y manejo de la infeccion y aportaria informacion adicional a los resultados
periddicos de carga viral del paciente, permitiendo identificar a los pacientes de alto
riesgo. Ademas, permitiria individualizar la terapia anticipada e identificar otras

complicaciones asociadas a la infeccion (86,124).
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3.9 Discordancia inmune humoral/celular frente al CMV

A pesar de la relevancia de la respuesta de los linfocitos T en el control de la
infeccion por CMV, desde un punto de vista clinico, la inmunidad celular frente al virus
siempre ha estado en un segundo plano debido fundamentalmente a la laboriosidad de las
técnicas existentes para su determinacion y a la dificultad para su automatizacion. Por
este motivo, ha sido el estudio seroldgico frente a CMV (presencia de 1gG anti-CMV) el
que normalmente se ha llevado a cabo en los hospitales para identificar a los pacientes en
riesgo de infeccién. La razén es simple, el analisis de los niveles de 1gG anti-CMV se
realiza de forma automatica, sencilla y rapida. Como la serologia se considera un
marcador subrogado de la inmunidad celular, a los individuos con 1gG frente a CMV
(CMV-seropositivos) se les considera que estan inmunizados, a pesar de que no se analiza

la IMC-CMV.

Desde hace varios afios nuestro grupo ha desarrollado proyectos de investigacion
centrados en evaluar la utilidad clinica de la monitorizacion de la IMC-CMV en pacientes
trasplantados de 6rgano sdlido. El objetivo era determinar si una combinacion de
determinacion seroldgica (respuesta humoral) y celular seria mas fiable para identificar a
los pacientes con mayor riesgo de sufrir complicaciones relacionadas con el CMV, tras el
trasplante, que la que aporta la serologia por si sola (125). La técnica empleada por
nuestro grupo para medir la IMC-CMV ha sido el QF-CMV, que mide la liberacion de
IFNG por los linfocitos T CD8+ al ser estimulados con péptidos de CMV. En dos estudios
llevados a cabo en candidatos a trasplante y en pacientes trasplantados de érgano sélido
observamos que habia alrededor de un 20% de individuos CMV-seropositivos que eran
QFneg frente a CMV, es decir, que a pesar de tener inmunidad humoral frente al virus

carecian de IMC-CMV (125,126). Este subgrupo de pacientes que mostraba discordancia
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entre la inmunidad humoral y celular tenia més riesgo de sufrir replicacién de CMV en el

post-trasplante que los pacientes no discordantes (125).

Ademés, no fuimos el Unico grupo de investigacion que identific6 esta
discordancia humoral/celular en la infeccién por CMV. Por ejemplo, también fue descrita
por Bestard et al. que, utilizando la técnica de ELISpot, observaron que un 43% (12/28)
de los candidatos a trasplante renal CMV-seronegativos tenian respuesta de linfocitos T

cuando se estimulaban con péptidos de CMV (127).

En 2001, Zhu et al. también identificaron esta discordancia humoral/celular en
un grupo de individuos sanos. De hecho, de las 50 muestras de sangre de donantes sanos
que constituian su estudio, un 28% resultaron ser discordantes. Al exponer los PBMCs
de los individuos discordantes y de los no discordantes a estimulos antigénicos de CMV,
observaron que solo un 43% de los discordantes incrementaban sus niveles de IL-2 frente
al virus mientras que el 100% de los no discordantes aumentaban la IL-2 en presencia de
antigenos del virus. En cuanto al IFNG, un 50% de los discordantes frente al 67% de los

no discordantes aumentan los niveles de esta citoquina frente a estimulos de CMV (128).

En definitiva, el hecho de tener esta discordancia humoral/celular parece que
conlleva mayor riesgo de complicaciones asociadas a la infeccion por CMV en individuos
trasplantados, de ahi la importancia de evaluar el impacto que tiene el hecho de ser
donante CMV-seropositivo de progenitores hematopoyéticos con discordancia

humoral/celular frente al CMV en los receptores CMV-seropositivos de un alo-TPH.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los trabajos cientificos incluidos en esta memoria de tesis doctoral han sido
disefiados para: 1) Caracterizar la discordancia inmune humoral/celular frente al CMV en
individuos sanos y 2) Determinar el impacto de esta discordancia humoral/celular de
donantes CMV-seropositivos sobre la reconstitucion de la IMC-CMV y en la reactivacion

del CMV en receptores CMV-seropositivos tras el alo-TPH.

Los resultados obtenidos en los diferentes trabajos se agrupan en dos bloques.

Las hipdtesis y objetivos se detallan a continuacion de forma separada para cada bloque:

Blogue I. La falta de IMC-CMV en voluntarios sanos CMV-seropositivos medida

con el ensayo del QuantiFERON-CMV: ¢ artefacto o realidad?

Antecedentes: El QuantiFERON-CMV es un ensayo que mide IMC-CMV cuantificando
el IFNG liberado por linfocitos T CD8+ después de la estimulacion con un conjunto de
péptidos de CMV restringidos por HLA. En algunos estudios observacionales realizados
en pacientes trasplantados de érgano sélido encontramos que en torno al 20% de los
candidatos a trasplante CMV-seropositivos, carecieron de IMC-CMV utilizando la
técnica del QF-CMV y mostraron un mayor riesgo de infeccion post-trasplante. Sin
embargo, la explicacion de un resultado QFneg en individuos CMV-seropositivos es
controvertida. Algunos autores sostienen que los resultados negativos podrian estar
relacionados con la incapacidad de algunos individuos para reconocer los péptidos del
QF-CMV. Para aclarar este punto analizamos, en un grupo de voluntarios sanos, la IMC-
CMV con el QF-CMV v, en paralelo, con el ensayo FASCIA, que mide la respuesta
proliferativa de linfocitos tras la estimulacién con un lisado de CMV.
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Hipdtesis:  Los voluntarios sanos CMV-seropositivos que carecen de IMC-CMV
mediante la técnica del QF-CMV (V+QFneg) muestran una respuesta proliferativa de
linfocitos T CD4+ y CD8+ CMV-especificos deficiente, al ser estimulados con lisado

viral de CMV.

Objetivo: Evaluar si la discordancia humoral/celular en sujetos sanos CMV-seropositivos
con un resultado QFneg es un artefacto relacionado con el tipo de estimulo que utiliza el
ensayo del QF-CMV (22 péptidos de CMV) o si realmente estos sujetos muestran una
IMC-CMV deficiente al ser medida con la técnica FASCIA que cuantifica la respuesta

proliferativa de linfocitos T usando un estimulo diferente (lisado de CMV).

Publicacion derivada: “Lack of cytomegalovirus (CMV)-specific cell-mediated immune
response using QuantiFERON-CMV assay in CMV-seropositive healthy volunteers: fact
not artifact”. Valle-Arroyo J, Aguado R, Paez-Vega A, Pérez AB, Gonzélez R, Fornés

G, Torre-Cisneros J, Cantisan S. Scientific Reports. 2020 Apr 28;10(1):7194.

Financiacion: Este trabajo fue apoyado por los Planes Nacionales de 1+D+i 2008-
2011/2013-2016, el Instituto de Salud Carlos Ill, la Subdireccion General de Redes y
Centros de Investigacion Cooperativa, el Ministerio de Economia y Competitividad y la
Red Espafola de Investigacion en Patologias Infecciosas (nimero de subvencion REIPI

RD16/0016/0008).
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Blogue I1. Analisis del impacto de la discordancia humoral/celular frente a CMV de
donantes CMV-seropositivos sobre la reconstitucion de la IMC-CMV y en la
reactivacion del CMV en receptores CMV-seropositivos tras el trasplante alogénico

de progenitores hematopoyéticos.

Antecedentes: La reactivacion del CMV es una de las principales causas de
complicaciones después del alo-TPH. Estad documentado que la serologia frente al CMV
del donante y del receptor se considera un factor de riesgo para la reactivacion del virus
en los receptores de un alo-TPH y que la IMC-CMV es fundamental en el control
inmunolégico del CMV. De modo que, seria interesante evaluar el impacto de la
discordancia humoral/celular frente a CMV de los donantes CMV-seropositivos sobre los
receptores CMV-seropositivos, ya que cabria suponer que estos pacientes tendrian mas
riesgo de sufrir complicaciones relacionadas con el virus, dado que adquieren una
inmunidad incompleta frente al CMV. Los resultados permitirian establecer un manejo
individualizado de este subgrupo de pacientes traduciéndose, cuando sea posible, en una

mejor eleccion del donante compatible.

Hipotesis: Los receptores CMV-seropositivos cuyo trasplante de progenitores
hematopoyéticos procede de un donante discordante (CMV-seropositivo pero que
carecen de IMC-CMV) son los que tienen mayor riesgo de sufrir complicaciones
relacionadas con el CMV, ya que, tienen una reconstitucién menos funcional y mas tardia
de la IMC-CMV vy, como consecuencia, presentardn una elevada incidencia de

reactivacion del virus y mayor severidad.

Objetivo: Analizar el impacto de la discordancia humoral/celular de donantes CMV-
seropositivos (D+QFneg) sobre la reconstitucion de la IMC-CMV vy en la reactivacion del

CMYV tras el alo-TPH en receptores CMV-seropositivos.
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Publicacion derivada: “Humoral/Cellular Immune Discordance in Stem Cell Donors:
Impact on Cytomegalovirus-Specific Immune Reconstitution after Related Hematopoietic
Transplantation”. Valle-Arroyo J, Paez-Vega A, Fernandez-Moreno R, Lopez-Jiménez
J, Luna A, Duarte R, Serrano-Martinez F, Villar S, Ferndndez-Alonso M, Reina G,
Gonzélez-Rico C, Farifias MC, Rojas R, Herrera C, Martin C, Garcia-Torres E, Torre-
Cisneros J, Cantisdn S. Transplantion and Cellular Therapy. 2022 Oct;28(10):703.e1-

703.e8.

Financiacion: Este trabajo fue apoyado por el Plan Nacional de I+D+i 2013-2016, el
Instituto de Salud Carlos Il (Subvencion P115/01419 otorgada a Sara Cantisan), la
Subdireccion General de Redes y Centros de Investigacion Cooperativa, el Ministerio de
Ciencia e Innovacion, la Red Espafiola de Investigacion en Patologias Infecciosas
(Subvencion REIPI RD16/0016/0008, a Julian de la Torre). Ademas, también fue
cofinanciado por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional “Una manera de hacer

Europa” Programa Operativo de Crecimiento Inteligente 2014-2020.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Bloque |

5.1.1 Caracteristicas de los participantes y disefio del estudio

Se trata de un estudio transversal llevado a cabo con voluntarios sanos
procedentes del Centro de Transfusién, Tejidos y Células de Cordoba. Los participantes
fueron reclutados desde octubre de 2017 hasta junio de 2019. Se tomo una Unica muestra
de sangre de cada voluntario a partir de la cual se determino la serologia CMV y la IMC-
CMV (utilizando el QF-CMV vy la técnica FASCIA). Segun la serologia CMV, se utilizé
la nomenclatura de V+y V- para referirnos a los voluntarios sanos CMV-seropositivos y
CMV-seronegativos, respectivamente. En cuanto al resultado del QF-CMV, se denomind
QFpos a aquellos individuos con respuesta celular frente a CMV y QFneg a los que no
tenian IMC-CMV. Los voluntarios discordantes CMV-seropositivos se llamaron

V+QFneg mientras que los discordantes CMV-seronegativos, V-QFpos.

El Consentimiento informado fue obtenido de cada uno de los sujetos y el
proyecto fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Reina Sofia de Cérdoba. El

estudio se realizé de acuerdo con la Declaracién de Helsinki.

5.1.2 Determinacion de los niveles de 1gG e IgM anti-CMV

El nivel de anticuerpos IgG anti-CMV se determind mediante dos métodos
comerciales diferentes: un ensayo semicuantitativo (expresado en unidades arbitrarias;

UA/mL) y un ensayo cuantitativo (expresado en unidades internacionales; Ul/mL). En el
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ensayo semicuantitativo, los anticuerpos se analizaron por quimioluminiscencia en la
Unidad de Microbiologia del Hospital Reina Sofia (Diasorin SA, Madrid, Espafa). Las
muestras con una concentracion de IgG anti-CMV inferior a 12.0 UA/ml se consideraron
CMV-seronegativas. En el método cuantitativo (DIAsource Immunoassays SA, Louvain-
la-Neuve, Belgium) se utilizd la curva de calibracién y el estdndar internacional
recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud. El andlisis con el método

cuantitativo se llevo a cabo en nuestro laboratorio del Instituto de Investigacion IMIBIC.

En el subgrupo de voluntarios discordantes CMV-seronegativos, ademas de las
determinaciones anteriores, también se realiz6 una determinacion semicuantitativa de la

IgM anti-CMV.

5.1.3 Tipaje HLA

Se extrajo ADN genomico de 200 pl de sangre utilizando el kit comercial
QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAgen Hilden, Germany). Las muestras fueron
procesadas automaticamente (QIlAcube QlAgen Hilden, Germany). La determinacion del
tipaje HLA se realizo utilizando INNO-LIPA HLA-A Multiplex, que es un método de
PCR-SSO reverse (Fujirebio Europe N.V., Gante, Belgium). Los alelos HLA-A se
determinaron con el software LIRASTM para INNO-LIPA HLA. En aquellas muestras

que no pudieron ser analizadas por SSO, se utilizé la técnica SSP.

La extraccion de ADN se realiz6 en nuestro laboratorio del IMIBIC mientras
que el tipaje HLA fue llevado a cabo por el Servicio de Inmunologia del Hospital

Universitario Reina Sofia de Cdrdoba.
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5.1.4 Ensayo del QF-CMV para la determinacion de la IMC-CMV

El QF-CMV permite analizar la respuesta de los linfocitos T CD8+ frente al
CMV mediante la cuantificacion del IFNG liberado, al ser estimulados con 22 péptidos
del virus. Los péptidos tienen un tamafio determinado (9 aminoacidos) para que se unan
especificamente a las moléculas de HLA de clase | y estimulen a los linfocitos T CD8+.
Los alelos incluidos son: Al, A2, A3, All, A23, A24, A26, B7, B8, B27, B35, B40, B41,
B44 B51, B52, B57, B58, B60 y Cw6 (A30, B13) que abarcan méas del 98% de la
poblacién humana. Todos los individuos reclutados para este estudio tenian HLA capaces

de reconocer a los péptidos del QF-CMV.

El QF-CMV fue llevado a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Cellestis, QIAGEN company, Melbourne, Australia). Este test consta de dos fases, una
primera de incubacion y otra de cuantificacion. Un mililitro de sangre total heparinizada
se recoge en tres tubos, que contienen: 1) control negativo (sin antigenos), 2) una mezcla
de 22 péptidos de CMV vy 3) fitohemaglutinina (PHA) (mitdgeno utilizado como control
positivo). Los tres tubos se agitan y se incuban a 37°C durante 16-24 horas y
posteriormente se centrifugan 15 minutos a 2000-3000 g para recoger el plasma. En la

segunda fase, se cuantifica el IFNG producido en el plasma mediante ELISA estandar.

Son tres los posibles resultados que se pueden obtener: positivo (QFpos),
negativo (QFneg) e indeterminado (QFind). Un resultado es “positivo” cuando la
respuesta en el tubo del CMV menos la del control negativo es > 0.2 UI/mL de IFNG. Se
considerd que los individuos con un resultado “positivo” tenian respuesta inmune celular
especifica frente al CMV. El resultado es “negativo” cuando dicha respuesta es < 0.2
Ul/mL. Cuando la respuesta en el tubo de CMV menos la del control negativo da un nivel
de IFNG < 0.2 Ul/mL vy el nivel de IFNG en el tubo del mitdgeno menos el del control

negativo es < 0.5 Ul/mL el resultado se considera “indeterminado”. Este ultimo resultado
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puede producirse en situaciones de concentracion de linfocitos insuficiente, disminucién
de la actividad de los linfocitos por manipulacion incorrecta de las muestras,
Ilenados/mezclados incorrectos del tubo de mitdgeno o incapacidad de los linfocitos del
paciente para producir IFNG, como en el caso de los pacientes que se han sometido

recientemente a un TPH.

5.1.5 Anélisis de la IMC-CMV mediante la técnica FASCIA

La técnica FASCIA analiza la respuesta de los linfocitos T midiendo la
capacidad proliferativa de los mismos y la formacion de blastos al ser estimulados con un
lisado de CMV. El lisado viral incluye proteinas implicadas en todas las fases del ciclo
de replicacion del virus, tempranas y tardias, ademas de proteinas nucleares,
citoplasmaticas, estructurales y no estructurales. Esta técnica permite ademas medir en el

sobrenadante el nivel de citoquinas secretadas por los linfocitos.

En esta técnica, la sangre completa se diluy6 1:9 en RPMI suplementado con L-
glutamina, penicilina y estreptomicina denominado a partir de ahora RPMIc (completo).
Se mezclaron 450 uL de la sangre diluida con 50 pL de lisado viral de CMV (5ug/mL)
(Microbix Biosystems Inc, Canada), mitdgeno Pokeweed (PWM) (5 ug/mL) (Sigma-
Aldrich, USA), con la enterotoxina A y B de Staphylococcus aureus (SEA y SEB) (0.1
ug/mL de cada uno) (Sigma-Aldrich, USA) y con RPMI (control negativo) en tubos
falcon estériles de polipropileno de 12 x 75 mm hasta llegar a un volumen final de 500
pL. EI PWM es una lectina procedente de Phytolacca americana que estimula la
diferenciacion policlonal de los linfocitos B. Las enterotoxinas A y B de Staphylococcus
aureus son consideradas superantigenos que producen una gran estimulacién de la

poblacion de linfocitos T. A continuacion, se incubaron las muestras durante una semana
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a 37°C, 5% de CO2 y un 95% de humedad. Pasado este tiempo, se recogio y congel6 el
sobrenadante. Las células fueron tefiidas con anti-CD3 AF700 (BD Biosciences, USA) y
anti-CD8 APC (Miltenyi Biotec, Germany). Ademas, el tubo de PWM fue también tefiido
con anti-CD19 Viogreen (Miltenyi Biotec, Germany). Los tubos fueron incubados
durante 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Tras la incubacion, los
eritrocitos fueron lisados con un buffer de lisis (Beckman Coulter, USA) y las muestras
se volvieron a centrifugar 5 minutos a 1800 rpm. Los sobrenadantes fueron descartados
y las células resuspendidas en 450 uL de PBS (del inglés, phosphate buffered saline)
suplementado con un 1% de albumina procedente de suero bovino (PBSA). Los blastos
fueron adquiridos durante 80 segundos en un citometro LSR Fortessa Flow Cytometer

(Beckman Coulter, CA, USA).

El nimero absoluto de células proliferativas fue calculado usando un tubo
Trucount (BD Biosciences, CA, USA). Los valores de las muestras no estimuladas (con

RPMI) se restaron a los valores de las muestras estimuladas.

5.1.6 Cuantificacion de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ CMYV -especifica

mediante la tecnologia de los dextrameros

El nimero de linfocitos T CD8+ CMV-especificos fue cuantificado usando los
dextrameros-HLA (Immudex, Denmark). Se usaron dos dextrameros especificos de
CMV: 1) HLA-A*0201/NLVPMVATYV, epitopo procedente de la proteina pp65 de CMV
y 2) HLA-A*0101/VTEHDTLLY, epitopo también derivado de pp65. Se usaron 0,5x10°
PBMCs y se incubaron con 5 pL de los dextrameros durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Las células se marcaron usando el anti-CD3 AF700 (BD Biosciences), TCR af

(APC-Vio0700) y anti-CD8 PE-700 (Miltenyi Biotec) y se incubaron durante 15 minutos
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a 4°C en oscuridad. Después de dos lavados con PBSA, las células se pasaron por el
citdmetro de flujo LSR Fortessa (Becton Dickinson). Finalmente, los datos se analizaron
con el software FlowJo version vX.0.6 (Tree Star, USA). Los dot plots se generaron

usando el mismo software.

5.1.7 Anélisis estadistico del bloque |

El andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software estadistico IBM
SPSS 24.0 (SPSS Inc., Chicago IL, USA). Las variables categodricas fueron comparadas
usando el test Chi-cuadrado o el test de Fisher mientras que las variables cuantitativas se
compararon usando la prueba U de Mann-Whitney. Los valores fueron considerados
estadisticamente significativos cuando el p-valor < 0.05. Los gréaficos se disefiaron usando

el GraphPad Prism 7 (GraphPad Sofware Inc).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.2 Bloque Il

5.2.1 Disefio del estudio y participantes

Estudio prospectivo, observacional y multicéntrico llevado a cabo en pacientes
CMV-seropositivos que han sido sometidos a un trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos. En el estudio participaron 5 centros espafoles (Hospital Universitario
Reina Sofia de Cordoba, Hospital Universitario Marques de Valdecilla de Santander,
Clinica Universidad de Navarra, Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda de
Madrid y Hospital Universitario Ramon y Cajal de Madrid) y los pacientes fueron
reclutados entre junio de 2016 y julio de 2020. Este trabajo se realizé de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki y fue aprobada por el Comité Etico de cada hospital. Ademas, se

obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes.

Todos los pacientes eran mayores de edad, CMV-seropositivos y sometidos a un
trasplante alogeénico de progenitores hematopoyeéticos procedente de un donante
emparentado. Para evaluar los episodios de reactivacion de CMV de los receptores, se
monitorizdé su IMC-CMV durante los 12 meses posteriores al trasplante mediante el
ensayo del QuantiFERON-CMV. Para ello se tomd una muestra de sangre el dia +14
después del TPH, semanalmente hasta el mes +2 y mensualmente hasta el mes +6 y una
Gltima muestra en el mes +12. La determinacién de la IMC-CMV de donantes y
receptores fue llevada a cabo en nuestro laboratorio del IMIBIC. Ademas, se aislaron y
criopreservaron PBMCs de los pacientes. La carga viral fue determinada al menos
semanalmente durante la hospitalizacion, cada dos semanas hasta el mes +3 y cuando
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clinicamente era necesario. Los pacientes de este estudio siguieron una estrategia de
terapia anticipada (principalmente valganciclovir o foscarnet). Ninguno de ellos siguio
profilaxis primaria con letermovir. Adicionalmente, se obtuvo una Unica muestra de
sangre de los donantes para determinar la IMC-CMV vy aislar PBMCs. Cuando se utilizo
sangre periférica como fuente de progenitores hematopoyéticos, la muestra de sangre fue
extraida antes de que los donantes se sometieran a los factores estimulantes de colonias

de granulocitos para la movilizacion de los progenitores.

5.2.2 Definiciones

La infeccion y la enfermedad por CMV fueron definidas de acuerdo con la ECIL
7. La infeccion por CMV fue definida como la deteccion de acidos nucleicos de CMV en
plasma mientras que la enfermedad por CMV se definié como los sintomas y/o signos

clinicos asociados a la presencia del virus.

Una de las variables principales fue la reconstitucion estable de la IMC-CMV
que se definié como tener un resultado positivo para el QF-CMV persistente durante un
periodo superior a 2 meses. También se evaluo la reactivacion del CMV, aunque para este
estudio solo se considerd la reactivacion clinicamente significativa (definida como
aquellos casos en los que hay una carga viral de CMV > 500 Ul/mL en plasma y que
ademas requieren terapia antiviral especifica). La carga viral pico se definié como la carga
viral maxima detectada en cualquier momento del periodo post-trasplante. La duracion
del periodo de replicacion de CMV se calculdé como el numero total de dias desde el
primer analisis de PCR positivo hasta el primer anélisis de PCR negativo. En pacientes
con 2 0 mas episodios de replicacion, la duracion total de la replicacion fue considerada

como la suma total de dias de los diferentes episodios. El prendimiento mieloide se
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determindé como el tiempo transcurrido desde el trasplante hasta el primero de 3 dias con

un recuento estable de neutréfilos > 500x10°/uL.

Como se indica anteriormente, todos los receptores incluidos en el estudio fueron
CMV-seropositivos y se clasificaron en 3 grupos segun el resultado de la serologia CMV
e IMC-CMV de su donante, como receptores procedentes de donante D+QFpos,

D+QFneg y D-.

5.2.3 Determinacion de los niveles de 1gG anti-CMV y de la carga viral

Los niveles de IgG anti-CMV en donantes y receptores se determinaron a partir
de una muestra de plasma y se realizé como parte de la préctica clinica rutinaria por el
Servicio de Microbiologia de cada centro. La carga viral se analizé en plasma por PCR a
tiempo real usando la técnica implementada en cada centro. Los episodios con carga viral

< 500 UI/mL fueron considerados blips.

5.2.4 Determinacion de la IMC-CMYV mediante el ensayo del QF-CMV

El ensayo del QF-CMV se realizo de acuerdo con las instrucciones del fabricante
siguiendo el mismo protocolo explicado en la pagina 52. Tanto los 81 pacientes, cuya
IMC-CMV fue monitorizada, como sus donantes tenian alelos HLA compatibles con el

QF-CMV.
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5.2.5 Tecnologia de los dextrameros para la cuantificacion de la subpoblacién de

los linfocitos T CD8+ CMV-especificos

El namero de linfocitos T CD8+ CMV-especificos se cuantificO mediante la
tecnologia de los dextrdmeros-HLA (Immudex, Virum, Denmark) y el protocolo se llevo
a cabo de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los 4 multimeros usados en
este estudio fueron: HLA-A*0201/NLVPMVATYV (pp65), HLA-A*0101/VTEHDTLLY
(pp50), HLA-B*0702/TPRVTGGGAM (pp65), y HLA-B*3501/IPSINVHHY (pp65).
Todos ellos unidos al fluorocromo ficoeritrina (PE) para identificar las poblaciones por
citometria de flujo. Aproximadamente 0.5x10° PBMCs se incubaron con los dextrameros
(5 pL), durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células se tifieron con anti-CD3
AF700 (BD Biosciences, San Jose, CA), TCR aff (APC), TCR gd (APCVi0700), y anti-
CD8 (PE-770) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) y se incubaron durante
15 minutos a 4°C en oscuridad. Despues de 2 lavados con PBS suplementado con
albimina sérica bovina (PBSA), las células se tifieron con la tincion de viabilidad 7AAD
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y fueron adquiridas por un citometro de flujo
LSR Fortessa (BD Biosciences). Se realizd un analisis posterior a la adquisicion y se
generaron los dot plots de las poblaciones celulares de interés utilizando FlowJo vX.0.6
(FlowJo, Ashland, OR). Los datos de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ CMV-

especifica se presentan como el porcentaje con respecto a las células T CD8+ totales.

5.2.6 Andlisis estadistico del bloque 11

Los diferentes analisis estadisticos se realizaron usando el software estadistico
SPSS 24.0 (IBM, Armonk, NY). Las variables categdricas se compararon con el test Chi-

cuadrado o el test de Fisher. Las variables cuantitativas fueron comparadas con la prueba
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U de Mann Whitney. Los analisis de “Tiempo transcurrido hasta el evento” se realizaron
utilizando el método de Kaplan-Meier. Ademas, se llevo a cabo un andlisis de regresion
de Cox multivariante para evaluar el impacto del tipo de donante (D+QFpos, D+QFneg
y D-) sobre el riesgo de reconstitucion de la IMC-CMV tras ser ajustado por otras
variables relevantes. Algunos parametros significativos de caracter clinico o bioldgico
también se incluyeron en el andlisis multivariante a pesar de no ser estadisticamente
significativos en el andlisis univariante. EI modelo incluia pruebas de colinealidad,
interacciones y supuestos de riesgos proporcionales. EI modelo multivariante se limité a
siete factores debido al pequefio niUmero de pacientes de la cohorte. Se utilizaron la prueba
de residuos de Cox-Snell y -2*log-verosimilitud para evaluar la bondad de ajuste. Los
valores se consideraron estadisticamente significativos cuando el p-valor < 0.05. Las

gréficas se realizaron mediante software estadistico SPSS 24.0 (IBM).
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6. RESULTADOS

6.1 Bloque |

6.1.1 Caracteristicas demogréficas de los sujetos de estudio

Un total de 93 voluntarios sanos fueron incluidos en el estudio. En la Tabla 1 se
incluyen algunas caracteristicas demogréaficas. Setenta y un participantes (76.3%) fueron

CMV-seropositivos.

Tabla 1. Caracteristicas demogréaficas de la poblacion de estudio

CARACTERISTICAS Total (n=93)

Edad, media (DE) 42.8 (12.0)
Sexo, n (%)

Femenino 26 (28.0)

Masculino 67 (72.0)
Serologia CMV, n (%)

V- 22 (23.7)

V+ 71 (76.3)

DE, Desviacion Estandar

6.1.2 Analisis de la discordancia humoral/celular

Primero analizamos la IMC-CMV en todos los sujetos mediante el ensayo del
QF-CMV. Treinta individuos (32.3%) fueron QFneg y 63 (67.7%) fueron QFpos. Ningin

participante tuvo un resultado QFind.
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Con el objetivo de obtener la frecuencia de individuos discordantes, procedimos
a determinar la asociacion entre serologia CMV e IMC-CMV. Encontramos que 17 de
los 22 individuos CMV-seronegativos (77.3%) fueron QFneg. De los voluntarios CMV-
seropositivos, 58 de los 71 (81.7%) fueron QFpos. Por tanto, 18 sujetos sanos (19.3%)

mostraban discordancia humoral/celular (5 individuos V- y 13 individuos V+).

6.1.3 Diferencias en la respuesta proliferativa entre voluntarios discordantes y no

discordantes

Para analizar si los voluntarios discordantes y no discordantes mostraban
diferente capacidad proliferativa, comparamos la proliferacion de los linfocitos T CD4+
y T CD8+ entre los dos subgrupos de sujetos CMV-seropositivos (V+QFpos vs.
V+QFneg) y también en los CMV-seronegativos (V-QFneg vs. V-QFpos). En la Figura
1 se muestran una serie de plots de la respuesta proliferativa de un sujeto representativo

frente a los diferentes estimulos antigénicos.
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