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MOTIVACION DE LA TESIS DOCTORAL

No podria decir una fecha exacta en la que me decidi a iniciar el camino de la tesis. Lo que si
que puedo decir es que recuerdo que ya desde la facultad empecé a oir esta palabra. Sin
embargo, al acabar la carrera tenia clarisimo que yo me dedicaria a los pacientes y que no
qgueria hacer la tesis. Pero, como dice la sabiduria popular “nunca digas de esta agua no
beberé”...porque la vida da muchas vueltas. Y en una de esas vueltas me dejé caer en el
Hospital Clinic a sabiendas que se trataba de un buen hospital donde aprenderia mucho, que
era mi objetivo: “formarme en un buen hospital para poder ofrecer la mejor asistencia a los
pacientes”. Y creo que elegi bien... Enseguida me di cuenta que la gente que trabaja aqui
dedicaba mucho tiempo al estudio y a mejorar su conocimiento (de hecho durante un tiempo
no tenia claro cudl era el horario que se habia de cumplir). La verdad es que yo pensaba que
tenia que aprovechar al maximo esos 4 afios de especialidad (luego tendria que valerme por mi
misma). Durante los afios de residencia me fui convenciendo de que mejorar y perfeccionar mi
formacién profesional impactaba directamente en la vida de los pacientes (tanto en
supervivencia global como en supervivencia fuera del hospital) y que mi contribucién tenia
que ser significativa (p< 0,05). Otro argumento que me rondaba por la cabeza para
convencerme de hacer mejor las cosas es que en esta vida no todo es recibir, sino que también
hay que dar (compartir). He tenido la suerte de que durante todo este tiempo me han
acompaniado siempre personas excelentes tanto a nivel profesional como personal, a las que
sin pedir permiso, tomé como ejemplo, tan sélo espero no haberles defraudado. Mis padres
nos inculcaron desde pequenios el espiritu de luchar para ser mejores en todos los aspectos de
nuestra vida, porque sélo asi podiamos servir mejor a los demds. Para ello se sirvieron de su
propio ejemplo de superacién personal y de las personas que cuidadosamente “escogieron”
para colaborar en nuestra educacién y formacién (tanto en el colegio como fuera del colegio).
Asi que considero la tesis un tributo a mis padres y a los valores que nos transmitieron.

Una de las frases tipicas que acompafia siempre a una tesis doctoral es la famosa “es peor que
un parto”...y dada mi experiencia en el tema (de los partos, no de la tesis), me atrevo a aportar
mi punto de vista, realizando esta comparacién, no con el parto sino desde el inicio del
embarazo, con el que encuentro mas similitudes, a pesar de ser experiencias bien diferentes:

Primero, esta el momento en el que uno se da cuenta de que el proceso ya ha empezado y que
no hay marcha atrés...es una mezcla de sentimientos (alegria, temor, ilusion, dudas...). Durante
los meses que dura el proceso (embarazo o tesis), intervienen diferentes personajes, todos
ellos imprescindibles y sin cuya aportacién no seria lo mismo. Por ejemplo, las directoras de la
tesis que asumen las funciones de “comadrona” y te acompafian desde el principio hasta el
final. Luego estan los “grupos de parto” que son aquellas sesiones dedicadas a explicar
situaciones futuras, maneras de hacer, aconsejar y compartir experiencias, donde
practicamente pueden incluirse todos aquellos que pasdis habitualmente por mi “despacho”.
Otro momento que comparten ambas experiencias es cuando se va acercando el momento de
dar a luz, en el que sélo tienes ganas de que todo acabe, porque no duermes bien por las
noches, estas incdbmoda, has perdido la inspiracion...y ademas te das cuentas que tras tanta
dedicacién y preparacion...encuentras que falta alguna cosa...

Y por fin tras meses de espera, llega el momento y te das cuenta de lo acertada que es la frase
“dar a luz”, porque efectivamente al traer una vida nueva al mundo, es luz en la oscuridad. Y si,
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la tesis también es “vida” (y luz) para los pacientes. Porque cuando nos tomamos en serio
nuestra formacién y profundizamos en nuestro conocimiento, no lo hacemos sélo por la
satisfaccion de aprender, si no porque asi podemos (y debemos) mejorar la salud de los
pacientes que ponen su vida en nuestras manos, desconocidas para ellos, confiando en
nuestro buen hacer. Y de aqui se deduce la ultima similitud, y es que la tesis (al igual que
ocurre con los hijos) es una responsabilidad para toda la vida. Y esa responsabilidad te lleva a
seguir actualizando los conocimientos y a compartirlos, a adaptarse a las nuevas situaciones y
a resolver los problemas.

Y si, Jordi, al igual que en ocasiones anteriores, la tesis doctoral es “LA” tesis...jotra nifial

Con lo mencionado anteriormente quiero volver a insistir en que la motivacion para la tesis
doctoral ha sido el beneficio que se deriva de querer saber como y por qué mecanismos
ocurren las complicaciones y las enfermedades, para poder buscar una solucidn, a ser posible
en colaboracién porque hace mas eficaz la busqueda, se potencian las virtudes individuales y
se cubren los defectos. Y este beneficio ha de tener siempre una repercusién sobre los
pacientes. Si hay algo que sdlo me beneficia a mi (aunque sea desde un punto de vista
curricular), es muy probable que la direccidon no sea la correcta. El tema de tesis versa sobre
una complicacion infecciosa muy frecuente en los pacientes que reciben un trasplante de
progenitores hematopoyéticos. De modo general, las complicaciones que ocurren después del
trasplante son la enfermedad injerto contra receptor, las infecciones, la toxicidad relacionada
con el procedimiento y la recaida de la enfermedad. Dentro de las complicaciones infecciosas,
la infeccion por citomegalovirus es la mas frecuente y afecta a mas de la mitad de los pacientes
y habitualmente nos acompafia durante 3 meses y en algunos pacientes hasta 6 meses. Es por
ello que profundizar en el conocimiento de la misma puede resultar beneficioso.

Tenemos la suerte de tener una profesidon que nos “obliga” a renovarnos constantemente, por
lo que sentimos que avanzamos. Pero, ademas tenemos una profesion muy humana donde el
contacto personal con los pacientes y con los compafieros de trabajo (en lo bueno y en lo
malo, en la salud y en la enfermedad) crea los vinculos necesarios que nos ayudan a avanzar y
a madurar. En definitiva, sélo tenemos que aprovechar las oportunidades que se nos
presentan, porque si las dejamos pasar, es muy probable que después no vuelvan...Y quiero
dejar por escrito estas reflexiones por si algun dia “pierdo el norte” y se me olvida por qué me
hice médico.
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Tesis Doctoral

3.1 El Citomegalovirus Humano.
3.1.1 Generalidades y estructura.

El Citomegalovirus humano (CMV) pertenece a la subfamilia Betaherpesviridae, de la familia
Herpesviridae, también denominado Herpesvirus Humano 5 (HHV-5). Debe su nombre al
aumento de tamafio que produce sobre la célula que infecta. Al igual que otros virus de la
familia, se caracteriza por permanecer latente tras la infeccion (ref 1).

Los viriones maduros del CMV son esféricos y miden entre 200 y 300 nm de diamétro. La
arquitectura de los viriones del CMV es comun a la de los otros herpesvirus y estd compuesta
por las siguientes estructuras: a) el core, donde se encuentra el genoma del virus, una
molécula linear de DNA bicatenario que contiene 235 kpb que codifica para 165 genes,
constituyendo el genoma mas grande de toda la familia Herpesviridae; b) la nucleocdpside, que
rodea al core, presenta una forma icosadeltaédrica de 100-110 nm de didmetro y estd
formada por 12 pentdmeros y 150 hexameros; c) el tegumento, matriz de aspecto amorfo
compuesta por fosfoproteinas que envuelve la capside; d) la membrana, es una bicapa lipidica
que rodea todas las estructuras anteriores y contiene abundantes glicoproteinas (gB, gH)
implicadas en la entrada del virus a las células que infecta (Figura 1)(Ref 2,3).

¢¢ _-—-%—————— Nucleocapside
‘@ :"':"\ b :
§ q N 'T"‘“-ﬁ Glicoproteinas de
N s 3 _ﬁ_\\ membrana (gB, gH)
- ;% \\g\ Tegumento

Core (genoma)

"~ Membrana

Figura 1. Estructura del CMV (ref 2)

La estructura del genoma del CMV corresponde a la clase E y consiste en 2 secuencias Unicas,
una larga (U, Unique Long) y una corta (Us, Unique Short). Cada secuencia realiza una

|”

repeticion directa terminal (“terminal”), existiendo una copia invertida o inversa de dicha
secuencia en medio del genoma (“interna”). De esta manera, en la replicacion del genoma del
CMV, las secuencias U, y Us se van repitiendo de manera invertida e independiente, dando
lugar a 4 posibles isémeros: Terminal Repeat Long (TR,) con su respectiva secuencia invertida,
Internal Repeat Long (IR,); y lo mismo para la secuencia corta: Terminal Repeat Short (TRs) y su
respectiva secuencia invertida, Internal Repeat Short (IRs). Se han identificado diversidad de
genes que codifican para diferentes proteinas implicadas en diferentes fases de la replicacion
del genoma (ref 4). Asi como también son diversos los mecanismos de activacion de las

diferentes vias de sefializaciéon implicadas, lo que tiene importancia para los mecanismos de
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Tesis Doctoral

accion de los antivirales y los mecanismos de resistencia que se detallard en el capitulo
correspondiente).

El tegumento contiene la mayor parte de las proteinas virales, siendo la proteina mas
abundante la fosfoproteina 65 (pp65), codificada por el gen UL83 (Unique Long 83). En el
tegumento también se encuentran otras proteinas importantes en el ciclo replicativo e
infectivo del CMV: la proteina pp71 (producto del gen UL82), que tiene un papel en la
transactivacion del virion; la proteina de maduracién, pp150 (producto del gen UL32), la
proteina mas larga del tegumento (producto del gen UL48) y la pp28 (codificada por el gen
UL99). La funcidn de las proteinas presentes en el tegumento se puede dividir en 2 clases:

a) Proteinas que juegan un papel estructural y son importantes para el ensamblaje de los
viriones y el desensamblaje de las particulas durante la entrada del virus en la célula
que infecta.

b) Proteinas que modulan la respuesta a la infeccion por parte de la célula huésped
(células infectada)

La bicapa lipidica (membrana) que envuelve el tegumento del virién, procede del reticulo
endoplasmatico y aparato de Golgi de la célula infectada y contiene al menos 20 glicoproteinas
virales que estan implicadas en el anclaje y penetracién del virus en la célula. Entre ellas se
encuentran: glicoproteina B (gB), gH, gL, gM, gN y gO. (ref 4).

Cuando se produce la infeccidn viral, la expresiéon genédmica del CMV se lleva a cabo en una
cascada de 3 fases (ref 5):

a) En primer lugar se expresan los genes a o |IE (Inmediate-Early), en las primeras 2 horas
tras la infeccién. En esta fase se sintetizan las proteinas a (precoz inmediata), con
actividad fundamentalmente reguladora de la replicacidn y transcripcion de los genes
early, de la segunda fase.

b) En esta segunda fase, que ocurre en las primeras 24 horas tras la infeccién, los genes
early codifican para las proteinas B (Delayed-Early o precoz retardada) con funcién
enzimatica reguladora de la replicaciéon del DNA viral y de la expresion final de los
genes de la tercera fase.

c) Los genes de la tercera fase codifican para las proteinas y o proteina tardia que se
sintetizan después de las primeras 24 horas de la infeccion. Son las proteinas
estructurales del viridn, entre las que se encuentran las glicoproteinas de envuelta
(gp), implicadas en las produccién de anticuerpos neutralizantes, las proteinas de la
capside y del tegumento, fosfoproteinas (pp), como por ejemplo la pp65, principal
diana para la produccion de anticuerpos monoclonales que se utilizan en las pruebas
diagnosticas (antigenemia).
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3.1.2 Transmision, latencia, replicacion y reactivacion.

El Citomegalovirus se puede transmitir a través de la saliva, por contacto sexual, a través de la
placenta, a través de la lactancia, por transfusion de hemoderivados asi como, a través del
trasplante de drgano sdlido y de progenitores hematopoyéticos. La seroprevalencia en la
poblacién se sitla entre 30-90% y aumenta con la edad. La primoinfeccidn habitualmente es
asintomatica, tras ella el CMV establece un periodo prolongado de latencia vy, es por ello, que
periédicamente puede reactivarse.

El ciclo vital del CMV consiste en diferentes pasos (Figura 3) que se detallan a continuacion.
Primero, el CMV entra en la célula, bien por fusién directa o a través de vias endociticas. Para
ello, el virus se ancla a la célula gracias a la interaccién entre las glicoproteinas virales
presentes en la envoltura del CMV (gB, gH) y los receptores especificos que se encuentran en
la superficie de la célula infectada. Posteriormente, se produce la fusidn entre las membranas
del CMV y la célula, con lo que se libera la nucleocapside en el interior del citoplasma y se
traslada al nucleo, donde se libera el DNA viral. Esto activa la expresién de los genes IE-1 e |E-2
que da lugar a la estimulacidon y acumulacion de las diferentes funciones de sintesis viral. Con
ello se activa la replicacién y maduracién del virus, dentro del nucleo de la célula infectada. A
medida que el DNA viral se va replicando, se sintetiza la capside que envuelve al DNA viral
replicado y una vez encapsulado lo transporta del nucleo al citoplasma. Es aqui donde
adquiere la envoltura que protege al resto de estructuras (viridn, capside y tegumento). Dicha
envoltura procede del reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi de la célula infectada.
Finalmente el virus sale de la célula por exocitosis (ref 4, 6, 7).
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Figura 3. Ciclo replicativo del
CMV (ref 4).

El CMV es capaz de infectar varios tipos celulares como células endoteliales, epiteliales
(incluyendo células de la retina), células de musculo liso, fibroblastos, leucocitos y células
dendriticas. Los mecanismos por los que el CMV permanece en estado latente y los
mecanismos que llevan a que se reactive son poco conocidos (ref 4). Hay evidencia de que la
expresion de genes virales durante la latencia es muy diferente con respecto a la de una
infeccion activa (ref 8, 9, 20). Asi mismo, se ha descrito que las células en las que el CMV
permanece en latencia son mayoritariamente de estirpe mieloide (monocitos), aunque el sitio
exacto se desconoce. Se ha detectado DNA viral en varios tipos celulares entre ellos: los
monocitos y macréfagos, linfocitos, células CD34+, células dendriticas inmaduras y células
endoteliales. Sin embargo, que el DNA se encuentre presente en el interior de algunas células
no quiere decir que éste se encuentre en estado de replicacidon activa. Ademds, no todas las
células tienen capacidad para favorecer la replicacién viral. En este sentido, se ha relacionado
la “permisividad” de las células para la replicacion viral con el estado de diferenciacion de las
mismas (ref 10). De esta manera, las células diferenciadas (estadio madurativo mas avanzado)
permiten la replicacién viral, mientras que en las indiferenciadas (inmaduras) el virus puede
entrar pero no replicarse. Las células no permisivas no tienen ningln papel en la diseminacion
del virus.

En cuanto a los factores que controlan el estado de latencia, se han propuesto 3 posibles vias:

1) Tras el anclaje y entrada del virus en la célula, el CMV entra directamente en estado de
latencia sin que exista expresion de nuevos genes virales.

2) El virus inicia una infeccidon activa productiva, tras entrar en la célula, que se
interrumpe de manera precoz y entra en latencia.

3) Tras la entrada del virus en la célula, éste expresa una serie de genes que no estan
asociados con una infeccion activa productiva pero que son necesarios para
permanecer en estado latente.

En la infeccidon latente no se produce una nueva progenie de virus, ya que algunos genes de la
fase precoz (genes IE) estan reprimidos, hecho que se ha descrito como posible mecanismo de
evasion de la repuesta inmune. Periédicamente, el CMV puede reactivarse y producir un nuevo
ciclo. Los mecanismos por los que el CMV latente se activa provocando una reactivacién se
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desconocen aunque juegan un papel clave en la patogénesis de la infeccién. La reactivacion
por CMV se ha detectado en estados asociados a inmunosupresién, estrés, inflamacion e
infeccion por otros gérmenes. Parece que el TNFa actia como mediador de la activacién. El
TNFa se une al receptor TNF de las células infectadas y provoca la activacidn de la via de la
Protein Kinasa C y del NF-kB que a su vez activa la transcripcién de los genes IE del CMV y
desencadena la replicacién viral. Otras vias se pueden estimular por la produccién de
prostaglandinas, durante el curso de una inflamacion, y llegar al mismo punto final (ref 4, 11-
19).

3.1.3 Eliminacion del CMV.

Aunque se ha demostrado que tanto la inmunidad innata como adaptativa estan implicados en
la respuesta inmune frente a la infeccién por CMV, la respuesta inmune celular mediada por
los linfocitos T CD8+ es el mecanismo predominante para el control de la replicacion viral y la
eliminacion del virus. Los linfocitos T CD8 reconocen los péptidos de proteinas virales (pp65 e
IE-1, las mas inmunodominantes) que son capaces de unirse a moléculas de HLA clase I. Estas
moléculas HLA-I pueden presentar los antigenos virales de manera directa a través de las
células infectadas o bien por células presentadoras de antigeno que adquieren el antigeno de
las células infectadas lisadas. Este complejo molécula HLA-péptido viral es reconocido por los
linfocitos T CD8+ a través de su receptor de células T (TCR) en la superficie celular. Este
reconocimiento del linfocito T esta restringido a aquellos péptidos capaces de unirse a la
molécula HLA correspondiente y que son presentadas en la superficie celular de las células
presentadoras de antigeno (CPA). Ello asegura que el reconocimiento sea especifico. Tras el
reconocimiento del antigeno viral, el linfocito T CD8 se activa y prolifera a células efectoras y
memoria. Los linfocitos T CD8+ efectores (citotdxicos), reconocen a través del TCR- antigeno
especifico la célula infectada, se une a ella y produce la citdlisis de la misma mediante la
produccién de citocinas como IFNy y TNFa. Durante el proceso de respuesta inmune frente al
CMV los linfocitos T CD8 pueden ayudarse de las células NK para la lisis de las células
infectadas y de los linfocitos B para la neutralizacion de virus y la posterior adquisicidn de la
memoria, a través de la produccién de IgM (primoinfeccién) e 1gG que es lo que nos permite
identificar que la infeccién por CMV esta resuelta y el huésped tiene memoria CMV-especifica
(serologia IgG) (Figura 4) (ref 20-27).
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3.2 El Trasplante Alogénico de Progenitores Hematopoyéticos.
3.2.1 Aspectos histdricos.

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (TPH) se denomina asi porque las
células administradas a un paciente provienen de un donante sano diferente a dicho paciente
o receptor y puede ser, emparentado (familiar) o no emparentado. A lo largo del tiempo, ha
pasado de ser un procedimiento experimental a ser considerado un procedimiento estandar
como tratamiento curativo de muchas enfermedades hematoldgicas -malignas, en su mayoria,
y benignas- y de enfermedades no hematolédgicas, tanto genéticas como adquiridas que tienen
su origen en algun trastorno del sistema inmune.

En el siglo XX comenzaron las investigaciones relacionadas con el TPH. Al final de la Il Guerra
Mundial tras las bombas atdmicas, que causaron desgracias a muchos, se evidencié que el
sistema hemopoyético es el mas sensible a la radiacion y que la exposicion a radiacién
provocaba un fallo medular que provocaba la muerte (ref 28). De los experimentos realizados
en ratones (Jacobson, ref 29) y en perros (Storb, ref 30) se demostraron conceptos que hoy en
dia se consideran basicos y sin los cuales no se entenderia el TPH. Entre ellos: la eficacia de la
médula ésea en repoblar la hemopoyesis es independiente de la via por la que se infunde; la
médula désea es un drgano inmunolégicamente competente que produce un ataque
inmunoldgico, que hoy conocemos como Enfermedad Injerto Contra Receptor (EICR, ref 28) y
que esta reaccién estd mediada genéticamente (sistema de histocompatibilidad -HLA-); el
metotrexato (MTX) es capaz de prevenir y disminuir la EICR (ref 31,32); la ciclofosfamida es
capaz de producir la inmunosupresidn suficiente para favorecer el injerto; se establecieron las
dosis de irradiacion corporal total necesarias para permitir el injerto y que la irradiacion
corporal total fraccionada fuera mds eficaz y menos tdxica; se demostrd el mayor riesgo de
fallo de implante con el busulfan (por lo que se separa 48-72h de la infusiéon de los
progenitores hematopoyéticos); se describid la deplecién linfoide y utilizacion de ATG, la
importancia del tipaje y compatibilidad HLA en el éxito del TPH y en la supervivencia (de los
perros). Otros conceptos importantes que concluyeron los experimentos fue la posibilidad de
retirar la inmunosupresion tras alcanzar la inmunotolerancia y que la reconstitucién inmune
post-TPH ocurre alrededor de los 300 dias del trasplante, excepto si se produce EICR (ref 28,
33).

El primer TPH alogénico en humanos lo realizé6 E. Donnall Thomas en 1957 (ref 34). Los
primeros trasplantes se describieron en 1959, con donantes gemelos y de médula dsea.
Inicialmente todos los trasplantes eran mieloablativos (ver pagina 23). Las primeras infusiones
de médula ésea fracasaron por pérdida del injerto con reconstitucidn autdloga o por recaida.
Tanto era asi que en 1970, Bortin concluyé que el TPH no era eficaz (ref 35).

Sin embargo, con el mejor conocimiento del HLA, a finales de los afios 60, la historia del TPH
cambid y de manera progresiva se fueron incorporando conocimientos y experiencia en el
manejo de este procedimiento tan complejo. Los primeros trasplantes eran mieloablativos y
se instauré como régimen de acondicionamiento altas dosis de ciclofosfamida asociada a la
irradiaciéon corporal total o busulfan con ciclofosfamida (ref 36). Posteriormente, y debido a la
necesidad de ofrecer un tratamiento curativo a pacientes de edad superior a 50 afios,
aparecieron los acondicionamientos de intensidad reducida (ref 37). Con esta estrategia se
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demostré que existia un efecto beneficioso del trasplante que no estaba asociada a la
guimioterapia y radioterapia, sino a las propias células del donante, que es lo que se conoce
como “efecto injerto contra tumor” (ref 38, 39). Hecho que se habia observado con las
infusiones de linfocitos del donante en las LMC recaidas post-TPH y que los estudios realizados
en cerdos (Boston) y perros (Seattle) confirmaron posteriormente (Ref 40, 41).

En los anos 70 se descubrio la ciclosporina, y se empezd a utilizar en los TPH en humanos en
1981 (ref 42, 43), para prevenir la EICR y se consolidé como esquema de profilaxis para EICR en
combinaciéon con el MTX. En 1989 se realizé el primer TPH de fuentes de progenitores
hematopoyéticos diferentes a la médula dsea; de sangre periférica (Kesinger, ref 44) y de
corddn umbilical (Gluckman, ref 45).

Con el descubrimiento del sistema HLA (Dausset, ref 46, 47) y la aparicién de nuevas fuentes
de progenitores hematopoyéticos (médula &sea, sangre periférica y sangre de corddn
umbilical) se crean los registros de donantes y los bancos de cordén umbilical a nivel nacional
coordinados entre ellos a nivel internacional con el fin de que cuando un paciente sea
candidato a un TPH, y no tenga donante familiar aceptable o disponible, se inicie la busqueda
de donante no emparentado a nivel internacional de manera coordinada. Posteriormente se
crean organizaciones internacionales y nacionales como el EBMT, CIBMTR, GETH y sus grupos
cooperativos de trabajo.

3.2.2 Aspectos generales.

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos se utiliza como tratamiento curativo
de eleccion en enfermedades hematolégicas -malignas, en su mayoria, y benignas- y en
enfermedades no hematoldgicas, tanto genéticas como adquiridas que tienen su origen en
algun trastorno del sistema inmune. De modo resumido consiste en substituir los progenitores
hematopoyéticos defectuosos por unos progenitores hematopoyéticos sanos procedentes de
otra persona.

Gracias a las mejoras tanto en el tratamiento de las hemopatias como en el tratamiento de
soporte relacionado con las complicaciones que se derivan de este procedimiento, el nimero
de trasplantes ha ido en aumento en los ultimos afios.

3.2.3 Modalidades de TPH.
3.2.3.1 Segun el tipo de donante el TPH se clasifica en:

* Emparentado, donde el donante serd un familiar de primer grado HLA idéntico
(generalmente un hermano). La probabilidad de que un paciente tenga un donante familiar
HLA idéntico es aproximadamente del 25% (dicha probabilidad se calcula aplicando la siguiente
férmula 1-3"/4", donde n es el nimero de hermanos, ref 49).

* No emparentado, en este caso el donante no tiene ninguna relacion genética con el paciente
y procede de los registros de donantes internacionales o de los bancos de cordén umbilical.
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3.2.3.2 Segun la identidad HLA:

El sistema HLA es el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de los humanos y engloba
glicoproteinas de membrana y los genes que codifican para ellas. Las moléculas HLA son
esenciales para la inmunidad. Sus principales funciones son la presentacién de antigenos y
provocar respuesta alogénica. Existe una gran diversidad de genes que codifican para
proteinas dentro del sistema HLA, lo que hace que también sea diverso, debido a la estructura
gue presenta. Aunque se ha avanzado mucho en su conocimiento alun no se conoce
completamente. Basicamente existen 2 tipos de moléculas HLA (ref 50, 51):

e HLA clase I, que codifican para las moléculas HLA A, B y C. Estan presentes en todas la
células nucleadas del organismo.

e HLA clase Il, que codifican para las moléculas HLA DR, DQy DP. Estan presentes sélo en las
células presentadoras de antigenos, fagocitos, algunas células endoteliales y linfocitos B.

La nomenclatura es diferente en funcion de si es clase | o clase Il.

La familia de genes responsable de la codificacion de proteinas del Sistema HLA A, B, C y DR
(importante en el TPH) se encuentra en una regidn del cromosoma 6 (6p21.31) y se heredan
en bloque, como un haplotipo uUnico (Figura 5). De tal manera que hay 4 combinaciones
posibles (2 haplotipos procedentes del padre y 2 haplotipos procedentes de la madre), de aqui
se deduce que la probabilidad de tener un hermano HLA idéntico, con el que se comparten 2
haplotipos iguales es, aproximadamente, del 25%.

Figura 5. Estructura del cromosoma 6 (ref 50).
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En base a la identidad HLA el TPH puede ser:

e Trasplante familiar HLA idéntico, generalmente hermano que comparte los 2 haplotipos
con el paciente y por lo tanto, presenta los mismos antigenos de clase | (A, By C) y de
clase Il (DR, DQ).

o Trasplante de donante no emparentado HLA idéntico, el donante es no emparentado
pero comparte los antigenos A, B, C y DR, en este caso, al haber 2 alelos por cada
antigeno, la compatibilidad se expresa o denomina como compatibilidad HLA 8 de 8
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antigenos (8/8). Si ademas del A, B, C y DR, también comparte el antigeno DQ, se
denomina compatibilidad HLA 10/10; si ademas comparte el antigeno DP (12/12) (ref 51).

e Trasplante de donante no emparentado no idéntico, cuando la identidad es inferior a 8/8
0 10/10. En el caso de que se trate de SCU, cuando la identidad sea inferior a 6/6.

e Trasplante alternativo familiar no idéntico o haploidéntico, tan sélo comparten un
haplotipo con el paciente (ref 52, 101).

Cuanto mayor sea la identidad HLA entre donante y receptor mejores resultados estan
descritos con el trasplante. De esta manera, estudios comparativos han demostrado que el
TPH de donante no emparentado idéntico (8/8 o 10/10) al igual que el de TPH de hermano
HLA idéntico tiene mejor tasa de supervivencia global y mejor tasa de supervivencia libre de
enfermedad con menor toxicidad que los TPH de donante no emparentado no idénticos.
Cudntas mas diferencias haya entre donante y receptor a nivel de compatibilidad HLA, el éxito
del TPH se halla mas comprometido (ref 53-58).
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Figura 6. Supervivencial global segtin compatibilidad HLA. La supervivencia global es superior si la identidad HLA es
mayor. Sobre todo, cuando el TPH se realiza en fase precoz de la enfermedad, donde la supervivencia al afio del TPH
es del 63% (HLA 8/8), 52% (HLA 7/8) y 39% (HLA 6/8) y la supervivencia global a los 5 afios es del 50% (HLA 8/8), 39%
(HLA 6/8) y 28% (HLA 6/8). Cuando la enfermedad que indica el TPH se encuentra en fase avanzada en el momento
del TPH, no hay diferencia en la supervivencia global al afio del TPH: 31% (HLA 8/8), 29% (HLA 7/8) y 24% (HLA 6/8) ni
tampoco en la supervivencia a los 5 afios: 17% (HLA 8/8), 15% (HAL 7/8) y 10% (HLA 6/8). (Lee et al, ref 53).

Recientemente estudios del EBMT han demostrado la eficacia y baja toxicidad de TPH de
donante no emparentado con diferencias (7/8), gracias a las mejoras en la profilaxis de la EICR
(Ruggeri et al, ref 59).

3.2.3.3 Segun la fuente de progenitores hematopoyéticos:

El trasplante puede ser de: médula 6sea (MO), sangre periférica (SP) o sangre de corddn
umbilical (SCU). Cada fuente de progenitores hematopoyéticos tiene sus ventajas e
inconvenientes. La MO era la mas frecuentemente utilizada en los inicios del trasplante y el
procedimiento debe su nombre a esta modalidad (trasplante de médula dsea). La recuperacién
hemoperiférica ocurre alrededor de los 21 dias desde el trasplante, su bajo contenido en
linfocitos T hace que la incidencia de EICR aguda y sobre todo, EICR crdnica sea menor. Sin
embargo, el inconveniente que presenta es que la celularidad que se obtiene es menor y esto
puede comprometer el éxito del trasplante, por el riesgo de fallo de implante primario y por la
lenta recuperacién hemoperiférica. Asi mismo, la dificultad para la obtencion de los
progenitores hematopoyéticos de MO (se realiza en quiréfano con anestesia general para
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conseguir la extraccion de aproximadamente 1000 ml (15 ml/kg, ajustado al peso del receptor,
de sangre medular) ha hecho que la sangre periférica sea la fuente de progenitores
hematopoyéticos mas utilizada en la actualidad. Para ello, al donante se le administran
inyecciones de G-CSF (factor estimulante de colonias) que por un lado, favorece la produccion
de progenitores hematopoyéticos en la MO vy, por otro, facilita que los progenitores anclados
en la MO salgan al torrente sanguineo, de donde se obtienen, a través de un procedimiento de
aféresis de los mismos (ref 60-65). La sangre de cordén umbilical se ha utilizado como fuente
alternativa cuando no era posible ninguna de las dos anteriores y hoy en dia, debido al auge
del trasplante haploidéntico familiar, cada vez es menos utilizada (Figura 7, graficas 1y 2)(ref

66).
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Figura 7. Evolucién de los trasplantes por tipo de donante a lo largo de los afios. Experiencia reportada por el registro

europeo del EBMT (ref 66).

600

500

400

300

200

100

Grafica 1. Muestra el aumento
en el numero de TPH y la evolucién
del tipo de trasplante segun la
fuente de PH en los ultimos afios,
donde predomina el uso de la
sangre periférica (datos obtenidos
de la Memoria anual de REDMO
2018) (ref 67).
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3.2.3.4 Segun el acondicionamiento:

Previo a la infusidon de los PH el paciente realiza un tratamiento de preparacién, que se
denomina “acondicionamiento”, para lo que se utiliza quimioterapia que puede combinarse
con radioterapia dependiendo de la enfermedad hematoldgica por la que se realiza el
trasplante. Segun el tipo de acondicionamiento, el trasplante se clasifica en 3 tipos
fundamentales (Figura 8):

e Mieloablativo, aquellos que no permiten la recuperacion hematolégica autéloga tras 4
semanas después de haber recibido el acondicionamiento.

e Intensidad reducida, 1a aplasia medular no es tan profunda ni duradera y la toxicidad
asociada a la misma es menor.

e No mieloablativo, practicamente no hay un efecto sobre la hemoperiferia del paciente y
el éxito del trasplante depende de manera casi exclusiva del efecto de los linfocitos T del
donante sobre la enfermedad hematolégica (inmunoterapia).

Los acondicionamientos de intensidad reducida y no mieloablativo estan disefiados para
pacientes mayores de 55 afios, que presentan co-morbilidad importante o que hayan recibido
un trasplante previamente (ref 69-73).

En los ultimos afios han aparecido regimenes de acondicionamiento de toxicidad intermedia o
intensidad reducida intensificada que han permitido ajustar aun mas la eficacia mieloblativa
con menor toxicidad, sin comprometer el éxito del TPH, es el caso de la administracion de
fludarabina en combinacidn con busulfan a dosis mieloablativas (4 dosis de busulfan de 3,2
mg/kg/dia (ref 74-76, 78, 79).
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3.2.4 Profilaxis de Enfermedad Injerto contra Receptor.

La eleccién del donante se basa en la compatibilidad del Sistema HLA entre donante y
receptor, escogiendo aquel donante que comparta la mayor parte de alelos del sistema HLA
implicados en la respuesta inmune mayor (HLA A, B, C, DR y DQ). Dado que el sistema
inmunitario que prevalecerad tras el TPH serd el del donante, existe el riesgo de que este
sistema inmune reconozca células del receptor, diferentes a las hemopoyéticas, como
“patdgenos” y que se desencadene una respuesta inmune contra ellas, es lo que se conoce
como Enfermedad de Injerto contra Receptor (EICR), incluso en los parejas donante-receptor
HLA idénticos, debido a los antigenos menores de histocompatibilidad. Se detalla a
continuacion las diferentes estrategias que se utilizan para la profilaxis de la EICR.

No farmacoldgicas:

Deplecion linfoide T ex vivo: Para ello se realiza manipulacion del injerto (progenitores
hematopoyéticos) previo a su infusidn. La técnica mas estandarizada es la seleccidn positiva de
poblacién CD34+, que es la que se infunde. De esta manera, no se infunde la poblacién
linfoide, y con ello se consigue disminuir de manera importante la incidencia de EICR. En los
ultimos afios se han desarrollado técnicas de deplecién linfoide T ex vivo mas selectivas, sobre
todo en el contexto del trasplante haploidéntico y también en poblacién pediatrica. En estos
casos la manipulacién del injerto pre-infusién consiste en realizar una seleccién negativa de
una poblacion concreta como por ejemplo, seleccién de linfocitos T af o seleccién de la
poblacion CD3+/CD19+, que se elimina del injerto antes de infundir al paciente (ref 80-84).

Farmacoldgicas:

Inhibidores de calcineurina: Ciclosporina y tacrélimus: ejercen inmunosupresién por

diferentes vias, siendo la predominante la inhibicidn de la calcineurina. La calcineurina se

estimula durante la activacién de los linfocitos T por una serie de eventos en los que estan

involucrados el calcio y la calmodulina. Esto provoca la activacién de la via del Factor Nuclear

de las células T Activadas (NFAT) que a su vez se asocia a otros factores de transcripcion

implicados en la produccion de citocinas como la IL-2 predominantemente, IL-4, IL- 10, e IL-17.
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Por tanto, la inhibicién de la calcineurina afecta la transcripcion de citoquinas importantes en
la respuesta inmune. La IL-2 en particular desempefia un papel importante en la respuesta
inmunitaria, incluyendo el mantenimiento de las células T reguladoras y la diferenciacién y
supervivencia de las células T CD4+ y CD8+. Ademas actua sobre la via del NF-kB que también
esta implicado en la produccion de la IL-2, el factor de necrosis tumoral-f e interferén-y.
También se ha descrito que puede afectar a la funcionalidad de las células NK. El mecanismo
predominante afecta a la funcionalidad de los linfocitos T (ref 84-87).

Micofenolato (MMF): es un pro-farmaco del dcido micofendlico (MPA), un inhibidor de la

inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH). Esta es la enzima que limita la velocidad en la
sintesis de novo de los nucleétidos de guanosina. Los linfocitos Ty B son mas dependientes de
esta via que otros tipos de células. Tiene un efecto citostatico mas potente sobre los linfocitos
gue sobre otros tipos de células. Este es el principal mecanismo por el cual ejerce su efecto
inmunosupresor. Hay otros tres mecanismos implicados que pueden inducir la apoptosis de
linfocitos T activados, lo que puede eliminar los clones de células que responden a la
estimulacién antigénica. Es capaz de suprimir la expresién de algunas moléculas de adhesién,
disminuyendo asi el reclutamiento de linfocitos y monocitos en los sitios de inflamacién.
Suprime las respuestas linfociticas T a las células alogénicas y otros antigenos. El medicamento
también suprime las respuestas primarias, pero no las secundarias, de los anticuerpos (ref 88).

Metotrexato (MTX): es un antimetabolito que inhibe la enzima dihidrifolato reductasa e

impide la conversién de acido félico en tetrahidrofolato. Inhibe la sintesis de DNA en la fase S
del ciclo celular. También presenta otros efectos como la inhibicidn de la activacién T, reduce
la expresidon de moléculas de adhesidn y de diversas enzimas involucradas en la respuesta
immune, a través de la inhibicidn de la actividad metiltransferasa. Se utiliza como farmaco
inmunosupresor en diferentes enfermedades autoinmunes y en el tratamiento de
enfermedades hemato-oncoldgicas. En el contexto del TPH se utiliza en combinacién con otros
inmunosupresores (ref 89).

Rapamicina: también denominada sirélimus, es un potente inhibidor de la proliferacion de
células T, células B y produccion de anticuerpos inducida por antigenos. El interés en el
sirélimus como terapia inmunosupresora se deriva de su mecanismo de accién unico, su perfil
de efectos secundarios y su capacidad de sinergia con otros agentes inmunosupresores. El
sirélimus bloquea la activacién de la quinasa especifica del ciclo celular, mTOR, lo que
provocan el bloqueo de la progresidn del ciclo celular (ref 90, 91).

La combinacidn Inhibidor de Calcineurina (ICN) y MTX 6 MMF es la mas frecuentemente
empleada para la profilaxis de enfermedad injerto contra receptor.

Globulina Antitimocitica (ATG): es una estrategia de deplecién linfoide T in vivo. La eficacia
del ATG depende de su capacidad para debilitar los linfocitos T. Su actividad
inmunomoduladora se refleja en diversos efectos sobre el sistema inmunoldgico: elimina los
linfocitos T (activacién del complemento) o interfiere con su capacidad de activarse o de
migrar a los tejidos; altera la funcionalidad de las células dendriticas; modula citoquinas y
moléculas de adhesion y de superficie celular en dérganos linfoides secundarios; provoca la
apoptosis de linfocitos B y la induccién de linfocitos T reguladores y de células NK (ref 92, 93).
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Alentuzumab (Campath): estrategia de deplecidn linfoide T in vivo, Alemtuzumab es un

anticuerpo monoclonal humanizado contra el antigeno CD52. El CD52 se expresa en la
superficie de los linfocitos B, linfocitos T, células NK, monocitos, macréfagos y algunas células
dendriticas. Ademas el CD52 es una molécula co-estimuladora en la activacién de los linfocitos
T CD4+ reguladores. La unién del anticuerpo con su antigeno provoca la destruccion de la
célula que expresa el CD52 (en su mayoria linfocitos). Cuando se administra en el post-TPH,
provoca un retraso en la reconstitucion inmune, dado que el farmaco puede permanecer en la
sangre a nivel linfolitico hasta 2 meses después del trasplante (ref 94, 95, 96).

Ciclofosfamida post-TPH: esta nueva estrategia de deplecion linfoide T in vivo consiste en

administrar altas dosis de ciclofosfamida en 1-2 dias después de la administraciéon de los PH
(dias +3 y +4 6 +5). La cicofosfamida post-TPH (CyPT) destruye selectivamente los linfocitos T
alo-reactivos y preserva los linfocitos no alo-reactivos (incluidos los linfocitos T reguladores),
gue son las responsables de la reconstitucién inmune post-TPH asi como el control de las
infecciones (ref 97, 101, 142) (Figura 9). Esta estrategia se comenzd a utilizar en el contexto del
trasplante haploidéntico con muy buenos resultados en términos de menor incidencia de EICR
aguda y crénica y buena tolerancia. Por lo que en los ultimos afios se ha extendido esta
modalidad de profilaxis de EICR a otros tipo de TPH, como los alogénicos de donante no
emparentado tanto los no idénticos (7/8) como los idénticos (10/10) (Ref 59, 81, 84, 98-100,
102).
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Figura 9. Mecanismo de accién de la Ciclofosfamida post-TPH. Cortesia de Luznik
et al (ref 97).

El mecanismo de accion de la ciclofosfamida post-trasplante, se explica en 3 pasos:

1. De forma precoz post-trasplante, la ciclofosfamida induce apoptosis de los linfocitos T
aloreactivos, rapidamente proliferativos, eliminando la alo-reactividad inicial. Aunque la
ciclofosfamida, como agente alquilante actlia en todas las fases del ciclo celular, lo hace de
forma mads intensa en las fases G1 y S, por lo que su accién es mucho mas intensa en los
linfocitos en proliferacién (aloreactivos). El efecto de la ciclofosfamida en los progenitores
hematopoyéticos es mucho menos intenso, debido al alto contenido en la enzima aldheido
deshidrogenasa (ALDH), que convierte la mostaza fosforamida (metabolito activo de Ia
ciclofosfamida) en un metabolito inactivo (la carboxiciclofosfosfamida) y por lo tanto su uso en
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el post-trasplante es seguro en cuanto que no daifia el injerto hematopoyético. De forma
similar, los linfocitos T memoria también tienen una elevada concentracién de ALDH por tanto
les ofrece cierta resistencia a la ciclofosfamida.

2. Se produce una expansion de linfocitos T reguladores que controlan los linfocitos T
aloreactivos residuales.

3. El tercer mecanismo para evitar la EICR es la produccion de una deplecion clonal intratimica
de T de linfocitos que reconocen antigenos del receptor y que aseguran la tolerancia a largo
plazo.

3.2.5 Sistema inmune y reconstitucion inmune post-TPH.

De todo lo descrito anteriormente se deduce que el TPH es un procedimiento de elevada
complejidad que somete al receptor del mismo a un estado de inmunosupresién severa y
prolongada. Cuando se realiza un TPH, lo que imprime complejidad al procedimiento, es que
en definitiva se realiza un cambio de sistema inmune. Es por ello que el estado de
inmunosupresion en el que se encuentra el paciente tras el procedimiento es el mas severo
conocido y ademds, éste se prolonga hasta que el sistema inmune comienza de nuevo a
funcionar.

3.2.5.1 Sistema inmune.

El sistema inmune es una compleja red de células y tejidos que trabajan de manera coordinada
para proteger al organismo de diferentes patdgenos (infecciosos o no). Estd formado por la
sangre, la médula dsea, el sistema linfatico, el timo, el bazo, la piel y las mucosas. La respuesta
inmune que genera estd mediada tanto por células como por proteinas solubles. De modo
general, las células implicadas en la respuesta inmune reconocen los patégenos o una parte de
ellos (antigenos o proteinas) a través de receptores que se encuentran en la superficie celular.
Dependiendo del tipo de respuesta que se genera, la respuesta inmune puede estar mediada
por moléculas solubles y/o células que son las que provocan la eliminacién del patégeno.

Las células del sistema inmune se originan en la médula ésea, donde muchas de ellas maduran
(sistema innato). Los linfocitos T se originan en la médula 6sea, maduran en el timo y de ahi
migran a los tejidos, a través de la sangre y del sistema linfatico. Durante esta circulacion
reciben diferentes sefiales, a través de sus receptores, que contribuyen a su supervivencia. Los
organos linfoides secundarios estan formados por el bazo, los ganglios linfaticos y los tejidos
linfoides de las mucosas (sistema adaptativo) (Figura 10) (ref 102-105).
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Figura 10. Componentes del Sistema Inmune (ref 136).

La respuesta inmune se divide en 2 tipos:

- Respuesta innata (natural): es inespecifica, se inicia durante las primeras horas en las que el
antigeno aparece. Incluye barreras fisicas (piel) y fisioldgicas (pH), moléculas solubles y células
inmunes. No generan memoria. Se activa a través de moléculas presentes en muchos
antigenos. Para que se produzca el reconocimiento del patégeno, las células expresan unos
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que identifican patrones moleculares
asociados al patégeno o al dafio tisular/celular que expresan los gérmenes (lipopolisacaridos) o
que se liberan durante el dafio o estrés celular. Las células inmunes que forman parte de la
Inmunidad innata son: las células NK y el sistema fagocitario formado por macréfagos,
neutréfilos y células dendriticas. Estas ultimas tienen, ademas, capacidad para poner en
marcha la respuesta adaptativa, una vez fagocitado el patégeno, migran al 6rgano linfoide mas
cercano y realizan la presentacion del antigeno.

Las moléculas solubles implicadas en la respuesta innata son las citocinas producidas por los
macréfagos y células NK activadas. Tienen diferentes funciones: antiviral (IFN, IL-15 e 1L-12),
pro-inflamatoria (TNF, IL-1) y funcién reguladora (IL-10, TGF) (ref 102, 107).

- Respuesta adaptativa (adquirida): es una respuesta inmune antigeno-especifica. Para que se
produzca, primero el antigeno debe ser procesado y reconocido. El sistema inmune adaptativo
genera células especificamente disefiadas para atacar ese antigeno. Esta respuesta mejora con
la exposicidn repetida frente al antigeno y proporciona memoria especifica frente al mismo, lo
que hace que la respuesta futura frente a ese antigeno sea mas eficiente. También se conoce
como respuesta celular.
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Las células implicadas en la respuesta adaptativa son los linfocitos T y B. Las citocinas
implicadas en este tipo de respuesta son aquellas producidas por los linfocitos T (IL-2, IL-4, IFN,
IL-5).

Los linfocitos T se generan en la médula ésea a partir de un progenitor linfoide comun, y se
diferencian en el timo. A través del torrente sanguineo van a parar a los tejidos/érganos
linfoides secundarios donde adquieren la diferenciacion (antigeno-dependiente) para pasar de
linfocitos T “naive” a células efectoras y células memoria (Ultimo paso en su maduracion).

Los linfocitos T reconocen secuencias cortas de aminodcidos derivados de los agentes
patdgenos cuando son presentados por las moléculas HLA en la superficie de la célula
presentadora de antigeno (CPA). El receptor especifico de célula T se llama TCR (receptor de
antigeno de linfocito T). Cada célula T expresa un Unico TCR que estda compuesto por 2 cadenas
polipeptidicas unidas por un puente disulfuro. En la mayoria de los linfocitos T, el TCR esta
formado por una cadena a y una cadena B (TCR a/B). Y una pequefia parte esta formado por
una cadena y y una cadena & (TCR y/8). Este receptor tiene una regién variable (V), que
determina la especificidad frente al antigeno, y una regién constante, proximal a la membrana
de la célula T. A partir de un uUnico progenitor linfoide se generan muchos linfocitos, cada uno
con una especificidad diferente pero con un unico receptor. El reconocimiento del antigeno,
presentado por la molécula HLA, activa la sefializaciéon del TCR y es lo que confiere la
especificidad frente al antigeno por parte del linfocito T.

La unién del receptor co-estimulador CD28 con su ligando B7 en la superficie de la CPA es
necesaria para la activacion del linfocito T. Se conocen multitud de moléculas que actdan de
co-activadoras y co-inhibidoras que contribuyen de manera diferente en la activacién del
linfocito T pero, si no existe la estimulacion mediada por el CD28, no se produce la activacién
de la célula T (ref 107). Los linfocitos T activados proliferan y excretan IL-2. Esta expansion
clonal de los linfocitos T portadores del mismo TCR asegura la generacién de un gran niumero
de linfocitos T especificos frente al mismo antigeno (“naive”), que tras varias divisiones se
diferencian en linfocitos T efectores (citotoxicos) y linfocitos T memoria (ref 109-114).

Los linfocitos T efectores tienen una vida corta (dias a semanas) y realizan funciones
especializadas:

e Linfocitos T CD8 citotoxicos, inducen la apoptosis de las células infectadas por el virus tras
el reconocimiento de péptidos de proteinas virales sintetizadas que se encuentran en el
citosol de la célula y que son presentados por moléculas HLA clase | (ref 115, 116).

e Linfocitos T CD4 “helper”, se llaman asi porque regulan la activacidn de los macréfagos, de
los linfocitos T citotdxicos y de los linfocitos B, a través de la produccion de diferentes
citocinas, segun el estimulo que las active. Reconocen péptidos de proteinas intracelulares
(internalizadas por fagocitos) que son portadas por moléculas HLA clase Il (ref 115, 116).

En el primer encuentro con el antigeno los linfocitos T CD8 “naive” necesitan de la cooperacion
de los linfocitos T CD4 para desarrollar su potencial citotoxico. En un segundo encuentro, como
ya se han diferenciado a célula T efectora, estos linfocitos T CD8 citotéxicos tienen un umbral
de activacion mucho mas bajo (comparado con los “naive”) y pueden cumplir con sus
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funciones citotéxicas tras reconocer al antigeno, sin la necesidad de los linfocitos T CD4
“helper”.

Segun las citocinas presentes en el ambiente, los linfocitos T CD4 “naive” se pueden diferenciar
en diferentes subtipos de acuerdo a su funcionalidad. Los principales subtipos son los linfocitos
T “helper” tipo 1 (Thl) y los T “helper” tipo 2 (Th2) que se caracterizan por la produccidn de
IFN-a (Th1) e IL-4 (Th-2), respectivamente. Los linfocitos B “helper”, también conocidos como
linfocitos foliculares T “helper” (TFH) y el subtipo celular pro-inflamatorio (Th17) también
tienen un papel en la respuesta inmune. Por ultimo, los linfocitos T reguladores (Treg), como
su nombre indica, son esenciales para regular la respuesta inmune y que ésta no sea
exagerada asi como para el desarrollo de la inmunotolerancia. Los linfocitos CD4 Thi,
dirigidos/estimulados por citocinas proinflamatorias derivadas de las CPA (IL-12), liberan otras
citocinas, como IFN-y, dando lugar a la activacion de macroéfagos y linfocitos T CD8 citotodxicos.
Mientras que los linfocitos T CD4 Th2, dirigidos/estimulados por la IL-4, producen citocinas
implicadas en la activacion de linfocitos B, regulando la inmunidad humoral (IL-4, IL-5 e IL-13)
(Figura 11) (ref 117-119).

Una vez que el antigeno que ha provocado la activaciéon de la respuesta inmune es eliminado,
la mayoria de los linfocitos T efectores mueren por apoptosis. En ausencia del estimulo que les
obliga a proliferar y que, por tanto, los mantiene con vida, desaparecen (ref 120). Los linfocitos
T memoria tienen una vida larga y proporcionan una inmunidad mas rdpida y mejorada ante la
re-exposicion del antigeno (responden mas rapido, ante una carga antigénica mas baja,
necesitan menos coestimulacidn y proliferan de una manera mas vigorosa tras la exposicién al
patdgeno, comparado con los linfocitos T CD4 “naive”).
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Figura 11. Esquema de la respuesta inmune (innata y adaptativa) generada frente a los
diferentes estimulos (virus, bacterias, hongos, pardsitos y antigenos propios) (ref 121).
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Los linfocitos B se originan y se diferencian en la médula ésea a partir de un precursor de linea
linfoide comun. Se encuentran habitualmente en la sangre periférica (supone el 10% de los
linfocitos circulantes en sangre periférica) y en los dérganos linfoides secundarios,
particularmente en el bazo. La activacidn de los linfocitos B promueve su diferenciaciéon a
células plasmaticas que son las que producen los anticuerpos aportando al sistema inmune la
inmunidad humoral (ref 105, 125). Los anticuerpos son el producto que se secreta a partir del
receptor de células B (BCR). Estdn formados por 4 cadenas de proteinas: 2 cadenas pesadas
idénticas y 2 cadenas ligeras idénticas. Cada cadena tiene una regién variable y una region
constante. Los anticuerpos presentan una gran variabilidad de una molécula a otra,
proporcionando la diversidad necesaria para el reconocimiento especifico frente a los
diferentes patdgenos. Segun el tipo de cadena existen 5 tipos de Inmunoglobulinas: 1gG, IgA,
IgE, IgM e IgD. Los anticuerpos protegen de los patdgenos provocando diferentes reacciones
(Figura 12):

- Neutralizacidn, se unen a ellos y bloquean su acceso a las células.

- Opsonizacidn, el anticuerpo se une al antigeno del patégeno (virus, bacteria) y favorece la
fagocitosis por parte de su célula fagocitaria, que reconoce el anticuerpo, y con este
reconocimiento ingiere y destruye el patégeno.

- Activacion de la via del complemento. El reconocimiento del antigeno extrafio activa la
cascada inflamatoria que termina en la apoptosis celular, a través de la creacion de poros en la
membrana celular. Existen 3 vias de activacion: la via cldsica (se activa por complejos antigeno-
anticuerpo), la via de las lectinas (se activa por la presencia de ciertos azucares presentes en la
superficie de las bacterias) y la via alternativa (no necesita anticuerpos para activarse) (ref 122-
124).
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Figura 12. Respuesta humoral.
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El tipo de respuesta inmune que se genera frente a proteinas virales es la respuesta celular
mediada fundamentalmente por los linfocitos T CD8 citotéxicos. Sin embargo, tal y como se ha
expuesto, la respuesta inmune es coordinada y estan implicadas todas las células del sistema
inmune en mayor o menor medida, lo que hace que un solo tipo celular sea insuficiente para
una respuesta completa. O dicho, de otra manera, si las moléculas co-estimuladoras y las
células colaboradoras (Linfocitos T CD4 “helper”) no estan presentes o estan presentes de
manera insuficiente, la respuesta inmune frente al virus perdera calidad y eficacia. Igualmente,
sin los linfocitos B la capacidad de crear memoria inmunolégica se ve afectada.

3.2.5.2 Reconstitucion Inmune post-TPH.

En el dia 0 de TPH, tras la infusidn de los progenitores hematopoyéticos por via endovenosa,
pasan al torrente sanguineo y, a través de complejas vias de sefializacién, van a parar a la
médula ésea, donde tiene lugar el injerto o implante, proceso que dura entre 14 y 21 dias. Con
el implante de los progenitores hematopoyéticos del donante se inicia el “renacer” del sistema
inmune que ocurre de manera escalonada y progresiva, respetando las diferentes fases
celulares y sus vias de interaccidon. De esta manera se favorece la maduracién del sistema
inmune de manera natural pero modulada y controlada por agentes externos, como el
tratamiento inmunosupresor sistémico, que sin duda tiene un efecto directo “buscado y
deseado” sobre el nuevo sistema inmune. Existe multitud de estudios que describen de
manera detallada cdmo y cuando se produce esta reconstitucion inmune post-TPH. Estd
descrito que las primeras células que aparecen son las de la inmunidad innata (neutrofilos,
monocitos, NK) y esto tiene lugar en el primer mes post-TPH. Posteriormente y de una manera
progresiva, se inicia la recuperacidn de los linfocitos T y B, que se inicia a partir del segundo y
tercer mes post-TPH y se prolonga hasta los seis, e incluso 12 meses post-TPH (Figura 13).

140 § . .
} Infusién de PH
120 1 Neutrdfilos, Monocitos y Células NK
Linfocitos B y Linfocitos T CD8
100 1 = Linfocitos T CD4

/7 =~ Células Plasmaticas y dendriticas
80 A = Limite superior normal

— Limite Inferior normal

60 1

40 1

20 1

Immune cell counts (% normal)

Semanas meses Afios post-AloTPH

Figura 13. Etapas de la reconsitucion inmune post-TPH (adaptado de
Tomblyn et 2009, ref 126)
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Es por ello que las complicaciones infecciosas son frecuentes durante este periodo de
reconstitucion del sistema inmune y ademas los gérmenes causantes de las mismas “se
aprovechan y respetan” estos tiempos de recuperacidn marcados por el sistema inmune. De
esta manera se puede elaborar una cronologia de acuerdo a los diferentes gérmenes
causantes de la infeccion segun el periodo post-TPH en el que se encuentre el paciente y
teniendo en cuenta las complicaciones no infecciosas correspondientes a cada periodo del
trasplante (precoz, intermedio y tardio) que influyen y condicionan un factor de riesgo

determinante para las complicaciones infecciosas (Figura 14, ref 135).

De esta manera podemos dividir el post-trasplante (a partir del dia de la infusidn de
progenitores hematopoyéticos) en 3 periodos (ref 126-136):

Post-trasplante precoz, el periodo correspondiente al primer mes, desde el dia 0 hasta el dia
30 post-TPH. Es el periodo de aplasia secundaria a la quimioterapia +/- radioterapia recibida en
el acondicionamiento. Es el periodo de mayor inmunosupresidon, cuando se inicia la
recuperacion hemoperiférica y, con ella, la reconstitucion de la inmunidad innata. Las
complicaciones infecciosas son fundamentalmente debidas a la neutropenia severa y los
factores de riesgo asociados son los derivados del dafio tisular secundario a fdrmacos
(mucositis, colitis, sindrome de obstruccidén sinusoidal, disfuncién endotelial, EICR aguda) y
asociadas al catéter venoso central. Los gérmenes mas frecuentes son las bacterias (gram
positivas y gram negativas), hongos (Cdndida sp y Aspergillus sp) y virales (sobre todo virus
herpes simple-VHS-). Es por ello que, durante este periodo se realiza profilaxis especifica
dirigida a prevenir las infecciones mas prevalentes en este periodo, en especial, bacterias,
hongos y VHS.

Post-trasplante intermedio, este periodo sucede desde el primer mes post-TPH hasta el tercer
mes (dia +100), aproximadamente. La recuperacion hemoperiférica ya ha tenido lugar pero es
el momento en el que se inicia (pero no se completa) la reconstitucion de los linfocitos T y B.
Se caracteriza por la presencia de linfopenia severa (linfocitos < 500 /mm3) y la complicacién
no infecciosa que se produce es fundamentalmente la enfermedad injerto contra receptor
(EICR). Ambos aspectos (linfopenia y EICR, asi como el tratamiento que se deriva de la EICR)
predisponen a que las complicaciones infecciosas sean fundamentalmente virales, dada la
deficiencia o ausencia de las células que reconocen y eliminan los antigenos virales. Otros
patdgenos implicados en las infecciones de este periodo son el Pneumocystis Jirovecii,
Aspergillus spp (sobre todo los pacientes que presentan EICR y que realizan tratamiento con
corticoides a altas dosis durante un periodo superior a 2 semanas) y al final del periodo los
gérmenes encapsulados. Durante este periodo se mantiene la profilaxis antiinfecciosa dirigida
a los patégenos mas prevalentes en este periodo, con cotrimoxazol o Pentamidina Inhalada. En
caso de corticoterapia por EICR estd indicada realizar ademas profilaxis para prevenir
Aspergillus con un triazol, como por ejemplo, posaconazol o voriconazol. Asi mismo, esta
indicado realizar profilaxis antiviral para el virus varicela zoster (VVZ) en aquellos pacientes con
serologia positiva para el VVZ. Los Linfocitos T CD4 se reconstituyen mas tarde que los
linfocitos T CD8 (Ogonek et al, ref 136) pero estos ultimos necesitan de la presencia de
linfocitos T CD4+ “naive” y del receptor de célula T para el reordenamiento del DNA (TRECs),
los cuales se encuentran disminuidos entre los 3-6 meses post-TPH.
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Post-trasplante tardio, este periodo comprende desde los 3 meses hasta practicamente 1 afo
post-TPH (o hasta retirada de la inmunosupresion sistémica). A su vez se puede dividir en 2
subperiodos: desde los 3-6 meses post-TPH cuando tiene lugar la reconstitucién de los
linfocitos T de una manera mas completa y funcional, dado que se completa la formacién de
TRECs y Tregs implicados en la respuesta inmune. Desde los 6 meses en adelante, en la que se
inicia la reconstitucién de los linfocitos B. Este periodo se caracteriza por Ia
hipogammaglobulinemia y el déficit de la inmunidad humoral. Durante este periodo los
pacientes estan a riesgo de presentar infecciones oportunistas por gérmenes encapsulados, en
especial Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae. La reconstitucién de los
linfocitos B pasa por la generacion de linfocitos B “naive” que a su vez son capaces de ir
diferenciandose a linfocitos B, tras diferentes estimulos antigénicos a través de su receptor
(BCR). Para finalizar, los linfocitos B memoria maduran a células plasmaticas capaces de
producir anticuerpos. Este proceso de generacidon y maduracion de linfocitos B es lento y
puede prolongarse desde los 2 hasta los 5 afios post-TPH.
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Figura 14. Cronologia de las complicaciones infecciosas causadas por los diferentes gérmenes

segun el periodo post-TPH correspondiente al estado de reconstitucion inmune (ref 135).

Sin embargo, aunque haya una reconstitucién cuantitativa de estas células, la funcionalidad de
las mismas asi como la capacidad de realizar una respuesta inmune coordinada y eficaz, no
ocurre necesariamente en el mismo momento. Como se ha explicado anteriormente, la
respuesta inmune ocurre de una manera escalonada y en diferentes pasos. Las células del
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sistema inmune requieren de un estimulo suficiente (antigeno), que en el microambiente se
encuentren las citocinas capaces de iniciar la respuesta inmune celular, que estas células se
activen y se diferencien en células efectoras. Es decir, existen multitud de pasos intermedios
que se han de producir de manera correcta para que las células implicadas maduren y sean
capaces de generar una respuesta inmune eficaz. Esto explicaria que los pacientes presenten
complicaciones infecciosas, a pesar de presentar una reconstitucién inmune “numéricamente”
o cuantitativamente correcta. Ademas, la EICR influye en la funcionalidad del sistema inmune
inhibiendo las funciones de los linfocitos T, limita la diversidad del TCR, influye en el desarrollo
de los linfocitos T (a través de los Tregs) y crea una disfuncién en la produccién de citocinas.
Esta reconstitucion funcional del sistema inmune es dificil de evaluar de manera objetiva con
técnicas de laboratorio pero la deficiencia del mismo se pone de manifiesto en las
complicaciones infecciosas que presentan los pacientes mas alla del primer afio post-TPH.

3.2.5.3 Respuesta Inmune frente a CMV.

Los linfocitos T CD8 citotdxicos son los encargados de controlar la replicacién del CMV y
eliminarlo del organismo, liberando IFNy cuando entra en contacto con la célula infectada y la
destruye. El reconocimiento de los antigenos virales (siendo los inmunodominantes el pp65, |E-
1 e IE-2) por parte del sistema inmunolégico induce una serie de cambios coordinados en los
pardmetros de los linfocitos incluyendo: cambios en las moléculas de la superficie celular, en
las propiedades migratorias de los linfocitos, en la capacidad de proliferacion y la citotoxicidad
mediada por linfocitos T (ref 20, 26, 137). La persistencia del virus provoca respuestas
funcionales muy diversas. Se ha demostrado que existe una evolucidn secuencial de los
linfocitos T CD8+ CMV especificos durante la respuesta inmune frente al virus. Es decir, que los
linfocitos T CD8+ pasan por diferentes fases evolutivas durante la infeccidon, y estas fases se
pueden identificar gracias a las moléculas de superficie que expresan en cada fase evolutiva de
la respuesta inmune frente a la infeccion (Figura 15). Asi los marcadores expresados en
superficie por los linfocitos pasan de ser CD27+CD28+ en estadios tempranos, a ser
CD27+CD28- en estadios intermedios y en etapas tardias son CD27-CD28-, debido a su alto
contenido en perforinas y su citotoxicidad ex vivo directa. La expresion del receptor de
sefializacion del ganglio linfatico, CCR7, identifica los linfocitos T memoria central y los
linfocitos T memoria efectores. De esta manera, cuando se produce la estimulacién de los
linfocitos T al reconocer el antigeno del CMV, los linfocitos T “naive”
(CD3+CD8+CCR7+CD45RA+) dan lugar a distintas poblaciones de linfocitos T memoria “central”
(CCR7+CD45R0+), linfocitos T efectores (CCR7-CD45R0+) y linfocitos T memoria diferenciados
(CCR7-CD45RA+) con diferentes funciones efectoras (Moins- Teisserenc 2008, ref 138).
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Lisis de las células infectadas por CMV:
* Perforina
* Granzyma B

Figura 15. Estadios evolutivos de
los linfocitos T CD8 citotoxicos de
acuerdo a la fase evolutiva de la
infeccién por CMV. Es posible
identificar los diferentes subtipos de
linfocitos en base a los marcadores de

superficie que expresan (naive, efectores,
memoria y latencia). Ref 20

Memoria Latencia

3.2.5.4 Reconstitucion Inmune CMV-especifica post-TPH.

A partir del 292-32 mes post-TPH (60-90 dias) se inicia la reconstitucién de los linfocitos T,
primero aparecen los linfocitos T CD8, posteriormente los linfocitos T CD4 (entre el 32-62 mes
post-TPH) y por ultimo, los linfocitos B (a partir del 62 mes y hasta 2 afios post-TPH), que son
los implicados en la creacién de la memoria frente al CMV. En situaciones de inmunosupresion
la célula efectora (citotdxica) se agota y las células memoria se producen en menor cantidad.
La inmunosupresion provoca que la primera respuesta inmune (célula efectora) sea deficitaria
y, ademas, que ante la re-estimulacién del antigeno, no tenga la misma capacidad para la
expansion clonal debido a la falta de células (CD8, CD4 y B). El analisis de los subgrupos de CD4
y CD8 revela una pobre reconstitucion a largo plazo tras el TPH. Corre et al (ref 139)
demostraron que los linfocitos T CD8+ “naive”, diferenciados y memoria no se normalizan
hasta 24 meses después del trasplante. En contraste, los linfocitos T CD8+ activados (HLA-DR+)
se expanden de manera temprana después del trasplante con valores por encima del rango
normal a partir de los tres meses después del trasplante en adelante. Del mismo modo, los
linfocitos T CD4+ “naive”, diferenciados y memoria no se normalizan hasta 24 meses después
del trasplante, mientras que los linfocitos T CD4+ activados (HLADR+) se normalizan a los
nueve meses y se mantiene hasta 24 meses. Por ultimo, los linfocitos B “naive” (CD19+ CD27-)
estan dentro del rango normal a los seis meses y por encima del valor normal a los 24 meses,
mientras que los linfocitos B memoria permanecen por debajo del rango normal durante los 24
meses post-TPH. La presencia de EICR aguda, y sobre todo crdnica, contribuye a este
enlentecimiento de la reconstitucion inmune CMV especifica, al entorpecer los diferentes
pasos que tienen lugar en la respuesta inmune frente al virus, desde el reconocimiento hasta la
evolucidn de los linfocitos de acuerdo a las fases evolutivas de la infeccion (Corre et al 2010,
ref 139).

En los ultimos afios, se empieza a describir el efecto del TPH haploidéntico con ciclofosfamida
post-TPH en la reconstitucién inmune post-TPH. De modo resumido, en el post-TPH los
linfocitos T se generan a través del timo y de la sangre periférica. Dado que el timo no tiene
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ningun papel en adultos, la reconstitucion inmune post-TPH depende de la expansion en
sangre periférica de los linfocitos T maduros del injerto (Luo et al 2014, ref 140). lLa
ciclofosfamida post-TPH destruye selectivamente los linfocitos T aloreactivos preservando los
no aloreactivos (responsables de la reconstitucién inmune). Se ha descrito que los monocitos
reconstituyen rapido y mantienen niveles elevados durante el primer afio. En cambio, los
linfocitos totales recuperan lentamente y los niveles son mas bajos hasta los 180 dias post-
TPH, siendo muy bajos los primeros 30 dias. Los linfocitos T CD8 recuperan mas rdpido y
alcanzan niveles normales a partir de 60 dias post-TPH. Los linfocitos T CD4 “helper” recuperan
lentamente y no alcanzan niveles normales hasta el primer afio post-TPH y los linfocitos T CD4
“naive” no recuperan hasta los 180 dias post-TPH (a partir de esta fecha reconstituyen mas
rapido). Curiosamente, los linfocitos B (CD19+) practicamente desaparecidos durante los
primeros 90 dias, reconstituyen lentamente y alcanzan niveles normales a los 10-12 meses
post-TPH (Pei et al, 2017, ref 141). Comparando el efecto de la CyPT con otras modalidades de
deplecidn linfoide T (ATG), los pacientes que reciben ATG tienen los linfocitos CD4, o/B y T-reg
mas bajos durante los primero 30 dias pero a los 60 dias post-TPH los linfocitos T CD4, CDS, y/&
y NK son mas altos en los pacientes que reciben ATG. Este efecto que ejerce la CyPT sobre la
reconstitucion inmune da lugar a un perfil de infecciones diferentes (Retiere et al, 2018, ref
142-147).

La falta de linfocitos T CD8 CMV-especificos predispone para infeccion por CMV, tanto precoz
como tardia, y la reconstitucién de los mismos protege frente al CMV. La falta de linfocitos T
CD4 CMV especificos se asocia con el desarrollo de enfermedad por CMV tardia (> 100 dias
post-TPH) y a mortalidad relacionada con este enfermedad por CMV (ref 148). Hay multitud
de estudios que demuestran la importancia de la reconstitucion inmune CMV-especifica para
el control de la infeccion por CMV en el TPH (ref 149-151). La ausencia de expansién clonal de
linfocitos T CD8+ tras la primera infeccion por CMV se relaciona con persistencia de la carga
viral en sangre (ref 149) y la presencia de niveles adecuados de linfocitos TCD8+/IFN+ tras la
finalizacion del tratamiento antiviral se asocia a baja incidencia de infeccién recurrente (ref
152). Una reconstitucion precoz de linfocitos T memoria CD4+ CMV especificos se asocia a
incidencia baja de infeccién por CMV (ref 153).

4. CMV y Trasplante Alogénico de Progenitores Hematopoyeéticos.
4.1 Generalidades y Epidemiologia.

Los avances en los tratamientos antivirales, en las estrategias de tratamiento, especialmente

Ill

con la introduccién del “tratamiento anticipado” y, por supuesto, los avances en las técnicas
utilizadas para la deteccién del virus (diagndstico), han conseguido disminuir la incidencia de
enfermedad por CMV desde el 35% hasta el 5% (en los primeros 100 dias post-TPH) y 11%
(durante el primer afio post-TPH) (ref 154). Al disminuir la incidencia de enfermedad ha
disminuido también la mortalidad derivada de la misma hasta un 2% (ref 148) en la actualidad,
siendo la afectacidon pulmonar y del SNC las que presentan una mayor mortalidad asociada

(alrededor del 50% y 90%, respectivamente) (ECIL 2017, ref 155).
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A pesar de estos avances, la incidencia de infeccion por CMV se situa en torno al 60-70% con
una mediana de reactivacion de 45 dias post-TPH. La incidencia de infeccién recurrente por
CMV es del 30-40%. La denominada infeccién “mantenida” por CMV, es decir, carga viral
mantenida que obliga a prolongar el tratamiento antiviral, ocurre en casi la mitad de los
pacientes que reactivan el CMV. La incidencia de infeccion tardia por CMV, la que ocurre a
partir de los 100 dias del TPH (4-6 meses post-TPH), no es bien conocida y se situa entre el 4%-
15% segun las series (ref 156, 157, 158). Diversos estudios han descrito que tanto la profilaxis
antiviral, recomendada en estos pacientes (sobre todo con ganciclovir, aunque también con
aciclovir) como la EICR, pueden retrasar la reconstitucién inmune CMV-especifica post-TPH (ref
159, 160). Esta inmunodeficiencia CMV-especifica tras la retirada de la profilaxis contribuye a
un aumento en la incidencia de infeccién y, sobre todo, de enfermedad por CMV tardia asi
como de la mortalidad relacionada con la enfermedad por CMV. Es muy importante realizar el
diagndstico de la infeccidn tardia, ya que el desarrollo de la enfermedad en este momento del
TPH tiene la misma mortalidad que en la forma precoz (138, 139, 154).

Es por todo ello, que si bien la mortalidad asociada al CMV es baja (2%), la morbilidad derivada
de la infeccion por CMV asi como de su tratamiento es elevada y muy dificil de cuantificar de
una manera real y fiable. Dicha morbilidad dificulta el manejo del paciente y asocia efectos
directos e indirectos que pueden contribuir a la mortalidad relacionada con el procedimiento y
a disminuir la supervivencia global del paciente tras el TPH.

La patogenia de la infeccidon y enfermedad por CMV es compleja, derivada de las diferentes
interacciones entre el virus y el sistema inmune. Esta interaccién esta mediada a través de
diferentes mecanismos, como el efecto que provoca el virus sobre la expresion del HLA, la
produccién de citocinas y la expresion de moléculas de adhesion (ref 160). Es lo que se conoce
como los efectos indirectos del CMV que no son mas que una consecuencia de los efectos
inmunosupresores e inflamatorios del virus sobre el sistema inmune (ref 161). Estos
mecanismos podrian explicar el riesgo aumentado de infecciones bacterianas y fungicas que
presentan los pacientes con infeccion por CMV. Igualmente, el tratamiento antiviral con
ganciclovir asi como la propia infeccién por CMV puede provocar mielosupresién y esto
favorece infecciones y hemorragias (ref 162-164). También se ha descrito asociacion entre la
presencia de infeccion por CMV y el desarrollo de EICR tanto aguda como crdnica y viceversa.
Parece claro que la presencia de EICR por si sola, asi como por el tratamiento que reciben los
pacientes para su control, que supone aumentar la inmunosupresion, aumenta el riesgo de
infeccién y de enfermedad por CMV (ref 165).

Por otro lado, en los pacientes que reciben un TPH con deplecién linfoide T, con el que se
consigue disminuir la EICR, la presencia de infeccion por CMV aumenta el riesgo de desarrollar
EICR, tanto aguda como crénica. La posible explicacion tiene que ver con que son los linfocitos
T los que controlan la replicacidn viral, por lo que si estan proliferando para controlar el CMV,
es posible que otra poblacién de linfocitos T prolifere también contra antigenos del receptor,
provocando la EICR. Otros estudios han hipotetizado sobre el papel que juega la activacion de
las células NK tanto en el control del CMV (sugieren proteccion frente a CMV), como el hecho
de que esta activacion de las células NK, provocada por la agresion del CMV, favorezca el
desarrollo de EICR (ref 166).
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Otros autores han relacionado el dafio que provoca el CMV sobre el endotelio vascular con el
aumento del riesgo cardiovascular de estos pacientes (ref 167).

En cuanto al efecto beneficioso o protector de la infecciéon del CMV sobre la recaida de la
enfermedad hematoldgica, es un tema muy discutido y controvertido (ref 168). Este efecto
beneficioso se ha podido demostrar sélo en pacientes que se realizan el TPH por una leucemia
aguda mielobldstica; en este caso, aquellos pacientes que presentan infeccién por CMV,
presentan menor recaida de la enfermedad, tiene mayor supervivencia libre de enfermedad
pero mayor mortalidad no relacionada con la recaida (ref 169). Como posibles explicaciones se
ha hipotetizado sobre el propio estimulo alogénico que hace que el CMV se reactive; que sea
debido a la estimulacién y expansion de los linfocitos T CMV-especificos del donante (Thomson
et al, ref 170); o bien que los linfocitos T y6 que se generan a raiz de la reactivacion del CMV
sean capaces de reconocer tanto al CMV como las células blasticas y generar una repuesta
inmune contra ellas (Schoper W, 2013 ref 171). Esta seria quiza la explicacidon mas factible,
desde el punto de vista inmunolégico. También se ha dicho que este efecto protector se ve
cuando el CMV reactiva en los primeros 100 dias post-TPH (ref 172, 173). Sin embargo, el
supuesto efecto beneficioso de la infeccidon por CMV sobre la recaida no se ha confirmado en
grandes series como el EBMT o CIBMTR (ref 175).

Independientemente de los efectos que provoca el CMV en los pacientes que reciben un TPH,
existe evidencia en la literatura y conocimiento a nivel internacional que avala que los
pacientes seropositivos para el CMV que reciben un TPH tienen peor prondstico que los
pacientes seronegativos (ref 174-179). Ademas existe un efecto negativo sobre Ila
supervivencia global cuando el donante es seronegativo y el paciente es seropositivo, aunque
este hecho sélo se ha podido demostrar en los TPH mieloablativo de donante no emparentado
(ECIL-2017 ref 155, 180, 181).

4.2 Factores de Riesgo de Infeccion por CMV.

El estado seroldgico de donante y receptor es el principal factor de riesgo de infeccién por
CMV en el trasplante alogénico. Especialmente cuando el receptor es positivo y existe
discrepancia con su donante; y es comun a todos los tipos de trasplante alogénico, bien sea de
donante familiar o de donante no emparentado, idéntico o no idéntico, incluido los TPH
haploidénticos (ref 182, 183). De esta manera y en base a la serologia pre-TPH, se estratifican a
los pacientes en diferentes grupos de riesgo (ref 184):

Alto riesqgo: Se define asi a la situacion en la que el donante es CMV negativo y el receptor es
CMV positivo. En este escenario, existe la posibilidad de la reactivacion, dado que el paciente
tiene CMV latente en su organismo pero, la inmunidad encargada de eliminar el virus cuando
éste reactive no tiene la memoria inmunolégica frente al virus. Por tanto, no existe control
inmunolégico y ademas la primera respuesta inmune tiene lugar en el marco de un sistema
inmune deficitario. En estos casos la incidencia de infeccién por CMV se ha descrito que puede
ser superior al 80%, especialmente en los acondicionamientos mieloablativos.

Riesgo Intermedio: en la que el donante es CMV positivo y el receptor también es CMV

positivo. En cuyo caso, el CMV tiene capacidad para reactivar a través de la infeccion latente
tanto del donante como del receptor pero, la inmunidad presente en el post-TPH tiene
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linfocitos memoria CMV especificos, por lo que aunque sera deficitaria sera mas eficaz que si
no hubiera memoria. La incidencia de infeccién por CMV en esta poblacién es en torno al 50%.

Bajo riesgo: donde tanto el donante como receptor son CMV negativos. En esta situacién la
incidencia de infeccion por CMV se ha descrito <20% (variable segun las series, entre 0% y
20%) y sobre todo esta relacionada con la transfusion de hemoderivados y en poblacidon
pediatrica.

A este factor de riesgo que viene impuesto por el estado seroldgico del paciente, hay que
sumarle otros factores relacionados con el TPH que, basicamente, incrementan, contribuyen o
prolongan la inmunosupresién propia del procedimiento. Entre ellos se encuentran: la
depleciéon linfoide T (en cualquiera de sus formas), la linfopenia, la presencia de EICR, el
tratamiento con corticoides y el uso de sangre de cordén umbilical como fuente de PH (ref
185-188).

Requieren mencion especial los corticoides y la EICR, como factores de riesgo. Se ha
demostrado que tanto la EICR como los corticoides aumentan el riesgo de CMV, tanto
infeccion como enfermedad, porque afectan a la produccion de linfocitos T, tanto CD4 como
CD8 (ref 188) e incluso hay autores que han demostrado que los pacientes que realizan
tratamiento corticoideo a altas dosis presentan niveles mas bajos de linfocitos CD4 y esto
predispone a tener mds enfermedad por CMV. También es extensa la bibliografia que confirma
que los pacientes con EICR tienen mds CMV y que los pacientes que desarrollan EICR
gastrointestinal tienen mas enfermedad CMV gastrointestinal (ref 189-192). Sin embargo,
teniendo en cuenta que la corticoterapia a altas dosis es el tratamiento de primera linea de la
EICR, tanto aguda como crdnica, resulta muy dificil, por no decir imposible, diferenciar el
efecto e impacto real que ejerce cada uno de los factores por separado. Del mismo modo, se
desconoce si este efecto afecta de la misma manera a todos los pacientes en funcién de su
estado seroldgico previo (ref 193-197).

Respecto a la infeccidn recurrente por CMV, los factores de riesgo asociados son los relativos
al estado de inmunosupresidon del paciente tales como EICR, corticoides, inmunosupresion
sistémica y linfopenia. Estos mismos son los factores de riesgo para la enfermedad por CMV y
ademas, hay que sumarle la infeccion recurrente y/o la presencia de carga viral mantenida a
pesar de tratamiento antiviral correcto (infeccidon refractaria o demostracién de resistencia a
farmacos antivirales). La presencia de carga viral elevada en el momento del diagndstico de la
infeccion por CMV se asocia a necesidad de mas dias de tratamiento antiviral anticipado para
negativizar la DNAemia (ref 193, 198, 199).

En relacién a la infeccidn tardia, los principales factores de riesgo son: la presencia de
DNAemia durante los 3 meses previos o lo que es lo mismo, haber presentado una infeccion
por CMV previa, la presencia de linfopenia (sobre todo de linfocitos CD4), la presencia de EICR,
pacientes seropositivos que han recibido tratamiento antiviral profilactico sobre todo con
ganciclovir (ref 200-204).

La deplecion linfoide T en todas sus modalidades contribuye a la supresién de la funcionalidad

de todos los linfocitos T, que son los que controlan las infecciones virales y la EICR. Merece

especial mencién la nueva modalidad de deplecidn linfoide T que se realiza con la

administracién de la ciclofosfamida a dosis altas después del trasplante. En cualquiera de las
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situaciones, la reconstitucién deficiente de la inmunidad adaptativa después de un TPH
haploidéntico continua siendo motivo de estudio y esta asociada a un aumento de riesgo de
infecciones bacterianas, fungicas y virales (CMV) (ref 140, 205-207). En cuanto al CMV, se ha
descrito que la incidencia de infeccion permanece invariable (60-70%) pero ésta ocurre antes
(mediana 30-35 dias segun las series) y requieren mas dias de tratamiento antiviral para
control de la DNAemia (incidencia mayor de infeccién refractaria).

4.3 Manifestaciones clinicas de la Infeccion por CMV.

Con el fin de poder reportar de manera adecuada y uniforme el impacto del CMV en el TPH, se
han descrito de manera consensuada, definiciones de infeccién y enfermedad por CMV a los
largo de los afios. El primer reporte data de 1993, dentro de la Conferencia Internacional del
CMV y se han ido actualizando en 1995 y 2002 (ref 192). Las definiciones de Ljugman et al 2002
(ref 192) se han utilizado de manera universal en el contexto del TPH. Los avances en el
diagnéstico (técnicas diagnodsticas) y manejo del CMV han dado lugar a la Gltima actualizacion
en las definiciones de infeccion y enfermedad por CMV (Ljungman et al, 2017 ref 208):

Infeccion por CMV, se define como el aislamiento del virus, la deteccidon de proteinas virales
(antigenos) o la deteccion del acido nucleico del CMV en cualquier liquido corporal o muestra
de tejido.

Replicacion CMV, se puede utilizar para indicar que existe evidencia de multiplicacion del
virus. A veces se utiliza este término en lugar de Infeccién por CMV.

Primoinfeccion, primera deteccidn de infeccion por CMV en un paciente previamente
seronegativo.

Infeccion recurrente, se define como una nueva infeccion por CMV en un paciente que
previamente ha tenido una infeccion por CMV documentada y a quien no se le ha detectado el
virus durante un intervalo de al menos 4 semanas durante la vigilancia activa

Re-infeccion, deteccién de infeccidn por una cepa de CMV diferente a la que causd la infeccién
inicial.

Reactivacion de CMV, es cuando 2 cepas de CMV (la causante de la infeccidn previa y la de la
actual) son indistinguibles tanto por secuenciacion de regiones especificas del genoma como
utilizando técnicas moleculares de genes polimérficos. En la practica clinica habitual se utiliza
indistintamente los términos reactivacion e infeccidn por CMV para referirse a un episodio de
infeccidon por CMV.

Enfermedad, se define como signos y sintomas de dafio organico y detecciéon del CMV en el
tejido afecto (ref 192, 208). Para la deteccién del virus en el tejido existen peculiaridades
diagndsticas en funcidn del tejido. Los avances en la definicién del diagndstico en las ultimas
décadas vienen determinados por las mejoras en las técnicas diagndsticas. Recientemente se
ha propuesto la nueva clasificacién de enfermedad probada, probable y posible para todas las
manifestaciones de enfermedad (ECIL 2017, ref 155). Esta nueva categorizacion es
especialmente util en las manifestaciones pulmonar y gastrointestinal y supone un supone un
primer paso en el reconocimiento de la técnicas moleculares basadas en la PCR-RT como
técnicas validas en el diagnéstico de enfermedad orgdnica por CMV.
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Enfermedad Gastrointestinal, la enfermedad probada requiere sintomas gastrointestinales
superiores y/o inferiores y ademas lesiones macroscopicas de la mucosa (ulceras, erosiones,
edema o eritema) junto a la evidencia documentada de CMV en tejidos obtenidos por
histopatologia, aislamiento del virus, cultivo rapido, inmunohistoquimica (IHQ) o hibridacién
del DNA. La enfermedad probable requiere sintomas gastrointestinales superiores y/o
inferiores, ademas de pruebas documentadas de CMV en el tejido (utilizando las mismas
técnicas mencionadas anteriormente) pero sin lesiones macroscdpicas de la mucosa; y la
enfermedad posible se define como la deteccién de niveles altos de DNA viral mediante PCR-
RT en el tejido gastrointestinal, en presencia de sintomas gastrointestinales, especialmente
cuando en la muestra de sangre obtenida al mismo tiempo no contiene DNA de CMV (ref 179,
187).

Enfermedad Pulmonar, se define con la presencia de sintomas, imagen radioldgica compatible
y aislamiento del virus en el lavado broncoalveolar (LBA) por diferentes técnicas (cultivos,
citologia, PCR-RT) (ref 209).

La neumonia probada requiere presencia de signos y sintomas de neumonia, por ejemplo
nuevos infiltrados en la imagen radioldgica, hipoxia, taquipnea, y/o disnea junto con la
presencia documentada de CMV en tejido pulmonar mediante aislamiento del virus, cultivo,
histologia, IHQ o técnicas de hibridacién del DNA viral.

La neumonia probable se define como la deteccién de CMV mediante aislamiento del virus,
cultivo en LBA o cuantificacion de DNA viral (PCR-RT) en LBA junto con la presencia de signos y
sintomas de neumonia. No existe evidencia suficiente para definir un punto de corte en la
carga viral para el diagndstico. La carga viral en LBA puede variar dependiendo del
procedimiento (fibrobroncoscopia) para extraer la muestra y de la severidad de la neumonia
(impacta en los valores predictivos). Hay un Unico estudio realizado en pacientes que reciben
un TPH que muestra una correlacién entre carga viral en LBA y el diagndstico de neumonia por
CMV y describe un punto de corte valido para este diagndstico (ref 210).

Retinitis por CMV: para el diagndstico es suficiente con el diagndstico visual que realiza el
oftalmdlogo, es decir, no se requiere confirmacion histoldgica ni mediante cultivo del humor
vitreo. La retinitis citomegalica es poco frecuente (0,5%) y se caracteriza por aparecer en el
post-TPH tardio, generalmente después de los 3 meses post-TPH. La definicion de retinitis
probada requiere de signos oftalmoldgicos caracteristicos y evaluados por un oftalmdlogo
experimentado. En el caso de que la presentacidn sea atipica o no sea posible la evaluacién por
un oftalmdlogo experimentado, se recomienda que el diagndstico sea complementado o
confirmado mediante la deteccién del CMV en el humor vitreo por PCR-RT (ref 211).

Encefalitis y ventriculitis, la definicion de enfermedad probada requiere sintomas neurolégicos
y la deteccién del CMV en tejido mediante aislamiento del virus, cultivo, IHQ, técnicas de
hidridacidon del DNA viral o PCR-RT. Y enfermedad probable requiere sintomas neuroldgicos,
pruebas de imagen anormales o electroencefalograma compatible con encefalitis y deteccion
del CMV en LCR (sin evidencia de contaminacién sanguinea en LCR) (ref 212).

Otras manifestaciones de enfermedad orgdnica, el CMV puede afectar a otros érganos y la

definicidon de enfermedad orgdnica se basa en la presencia de sintomas y la deteccidon de CMV

por aislamiento del virus, cultivo, IHQ o por técnicas de hidridacion del DNA viral en la biopsia
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del dérgano/tejido afecto. Entre estas manifestaciones poco frecuentes se encuentran:
hepatitis, cistitis, miocarditis y pancreatitis.

En general para el desarrollo de enfermedad organica es necesario que exista una exposicion
mantenida y prolongada al virus, de aqui que la aparicion de enfermedad sea en el post-TPH
tardio (>100 dias). Por tanto, la replicacién viral constante y mantenida (infeccidn por CMV con
mala respuesta al antiviral) o bien la infeccidn recurrente (mds de 2 episodios de reactivacion
por CMV) son factores de riesgo para presentar afectacion organica en general. Tanto la
manifestacion pulmonar como la ocular ocurren habitualmente durante un episodio de
infeccion activa en sangre. Algun pequefio porcentaje de casos de retinitis por CMV pueden
ocurrir con carga viral en sangre negativa. En la enfermedad gastrointestinal hasta un 30% de
casos ocurre sin evidencia de replicacidn viral en sangre.

4.4 Técnicas diagndsticas.

4.4.1 Diagnéstico de Primoinfeccion por CMV.

La determinacién de anticuerpos especificos frente al CMV nos permite conocer el estado
seroldgico de los pacientes que tiene relevancia en la estratificacion del riesgo de infeccién
post-TPH. Las técnicas de ELISA y quimioluminiscencia (CLIA) automatizadas son los métodos
mas utilizados. Cuando ocurre la primoinfeccion, las IgM aparecen antes que las IgG y
perduran entre 3 y 6 meses posteriormente. Se ha demostrado que las IgMs pueden
detectarse cuando ocurre una reactivacion o recurrencia, o como resultado de una reactividad
cruzada o estimulacidn en el transcurso de otras infecciones virales, por lo que no es del todo

IM

fiable a la hora de determinar el “momento infeccioso” frente al CMV en el que se encuentra
el paciente. Para diagnosticar con precisidn la primoinfeccion frente a una infeccién pasada la
mejor opcidn es detectar la seroconversion de las IgGs. Las IgGs frente a CMV aparecen
después de las IgMs y perduran toda la vida, por lo que la presencia de IgG frente a CMV
determina que el paciente ha pasado una infeccién por CMV y que presenta inmunidad frente
a él y que éste permanece en estado de latencia dentro de las células. Por tanto, cuando este
paciente con IgG CMV positiva recibe un TPH serd susceptible de presentar una replicacion de
este virus, y por tanto, una reactivacion del mismo. La deteccion de las serologias (IgM e 1gG)
para CMV es util en el diagndstico de primoinfeccion pero, no se deben utilizar para

diagnosticar reactivacion ni enfermedad por CMV.

4.4.2 Diagndstico de Infeccion por CMV.

En el paciente inmunodeprimido existe correlacion entre la cantidad de virus en la sangre
cuando éste replica (lo que se conocia como viremia) y la probabilidad de desarrollar
enfermedad por el virus. A principios de los afios 90, diversos estudios demostraron que los
leucocitos polimorfonucleares eran los “transportadores del CMV” durante la infeccion activa
por este virus. Por ello se empezaron a desarrollar técnicas capaces de identificar estas células
(polimorfonucleares) infectadas por el virus para poder calcular la “cantidad de virus” (viremia)
que estaba provocando la infeccidon y asi poder conocer la probabilidad de desarrollar
enfermedad por CMV. La primera técnica descrita para detectar viremia fue el cultivo celular,
mediante “Shell-vial”, en el que se incubaba una cantidad conocida de polimorfonucleares con
fibroblastos (linea celular). Cuando se identificaba efecto citopatico, la muestra se cultivaba
con anticuerpos monoclonales inmunofluorescentes dirigidos contra proteinas especificas del
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virus (pp72/IE-1). La viremia se calculaba en base a la deteccion de este inmunoflluorescencia
emitida por las células infectadas. Actualmente estd en desuso por su baja sensibilidad y por
tratarse de una técnica muy laboriosa (ref 213).

Posteriormente, se demostré que la proteina pp65 del CMV era la mas abundante en los
nucleos de los polimorfonucleares de los pacientes inmunodeprimidos en los que se detectaba
viremia. Gracias a la antigenemia pp65, técnica de inmunoensayo en la que mediante de
anticuerpos monoclonales fluorescentes dirigidos contra la proteina pp65, se podian
identificar las células polimorfonucleares infectadas. Fue la técnica estandar de deteccién de
CMV en sangre durante muchos anos, debido a su sensibilidad, estandarizaciéon en Ia
interpretacidén y reproducibilidad. Demostrd su utilidad en el diagndstico de infeccidn, para
iniciar tratamiento antiviral y para definir la duraciéon del mismo, asi como para monitorizar la
respuesta al tratamiento. Ademas, mostraba una buena correlacidon entre la cantidad de
células infectadas detectadas en la sangre por este medio y la probabilidad de desarrollar
enfermedad viral. El inconveniente que presentaba era que en situaciones de neutropenia,
hecho frecuente en el paciente sometido a un TPH, la sensibilidad era muy baja, dado que
precisaba de la presencia de polimorfonucleares y no era valorable en esta situacion (ref 214-
216).

Por ultimo, el desarrollo de técnicas moleculares para la deteccién del DNA, sobre todo
aquellas basadas en la amplificacion y deteccidén del genoma a tiempo real (“Polymerase Chain
Reaction real-time”, PCR-RT), se han convertido en el estandar para la cuantificacion de la
carga viral en sangre (lo que se denomina DNAemia, deteccidn de DNA viral en sangre). Son
técnicas mas sensibles con limites de deteccion muy bajos y con un riesgo muy reducido de
contaminacion de la muestra, porque tanto la amplificacion como la cuantificacién del virus se
realiza en un circuito cerrado. Tiene utilidad para el diagndstico de infeccion/reactivacion por
CMV, para el inicio de tratamiento anticipado, la monitorizacidn de la respuesta al tratamiento
y la deteccidn del fracaso del tratamiento que, en ocasiones indica la realizacién de un estudio
de resistencias (ref 217-220). Sin embargo, a medida que han ido apareciendo y
perfeccionandose las técnicas de PCR-RT, se ha puesto en evidencia la gran variabilidad que
existe entre laboratorios, debido a la multitud de PCR-RT desarrolladas. Lo cual hace muy dificil
estandarizar los puntos de corte y pone de manifiesto que a partir de una misma muestra,
segun la PCR-RT realizada, la carga viral pueda variar hasta 3 logy, de diferencia (ref 221, 222).

III

En noviembre de 2010 se describio el “Estandar Internacional” para las técnicas de
amplificacion de DNA de CMV aprobado por la OMS, en un intento de armonizar la
cuantificacion de la DNAemia y reducir esta variabilidad intra e interlaboratorio. Este “estandar

|II

internacional” describe un calibrador para cada una de las PCR-RT que se realizan y teniendo
en cuenta los diferentes tipos de muestras (plasma o sangre) y el tratamiento que deben
recibir las muestras para una correcta interpretacidon del resultado. De esta manera, los
laboratorios y fabricantes pueden calibrar el resultado obtenido con su PCR-RT con el estandar
internacional y asi poder estandarizar la carga viral de manera universal (unidades
internacionales por mililitro) (ref 223). Con ello, se ha conseguido reducir la variabilidad
aunque no la elimina completamente. En este sentido se detalla a continuacién determinados
aspectos técnicos que afectan a la interpretacion del resultado y que contribuyen a que

persista la variabilidad en la carga viral. A modo de ejemplo:
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a) Muestra: plasma o sangre total. Habitualmente las cargas virales obtenidas en
muestras de sangre total son mds altas que las de plasma. La sangre total no ofrece
ninguna ventaja sobre el plasma (Ref 224). La recomendacion es que el mejor tipo de
muestra para la realizacion de la técnica, sea plasma. Porque la variabilidad de la carga
viral es menor, y ello es debido a que el plasma es un medio aséptico, por tanto la
deteccion de DNA indica infeccién (ref 225, 226).

b) Métodos de extraccion del DNA: es mejor un método de extraccién automatizado que
manual.

c) Seleccion de “primers” y sondas: el objetivo es detectar la secuencia de genes asi como
la longitud de la secuencia amplificada; ello influye directamente en el limite de
deteccidon y de cuantificacidn elegido por el laboratorio asi como el rango de valores de
cada técnica. Ello tiene una implicacién directa en la variabilidad de la carga viral. Si la
PCR-RT analiza fragmentos/secuencias cortas de DNA (< 100 pb) suelen tener carga
virales muy altas y no se puede descartar que fragmentos de DNA viral producto de su
destruccién estén incrementando esa carga viral. Esto no ocurre con las PCR-RT que
analizan secuencias de DNA mas largas (> 100 pb) que habitualmente se corresponden
con cargas virales mas bajas (ref 225, 226).

d) Frecuencia de determinacion: la vida media del DNA viral es de 3-8 dias en las
muestras de plasma. Por lo que una vez instaurado el tratamiento anticipado ante la
evidencia de replicacidn viral, se recomienda realizar el primer control de DNAemia a
los 7 dias de tratamiento. Si se realiza demasiado pronto tras el inicio del tratamiento
antiviral, puede seguir siendo positiva e incluso puede haber un incremento en la carga
viral por la vida media larga del DNA viral. Lo que puede dar lugar a una mala
interpretaciéon de los resultados y considerarse como fracaso terapéutico. Este
fendmeno se denomina “aumento paradéjico” (ref 221).

4.4.3 Diagndstico de Enfermedad por CMV.

En las ultimas décadas, los avances en la definicidn del diagndstico de enfermedad se han visto
facilitados por las mejoras en las técnicas diagndsticas. La PCR-RT se ha implementado como
técnica diagndstica en diferentes tejidos y muestras, lo que ha permitido que se incorporara
como herramienta valida en el diagndstico de diferentes manifestaciones de enfermedad. Asi,
para la afectacidén del SNC la confirmacién del CMV, mediante PCR-RT o cultivo celular, en el
liguido cefalorraquideo es necesaria para el diagndstico. Para la retinitis por CMV, la PCR-RT
sobre el humor acuoso se considera valida para el diagndstico pero no es necesaria (dado que
en esta entidad, el diagndstico visual oftalmoldgico es suficiente para el diagndstico). El papel
de la PCR-RT en el diagndstico de la afectacidon pulmonar y gastrointestinal, es la que ha
protagonizado mayor controversia y estudios recientes. En el diagndstico de la neumonia
citomegalica mediante el lavado broncoalveolar, el valor de la PCR-RT esta mejor definido (ref
210, 227). Sin embargo, el papel de la PCR-RT en tejido gastrointestinal estd mas
controvertido, y es motivo de estudio hasta que exista evidencia suficiente que avale su validez
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y fiabilidad (ref 228-233). A continuacidn revisaremos los métodos diagndsticos para la
enfermedad gastrointestinal por CMV.

En la actualidad, la enfermedad gastrointestinal es la manifestacién mas frecuente de
enfermedad por CMV en el paciente que recibe un TPH. El diagndstico se basa en la deteccidn
del virus en el tejido afecto, con la realizacidon de una biopsia para histopatologia y analisis para
cultivo, aislamiento del virus o inmunohistoquimica (IHQ) (ref 234, 235).

Respecto a la histopatologia, la deteccién del CMV mediante la tincién de hematoxilina y
eosina (HE) del tejido gastrointestinal identifica la presencia de inclusiones virales clasicas del
CMV. Sin embargo, a menudo no son aparentes; por lo tanto, la mayoria de los centros utilizan
gold standard” para la deteccién del CMV
en tejido. La IHQ consiste en realizar una tincidon de la muestra tisular con anticuerpos

Ill

la IHQ para detectar el CMV. La IHQ se considera e

especificos contra el virus, de tal manera que si el virus esta presente en el tejido, al observar
al microscopio, las células infectadas se ven resaltadas de un color especifico. La fiabilidad de
la IHQ depende del observador y de que la técnica se realice correctamente, dado que puede
haber patrones de tincidn atipicos que den lugar a una interpretacion errénea.

La deteccion del CMV mediante métodos moleculares como la PCR-RT es rapida, altamente
sensible y objetiva. Sin embargo, el papel de la PCR-RT no estad bien definido en las muestras
tisulares. Al igual que ocurre con la PCR-RT para detectar DNAemia, existen multitud de
técnicas de PCR-RT para detectar virus en tejido. Sin embargo no todas ellas estan validadas.
La extraccién de DNA de la muestra puede ser manual o automatica, el medio de conservacién
de la muestra determina si es necesario realizar un pre-tratamiento de la muestra previo a su
procesamiento. El tipo de muestra (LBA, humor vitreo, gastrointestinal, LCR) influye en la
interpretacion del resultado; incluso las unidades de medida son diferentes para los diferentes
tejidos (en humor vitreo, LCR y LBA es copias/ml, mientras que en muestra gastrointestinal es
copias/ug). La principal desventaja que se le atribuia a la PCR-RT en tejido era su bajo valor
predictivo positivo que se derivaba de la posibilidad de contaminacién de la muestra, hecho
que afectaba fundamentalmente a las muestras de BAL y tejido gastrointestinal. En ambas
localizaciones (pulmonar y gastrointestinal) existe la posibilidad de que, en el momento de
obtener la muestra, se contamine con muestra sanguinea, tanto por la fragilidad del tracto
respiratorio y digestivo, como por la presencia de Ulceras con hemorragia activa en el caso de
la colitis citomegalica. Son técnicas muy sensibles, rapidas y especificas. Por Ultimo y debido a
la falta de estudios especificos, no existe un umbral definido para la carga viral sobre la que se
pueda basar el diagndstico de la enfermedad por CMV, y éste es uno de los motivos por los
que la PCR-RT en tejido intestinal todavia es un método controvertido.

4.4.4 Monitorizacion inmunoldgica del CMV post-TPH.

Dada la importancia de una adecuada reconstitucién inmune CMV especifica para el control de
la infeccidn por CMV, es de gran valor la posibilidad de realizar un analisis de la inmunidad
CMV-especifica en el post-TPH. Ello es util para disefiar estrategias individualizadas de
profilaxis, tratamiento y definir su duracién. Tal y como se ha explicado anteriormente (ver
apartado 3.2.5.3), los linfocitos T CD8 expresan marcadores de superficie diferentes segin el
momento evolutivo de la infeccion por CMV, lo que nos permite identificar a los linfocitos
efectores de los linfocitos memoria y de los linfocitos “naive”. Los linfocitos T CD8 citotdxicos o
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efectores, liberan IFNy cuando producen la citélisis de la célula infectada por el virus. Por

tanto, al identificar los linfocitos T CD8+/IFNy+ circulantes en el torrente sanguineo podemos

cuantificar la funcionalidad de esta respuesta inmune frente al CMV (ref 236-241). Existen

diferentes técnicas para medir la cantidad de linfocitos T CD8 citotdxicos que liberan IFNy en

presencia de CMV (inmunidad CMV especifica), se detallan a continuacion:

a) Tetrameros de CMV 6 Cuantificacion de los linfocitos T CD8+/CD4+ CMV especificos

mediante la utilizacion de tetrdmeros HLA-A2 NLV de CMV. A partir de sangre total, se
incuban las células mononucleadas con el complejo tetramérico HLA A*0201 CMV
pp65, formado por 4 péptidos, y los anticuerpos monoclonales anti-CD8, anti-CD4,
anti-TCRap y anti-CD45. Posteriormente, se identifican los linfocitos CD8+ y CD4+ (que
seran a su vez CD45+, TCRap +) y se mide la proporcidn de los mismos que se unen al
complejo tetramérico del CMV a través de su visualizacidn ligada a fluorocromos, por
citometria de flujo. El resultado se emite en células/ul (ref 240, 242, 243). La principal
limitacién de esta técnica es que su eficacia depende del HLA del paciente y, aunque
hay disponibles muchos kits comerciales para los HLA mas frecuentes, no existen para
todos los HLA, por lo que no tiene una aplicabilidad universal.

Cuantificacion de linfocitos T CD8+CD4+ que producen interferén (IFNy) en presencia de
CMV. A partir de sangre total, se estimula la muestra (1.000.000 células
mononucleadas o bien 0,5 ml de sangre total) con los péptidos pp65 e IE-1 del CMV. Se
afiaden los correceptores CD28 y CD49d. Se incuba a 372C durante 6h.
Posteriormente, se afiaden los anticuerpos monoclonales anti-IFNy, anti-CD69, anti-
CDS8, anti-CD3 y anti-CD4. Finalmente se mide la cantidad de linfocitos CD8+/IFNy+ y
de linfocitos CD4+/IFNy+ a partir de su visualizacién ligada a fluorocromos por
citometria de flujo. El resultado final se emite como nimero absoluto (células/pl), al
que se llega a través de la proporcion de linfocitos CD8+/CD4+ IFNy+ y la cantidad de
linfocitos totales. Con ello podemos medir la cantidad de linfocitos CD8+ y CD4+ que
producen IFNy tras ser estimulados por el CMV. Y, por tanto, seria reflejo de la
respuesta inmune especifica frente a CMV. Se considera resultado positivo cuando hay
> 1 célula/pl (ref 149, 152).

QuantiFERON®. Mide la respuesta inmune T-celular en base a la cantidad de IFNy
secretado por los linfocitos T CD8 tras estimulacién en condiciones in vitro. A partir de
3ml de sangre total, se incuba la muestra durante 16-24h a 372C en 3 tubos (1ml por
tubo), proporcionados en el Kit de QuantiFERON® que presentan: estimulo antigénico
especifico con mas de 25 péptidos de CMV (tubo 1); estimulo no especifico (HLA-I,
tubo 2) y sin estimular (tubo 3). Tras la incubacion, la deteccidn es por ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay). Para cuantificar el IFNy se hace una curva estandar con
diluciones seriadas de interferdn y se analizara con el software proporcionado en el Kit
por el fabricante. Los resultados que se obtienen del andlisis pueden ser: positivo,
responde al estimulo especifico del CMV con producciéon adecuada de IFNy (hay
inmunidad CMV-especifica); negativo, responde al estimulo general pero, no produce
suficiente cantidad de IFNy con el estimulo especifico de CMV (no tiene inmunidad
CMV especifica); indeterminado, no responde ni al estimulo general ni al especifico
frente a CMV (podria corresponder a un fallo técnico o bien, que el paciente no
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presente inmunidad de ningun tipo) (ref 244, 245). La principal limitacidon de esta
técnica es que, en presencia de linfopenia, hecho frecuente en el post-TPH, pierde
sensibilidad y especificidad, es decir, hay mas resultados indeterminados.

d) ELISPOT: técnica similar al QuantiFERON que mide la respuesta inmune T celular. Para
ello analiza un cantidad concreta de polimorfonuclares (a partir de sangre total en
EDTA se realiza separacion celular por Ficoll) que son estimuladas con péptidos de
CMV. Esta técnica mide la cantidad de IFNy que es producida por los linfocitos T CD8+
y CD4+ estimulados. Por lo que es un reflejo de la inmunidad CMV-especifica de
linfocitos TCD8+ y TCD4+, aunque no es capaz de diferenciar entre ambas poblaciones
quién es la responsable de la respuesta inmune (ref 213, 246, 247).

La técnica que realiza una lectura mas real y fiable es la citometria de flujo que mide los
linfocitos T CD8+/CD4+/IFNy+ (descrita como técnica b), dado que es capaz de identificar la
poblacién que estd actuando contra el CMV y ademas es capaz de definir si alguna de las
subpoblaciones es deficitaria. Sin embargo, es una técnica laboriosa y costosa que requiere
personal experimentado para interpretar correctamente el resultado y para el procesamiento
de la muestra (manual). Las técnicas de QuantiFERON y ELISPOT también son fiables en el
resultado y tienen la ventaja de que son automatizadas y reproducibles. Es por ello que en las
ultimas recomendaciones de la ECIL-7 (ref 155) mencionan la utilidad de ambas técnicas para
evaluar la inmunidad CMV-especifica y poder realizar monitorizacién inmunoldégica que guie el
tratamiento. Siendo conscientes de que son técnicas que no estan disponibles en todos los
centros, la ECIL-7 reconoce la utilidad de la monitorizacion inmunoldgica para guiar el
tratamiento antiviral pero, no realiza una recomendacion general y universal (ref 155).

4.5 Estrategias de tratamiento.

La infeccién por CMV presenta una morbilidad elevada en el paciente receptor de un TPH, por
lo que existen diferentes estrategias encaminadas tanto a disminuir la incidencia de la
infeccidon por CMV (profilaxis), como a realizar un tratamiento precoz en el momento en el que
se detecta la DNAemia (tratamiento anticipado) para disminuir la incidencia de enfermedad
organica, y a realizar tratamiento antiviral prolongado cuando se produce la afeccién de algun
drgano (tratamiento de enfermedad por CMV).

La primera “estrategia” frente al CMV no es farmacoldgica, y se realiza en el momento de
escoger el donante, si es que existe esta posibilidad. En los receptores seronegativos para el
CMV se recomienda escoger un donante que también sea seronegativo. Para los receptores
seropositivos se recomienda, en la medida de lo posible, escoger un donante que sea
seropositivo (ref 154, 248, 249).

El siguiente paso es limitar la posibilidad de transmisién, para lo cual tiene especial
importancia la leucodeplecion o irradiacion de hemoderivados destinados al soporte
transfusional de los pacientes (ref 154, 248, 249).
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4.5.1 Profilaxis.

Esta estrategia esta disefiada para disminuir la incidencia de infeccidén/reactivacién por CMV
en el post-TPH y se recomienda realizar profilaxis antiviral durante los primeros 100 dias post-
TPH (momento en el que se produce la reconstitucion de los linfocitos). El farmaco mas
utilizado hasta el momento ha sido el aciclovir a altas dosis (800 mg/8h vo o bien 500
mg/m2/8h ev). La toxicidad renal asociada al fiarmaco ha hecho dificil mantener dicho
tratamiento de manera prolongada e ininterrumpida, siendo frecuente la suspension temporal
de la profilaxis para reiniciar una vez resuelto el deterioro renal. No todos los centros realizan
profilaxis anti-CMV. Otro farmaco utilizado en profilaxis es el ganciclovir o valganciclovir, su
uso en profilaxis disminuye en gran medida la alternativa terapéutica en caso de presentar
infeccidn/reactivacion CMV, asi como la induccién a resistencias y su especial toxicidad no es
menospreciable. Por todo ello no se recomienda. A pesar de que la recomendacion de hacer
profilaxis de infeccidn es una opcidn, en la practica asistencial la toxicidad y la mala tolerancia
de los farmacos disponibles dificultan en gran medida el cumplimiento de esta medida y por
ello la eficacia de esta estrategia es baja, lo que hace que existan muchos centros de TPH que
no realizan profilaxis anti-CMV (ref 250, 251).

Letermovir es un nuevo farmaco antiviral que ha demostrado su eficacia en profilaxis (Marty el
al, ref 252). Consigue disminuir la tasa de infeccién/reactivacién por CMV en los primeros 100
dias (el grupo placebo presenta una tasa de infeccidon por CMV del 70% frente al 37,5% en el
grupo letermovir) sin toxicidad asociada; no se ha descrito mielotoxicidad ni nefrotoxicidad, lo
que facilitara en gran medida que la profilaxis se pueda mantener durante 3 meses. Existen
algunos aspectos que requiere de un estudio mds profundo y que podria influenciar en su
eficacia como, por ejemplo, la deteccion de resistencias antivirales al farmaco. Actualmente, su
uso no esta aprobado todavia en Espafia (apartado 4.5.4 Fadrmacos antivirales para mas detalle
a cerca del farmaco).

4.5.2 Tratamiento anticipado.

Es la estrategia anti-CMV utilizada de manera mas universal y estandarizada en todos los
centros de trasplante del mundo, debido a la baja eficacia de la profilaxis anti-CMV y a lo no
disponibilidad de los nuevos farmacos (ref 253). EL objetivo del tratamiento anticipado es
disminuir la incidencia de enfermedad organica (dafio orgdanico). Consiste en iniciar
tratamiento antiviral frente a CMV cuando se produce infeccién/reactivacién por el mismo.
Para ello, se realiza monitorizacién viral, mediante realizacién de PCR-RT en sangre o plasma
con frecuencia semanal durante los primeros 3 meses post-trasplante y cada 15 dias hasta los
6 meses post-trasplante a todos los pacientes que reciben un TPH. Cuando se detecta
infeccién por CMV (PCR-RT > 1.000 Ul/ml o bien carga viral en ascenso > 500 Ul/ml en 2 ¢
mas determinaciones), se inicia tratamiento anticipado para disminuir el riesgo de enfermedad
por CMV. La duracién minima del tratamiento de la infeccion por CMV es de dos semanas
siempre que se consiga la negativizacidn de la carga viral. En caso de persistir PCR-RT positiva,
el tratamiento se prolonga hasta que sea negativa.

Algunos autores han descrito el beneficio de iniciar tratamiento antiviral anticipado cuando se
detecta duplicacién de la carga viral en menos de 2 dias, cuando ésta se encuentra por debajo
del limite habitual de inicio de tratamiento (< 1.000 Ul/ml) (Solano et al, ref 254, 255). Iniciar
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tratamiento anticipado en esta situacion, permite un control de la carga viral rapido y con una
duracidn de tratamiento antiviral inferior a 14 dias, lo que repercute en menor toxicidad.

Los farmacos disponibles mas utilizados para realizar esta estrategia son el ganciclovir a dosis
de 5 mg/kg/12h (o su equivalente oral, valganciclovir 900 mg/12h) y el foscarnet a dosis de 60
mg/kg/12h.

4.5.3 Tratamiento antiviral de la enfermedad por CMV

Se inicia tratamiento antiviral cuando se diagnostica enfermedad por CMV (afectacion
organica). La duracion minima recomendada del tratamiento antiviral son 4 semanas, siempre
gue exista evidencia de resolucion de la misma bien sea a nivel clinico como confirmado por
exploraciones complementarias. Los farmacos utilizados para el tratamiento son los mismos
disponibles para el tratamiento anticipado. La eleccidn de un farmaco u otro dependerd del
contexto del paciente: valores hemoperiféricos, funcién renal, comorbilidad, facilidad en la
administracién de fdrmacos, via oral. Al tratarse de una afeccion organica, se recomienda
iniciar el tratamiento antiviral por via endovenosa para asegurar biodispobilidad del farmaco
en plasma. La duracién recomendada del tratamiento es realizar, a ser posible, 4 semanas de
tratamiento, y si no, al menos un minimo de 3 semanas. En el caso de la neumonia por CMV se
recomienda administrar inmunoglobulinas endovenosas asociadas al tratamiento antiviral (ref
154, 248-250).

4.5.3.1 Mantenimiento

Consiste en realizar tratamiento antiviral a dosis mds bajas una vez finalizado el tratamiento de
la enfermedad por CMV. Se recomienda realizar tratamiento de mantenimiento después de un
primer episodio de enfermedad por CMV. Sin embargo, no existe consenso sobre el farmaco
de eleccidon, aunque en general se prefiere continuar con el mismo farmaco utilizado para el
tratamiento de la enfermedad. Tampoco existen recomendaciones concretas ni consenso
sobre la dosis del farmaco ni la duracién del tratamiento de mantenimiento. Otra situacidn
clinica donde se podria plantear realizar mantenimiento es cuando el paciente ha presentado
al menos 2 reactivaciones de CMV y esta bajo tratamiento prolongado con corticoides.

4.5.4 Férmacos antivirales.

El farmaco mas utilizado en primera linea para el tratamiento de la infeccion por CMV es el
ganciclovir (GCV) o, su equivalente oral, el Valganciclovir (VGC). Foscarnet y cidofovir se
consideran farmacos de segunda linea indicados en el tratamiento del CMV cuando el
ganciclovir no se puede administrar por citopenias o por fracaso de tratamiento de la infeccidn
por CMV (ref 250).

Ganciclovir es un andlogo sintético de la 2’-desoxiguanosina que inhibe la replicacion de los
virus herpes in vitro e in vivo. Por tanto tiene actividad antiviral frente al CMV, los virus herpes
simple 1y 2 (VHS-1 y VHS-2), el herpes virus 6, 7 y 8 (HHV-6, HHV-7, HHVS), el virus de Epstein-
Barr (VEB), el virus de la varicela zoster (VVZ) y el virus de la hepatitis B (VHB). De formulacion
endovenosa.

En las células infectadas por CMV, la proteinquinasa virica UL97 fosforila primero el ganciclovir
a monofosfato de ganciclovir. Posteriormente es fosforilado por varias quinasas celulares que
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producen trifosfato de ganciclovir; el cual se metaboliza lentamente dentro de la célula
infectada por el CMV. La triple fosforilacién de ganciclovir ocurre preferentemente dentro de
las células infectadas por el virus. La actividad virostatica del ganciclovir se debe a la inhibicion
de la sintesis del DNA viral al inhibir la DNA polimerasa (ref 256-258).

El principal efecto secundario conocido, y a veces efecto limitante de tratamiento, es la
mielotoxicidad. Se recomienda ajustar la dosis de farmaco en funcién del filtrado glomerular, a
partir de < 50 ml/min para reducir toxicidad. También se recomienda realizar dosis ajustada al
peso del paciente. En la formulacién endovenosa (ev), es decir el GCV, la dosis recomendada es
5 mg/kg de peso cada 12 horas. En la mayoria de ocasiones obliga al ingreso hospitalario para
su administracion. Sin embargo, el valganciclovir, profarmaco del GCV, es de formulacién oral
(vo), mas utilizada al poder administrarse ambulatoriamente, la dosis estandar es 900 mg cada
12 horas. Cada comprimido contiene 450 mg de VGC. No se recomienda su utilizacidn en caso
de peso < 55 kg, o filrado glomerular < 50 ml/min, debido a la dificultad para realizar el ajuste
de dosis (ref 259).

Foscarnet es un agente antiviral de amplio espectro, que tiene actividad contra los virus del
grupo herpes incluyendo VHS tipos 1y 2, VHH-6, VVZ, VEB y el CMV, asi como algunos
retrovirus, incluido el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de la hepatitis B
(inhibe la DNA polimerasa) (ref 258). De formulacién endovenosa.

Foscarnet ejerce su actividad antiviral mediante la inhibicién directa de la DNA polimerasa del
CMV sin que afecte a las DNA polimerasas celulares. No precisa activacion (fosforilacion) por la
timidina quinasa, u otras quinasas, por lo que cepas de CMV resistentes a ganciclovir pueden
ser sensibles a foscarnet. El principal efecto secundario del foscarnet es la toxicidad renal que
se puede manifestar como insuficiencia renal (empeoramiento de la creatinina) o
diselectrolitemia (alteraciones hidroelectroliticas). También es relativamente frecuente la
presencia de Ulceras uretrales. Estos efectos secundarios obligan a suspender el tratamiento.
La toxicidad gastrointestinal es menos frecuente y en la mayoria de los casos no requiere la
suspension del farmaco.

Cidofovir es un andlogo citidinico que presenta actividad in vitro e in vivo frente al CMV. Es
activo frente a VHS, adenovirus y poliomavirus BK. De formulacién endovenosa.

Cidofovir suprime la replicacion del CMV mediante inhibicidn selectiva de la sintesis del DNA
viral por inhibicion selectiva de la DNA polimerasa del CMV. EL cidofovir es un fosfonato que,
en el interior de la célula se fosforila y pasa a ser difosfonato (metabolito activo de cidofovir).
El efecto antiviral prolongado que caracteriza al cidofovir es debido a la semivida de sus
metabolitos (17-87 horas).

El principal efecto secundario del cidofovir es la toxicidad renal.

Los descritos anteriormente son los antivirales disponibles, con el perfil de toxicidades
descrito. Se han desarrollado 3 nuevos antivirales cuyo mecanismo de accion se detalla a
continuacién, aunque no estan disponibles en la practica asistencial (Figura 16):

Maribavir, es un inhibidor directo de la proteina quinasa que codifica el gen UL97. De
formulacion oral. La funcién de esta quinasa (enzima) es facilitar la salida de los viriones del
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nucleo al citoplasma. Al inhibir la salida del virién al citoplasma no se completa la formacién
del mismo (no hay adquisicion de membrana y tegumento), por lo que se interrumpe la
replicacidn viral. Tiene accién contra el CMV pero no contra otros virus de la familia herpes. No
fue capaz de demostrar su eficacia en profilaxis debido a un mal disefio del estudio pero si
como tratamiento anticipado y para infeccién por CMV resistente o refractaria. No produce
mielotoxicidad ni nefrotoxicidad, siendo el principal efecto secundario la disguesia y molestias
gastrointestinales (ref 260, 261).

Un aspecto importante a tener en cuenta es que la administracién conjunta con ganciclovir
estd contraindicada. La quinasa codificada por el gen UL97 es la enzima que fosforila el
ganciclovir a su monofosfato permitiendo que después complete la triple fosforilacion (a
través de otras enzimas) para ser activo. Dado que maribavir es inhibidor de UL97, inhibiria
también la fosforilacién del GCV, necesaria para su actividad antiviral.

Brincidofovir, o también conocido CMX-001. A la estructura del cidofovir se afiade una cadena
lipidica que permite el paso a través de la membrana celular liberando el cidofovir en el
interior de la célula, en lugar de en el plasma. Por ello el perfil de toxicidad es diferente: no
produce mielotoxicidad ni nefrotoxicidad. Siendo el principal efecto secundario los trastornos
gastrointestinales (diarrea). Actla igualmente inhibiendo la replicacion del DNA viral por
inhibicién la DNA polimerasa (ref 262). De formulacion oral.

Letermovir, inhibe el complejo terminasa (subunidad UL56, UL51, UL89). Durante el ciclo
replicativo del DNA viral, se van sintetizando hebras de DNA, que contienen concavidades con
un extremo de inicio y extremo final (longitud algo mayor a una unidad de genoma). Uno de
estos extremos se une a una proteina que lo empuja dentro de la cdpside. Cuando la cépside
esta llena, las enzimas del complejo terminasa reconocen las secuencias de empaquetamiento
en el DNA, escinden el DNA en ese punto vy sella el orificio con la capside (ref 252, 258, 263-
268). De formulacién oral.

—

~ .
/ aev LETERMOVIR MARIBAVIR "\
Terminasa UL97
DNA Polimerasa : \

p |

BRINCIDOFOVIR
R 1 1 ]

7,
' CITOPLASMA
\ NUCLEO )
N P

Figura 16. Mecanismo de accion de los farmacos antivirales (Adaptado de Griffiths and Lumley, ref

258). Durante la replicacion del virus (representado como un circulo), la DNA polimerasa sintetiza las hebras de
DNA con las concavidades de una longitud determinada (representadas en colores diferentes). Los antivirales
actlan en diferentes momentos de la produccion del virién: inhibiendo la DNA polimerasa (a), inhibiendo el
complejo terminasa (b) o impidiendo el paso del virion del nucleo al citoplasma (inhibiendo la UL97 quinasa) (c),
por lo que no se completa la formacidn de un nuevo virus.
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4.6 Resistencias al tratamiento antiviral.

A pesar de los avances en las estrategias del tratamiento frente a CMV y que existen nuevos
farmacos disponibles y en desarrollo, la infeccion por CMV no siempre responde
adecuadamente al tratamiento. Ello puede deberse a que el paciente estd severamente
inmunodeprimido (reconstitucién inmune deficitaria), por ausencia de niveles adecuados en
plasma o bien, debido a la presencia de mutaciones genotipicas que confieran resistencia a los
farmacos (ref 148, 156, 167). La sospecha de resistencia farmacoldgica se basa precisamente
en la falta de respuesta o en una respuesta inadecuada al tratamiento antiviral. La incidencia
de resistencias a los fdrmacos antivirales es variable, no estd bien descrita y la evidencia es
escasa. Algunos estudios han descrito una incidencia de infeccién persistente por CMV (PCR-RT
positiva en sangre a pesar de >3 semanas de tratamiento antiviral) del 29% en TPH con
deplecion linfoide T (Almyroudis et al, ref 269, 270). Otros estudios describen una incidencia
de resistencia primaria a ganciclovir (genotipica) que varia del 5% en el TPH convencional (Eid
et al, 271) al 15% en los TPH haploidénticos (Shmueli E et al, ref 272) (ref 273-276).

La presencia de resistencias al tratamiento antiviral conlleva al fracaso del tratamiento
antiviral y pone en riesgo al paciente de progresar de infeccion a enfermedad por CMV lo que
impacta en el prondstico del paciente (ref 167). Recientemente se ha descrito que los
pacientes que reciben un TPH y presentan infeccion por CMV refractaria en los primeros 100
dias post-TPH tienen una incidencia mayor de enfermedad por CMV (12%) y de mortalidad no
relacionada con la recaida (17%) que aquellos que no presentan infeccion por CMV refractaria
(ref 277).

Dada la problematica que genera la presencia de resistencias en la practica asistencial asi
como las implicaciones terapéuticas y prondsticas, recientemente se ha elaborado un
documento de consenso donde se describen los factores de riesgo para resistencia y se
proponen las definiciones de infeccion por CMV resistente y refractaria (Chemaly et al, ref
278).

4.6.1 Factores de Riesgo para infeccion por CMV resistente.

La identificacidon de los factores de riesgo que predisponen a desarrollar una infeccion por CMV
resistente al tratamiento antiviral permite realizar de manera mas rapida el diagndstico y el
manejo de la misma. Los factores de riesgo que se han descrito asociados a resistencia son:

a) Dependientes del paciente: exposicién prolongada a antivirales (> 3 meses), haber
recibido tratamiento anti-CMV previamente, infeccidn recurrente por CMV, absorcidon
o biodisponibilidad inadecuada del farmaco, inadecuada conversién del farmaco
antiviral a su metabolito activo, variabilidad en la eliminacién del farmaco, nivel
subterapéutico del farmaco, mal cumplimiento del tratamiento, deplecién linfoide T,
TPH haploidéntico o de corddén umbilical, reconstitucion inmune retardada, serologia
de alto riesgo (D-/R+), presencia de EICR activa, edad (jévenes) e inmunodeficiencia
congénita (ref 279).

b) Dependientes del virus: carga viral en ascenso a pesar de > 2 semanas de tratamiento
antiviral adecuado, carga viral mantenida a pesar de tratamiento adecuado, aumento
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de la carga viral después de un descenso inicial bajo tratamiento antiviral adecuado,
cargo viral baja intermitente, carga viral muy elevada.

4.6. 2 Infeccion por CMV Refractaria.

Se categoriza en 4 definiciones que tiene en cuenta aspectos clinicos y de laboratorio que
indican una respuesta subdptima al tratamiento antiviral, evalla signos y sintomas asi como la
carga viral:

1.- Infeccion Refractaria, carga viral que aumenta (> 1 log,o) entre el valor mas alto de carga
viral de la primera semana y el de la segunda semana, después de 2 semanas de tratamiento
antiviral adecuado.

2.- Infeccion Refractaria Probable, se define como carga viral persistente (misma carga viral o
aumento de carga viral < 1 log;,) después de 2 semanas de tratamiento correcto.

3.- Enfermedad orgdnica refractaria, empeoramiento de los signos y sintomas o progresion a
enfermedad orgdnica después de, al menos, 2 semanas de tratamiento antiviral adecuado.

4.- Enfermedad refractaria Probable, ausencia de mejoria de signos y sintomas tras 2 semanas
de tratamiento adecuado.

4.6.3 CMV Resistente a los farmacos antivirales.

La resistencia a farmacos antivirales se define como alteracidon genética del CMV que
disminuye la susceptibilidad a 1 o mas antivirales. Esta disminucion en la susceptibilidad al
farmaco a su vez, es definida por medicién de la concentracidon de antiviral necesaria para
reducir el crecimiento del virus en un 50% en el cultivo celular. Sin embargo, la realizacidn de
este andlisis de susceptibilidad farmacoldgica no es viable técnicamente en la practica dado
que requiere estandarizacién, tiempo y disponibilidad. Por lo que el test de resistencia se
realiza por andlisis de secuencias de genes (genotipico). Por lo general, se realiza en la misma
muestra de plasma donde se ha detectado la DNAemia, preferiblemente con carga viral alta (>
1.000 Ul/ml) para poder amplificar secuencias mas largas y mejorar el rendimiento de la
técnica. Las mutaciones mas frecuentemente involucradas en resistencias antivirales se
detallan a continuacion (Tabla 1, Figura 17):
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Tabla 1. Mutaciones genotipicas mas frecuentemente asociadas a resistencia antiviral.

Gen CMV Lugar de accion Resistencia antiviral
UL97* Protein-Quinasa Ganciclovir, valganciclovir, maribavir
UL54** DNA-Polimerasa Ganciclovir, valganciclovir, cidofovir,

foscarnet, brincidofovir
UL27¥ Regulacion ciclo celular Maribavir (bajo nivel)
Escisiony
empaguetamiento del DNA
UL51/UL56/UL89" Letermovir

*ref 280, **ref 281, ¥'ref 271, 266

La presencia de CMV resistente a tratamiento antiviral es un problema que ird en aumento.

Teniendo en cuenta los factores de riesgo (exposicion previa a antivirales, DNAemia

persistente, reconstitucién inmune deficitaria), es recomendable anticiparse al problema. Por

ejemplo, utilizando farmacos nuevos tanto en profilaxis (letermovir) sobre todo en pacientes

de alto riesgo, como en el tratamiento una vez se confirma la sospecha de resistencia,

mediante la combinaciéon de farmacos antivirales o con farmacos nuevos (maribavir, ha

demostrado su eficacia en infeccién refractaria, ref 282). Otras estrategias que pudieran ser de

utilidad son modular la inmunosupresidon o reducirla en la medida de lo posible o bien

mediante la inmunoterapia anti-CMV.

Alteracion en el punto de union sustrato

o en el punto de transferencia fosfato

UL97 Kinasa

Kinasas
celulares
— e

Kinasas
celulares

Analogo monofosfato

Resistencia GCV

Kinasas
celulares

-

Analogo pirofosfato

CMV DNA Polimerasa

Alteracion en el punto de unién P-P l

Inhibicion de la Replicacion del CMV

Alteracion en el punto catalitico o

aumento de la actividad exonucleasa

Resistencia GCV

Resistencia CDV

los diferentes farmacos antivirales (ref 274).

Figura 17. Lugar de accion y genes involucrados en la resistencia genotipica del CMV
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4.7 Inmunoterapia celular

La respuesta inmune celular frente a CMV mediada por linfocitos T CD8 citotdxicos es la
principal implicada en la eliminacidn del virus. En el post-TPH se produce la reactivacién del
CMV latente en un momento en el que la reconstitucion de linfocitos adn no ha tenido lugar.
Multitud de estudios han demostrado la factibilidad de realizar infusiéon de linfocitos T CD8
efectores con eficacia en el control de la infeccidn, asociado siempre a tratamiento antiviral
(ref 283-289). Aunque es una estrategia atractiva por haber demostrado su eficacia sin
toxicidad asociada, existen varias limitaciones: la produccion es costosa y requiere tiempo;
esta estrategia pierde su eficacia en pacientes que reciben corticoterapia (para quienes supone
una contraindicacién). Existen 2 modalidades de inmunoterapia anti-CMV:

1.- Realizar linfoaféresis a un donante seropositivo que puede ser emparentado o no
emparentado (“Third Party”) con el paciente, pero que presentan cierta compatibilidad HLA, al
menos en uno o dos alelos (HLA A, B). Si no existe esta minima identidad HLA, no se produce el
reconocimiento del antigeno viral por el linfocito T CD8 (a través del TCR). Estos linfocitos se
someten in vitro a una estimulacién antigénica repetida (habitualmente con antigenos pp65 e
IE-1) con la intencion de crear una poblacién de linfocitos T CD8+ especificos frente al CMV y
con capacidad efectora. Una vez conseguida la poblacidon, proceso que dura aproximadamente
3-4 semanas, se procede a la infusién de estas células por via endovenosa al paciente.

2.- A partir de un donante seropositivo, se realiza linfoaféresis y posteriormente una seleccion
positiva de la poblacidn de linfocitos T CD8+/IFNy+, presentes en ese momento en el donante.

Posteriormente, sin manipulacién previa ni estimulacién in vitro, se procede a su
administracién endovenosa en el paciente para que una vez esta poblacidn entre en contacto
con el virus en el interior del organismo del paciente (in vivo), se produzca la expansién clonal
con la estimulacién in vivo de la poblacién infundida.

Principal limitacidn es el elevado coste y laboriosidad del procedimiento. Estd contraindicado
en pacientes que realizan tratamiento con corticoides. La indicacion de esta terapia celular
queda circunscrita a situaciones especiales: imposibilidad para tratamientos antivirales por
toxicidad, mutaciones que confieren resistencia a antivirales o fracaso terapéutico de los
farmacos antivirales (ref 283-289).

En las ultimas décadas se ha experimentado diferentes técnicas de terapia celular adoptiva
para mejorar la eficacia de la misma y la accesibilidad. En la actualidad continda siendo un
campo en estudio (experimental) y no disponible en la mayoria de los centros de TPH.

En el momento actual, existe la intencidn de crear “bancos” de linfocitos que contengan la
mayoria de alelos HLA para acortar los tiempos de produccién y para que, a poder ser, todos
los pacientes que precisen de este tratamiento puedan recibirlo (ref 290).
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HIPOTESIS TRABAJO 1:

La administracién de corticoides a altas dosis influye en la incidencia de infeccién por
CMV. El impacto del efecto inmunosupresor debida a la administracidén de corticoides a dosis
altas sobre la infeccidon por CMV en un paciente sometido a TPH, es diferente segun el estado
de inmunizacién CMV pre-TPH. Su conocimiento puede ayudar a controlar mejor la infeccion y
a disminuir la morbilidad asociada a la misma. La administracion de corticoides a altas dosis
altera la reconstitucién inmune CMV-especifica.

HIPOTESIS TRABAJO 2

En presencia de sintomas gastrointestinales la deteccion de citomegalovirus (CMV) en
tejido gastrointestinal, mediante PCR cuantitativa, deberia ser igual de util que la IHQ,
considerada la técnica “gold estdndar” en el diagnéstico de enfermedad gastrointestinal por
CMV. Dado que la PCR-RT es mas rdpida y objetiva, permitiria establecer un diagndstico fiable
y precoz, lo que beneficiaria al paciente.

HIPOTESIS TRABAJO 3

La ciclofosfamida post-TPH influye de manera diferente sobre la cronologia y el modo
de presentacidn de la infeccion por CMV, sobre la respuesta al tratamiento anticipado y sobre
la incidencia de enfermedad por CMV, provocando un cambio en la epidemiologia de este
virus en el TPH.
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OBIJETIVOS TRABAJO 1:

1.- Analizar el efecto de la administracion de corticoides a altas dosis sobre la incidencia de
infeccidn, enfermedad e infeccidn recurrente por CMV en el TPH.

2.- Analizar el efecto de los corticoides a altas dosis sobre la epidemiologia del CMV segun los
diferentes estados serolégicos de CMV del donante y el receptor para riesgo de infeccién por
CMV definidos por la serologia CMV pre-TPH de donante y receptor.

3.- Analizar el efecto de la administracién de corticoides a altas dosis sobre la reconstitucion
inmune global y la respuesta inmune CMV-especifica

OBJETIVOS TRABAJO 2:

1.- Definir la utilidad de la PCR-RT de CMV en tejido intestinal para el diagndstico de
enfermedad por CMV.

2.- Comparar la técnica de PCR-RT con las técnicas utilizadas hasta ahora para el diagnéstico de
enfermedad intestinal por CMV (inmunohistoquimica y cuerpos de inclusion), en términos de
sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo y negativo.

3.- Definir un punto de corte, medido en nimero de copias de DNA viral, que indique el
diagndstico de enfermedad gastrointestinal por CMV de manera fiable de acuerdo a las nuevas
definiciones de enfermedad gastrointestinal por CMV.

OBJETIVOS TRABAJO 3

1.- Analizar el efecto de la administracidon de la Ciclofosfamida post-TPH como profilaxis de
EICR sobre la epidemiologia y presentacion de la infeccion por CMV en el TPH.

2.- Analizar el efecto de este farmaco sobre la incidencia de infeccidn, infeccion recurrente y
enfermedad por CMV.

3.- Analizar la incidencia de resistencias, tanto clinicas como bioldgicas, al tratamiento antiviral
en los pacientes que recibieron CyPT como profilaxis de EICR.
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INTRODUCTION

ABSTRACT
This study examined the impact of prednisone (PDMN) on cytomegalovirus (CMV) infection after allogeneic stem
cell transplantation (allo-5CT) according to donor and recipient CMV serostatus. Seventy-five patients underwent
allo-SCT from June 2010 to July 2012, The risk of CMV infection according to donor and recipient serostatus was
defined as follows: high risk (HR; D—[R+), intermediate risk (IR; D#/R# and D+/R—), and low risk (D— [R—). Forty-
five patients (60%) developed CMV infection, and 46 patients (61%) received steroids (PDN = 1 mg/kg/day) to treat
acure graft-versus-host disease. CMV infection was more common in those treated with steroids than in those not
treated with steroids (70% versus 44%, respectively, P« .05). Overall, 40% of parients had recurrent CMV infection
(50% PDN versus 24% no PDN, P = 05 ). Steroids had no impact on the incidence of CMV infection or its recurrence
in HR patients; however, steroids did prolong the need for antiviral treatment. The incidence of CMV infection in
IR patients was higher in those receiving PDN (80% PDN versus 41% no PDN, P=.01); recurrence rates were also
higher (55% PDN versus 18% no PDN, P=02). We analyzed CMV-specific immune reconstitution in the first 22
patients of the series and observed that patients on steroids had lower levels of CMV-specific lymp hocytes TCD8
(P<.05 on days +60, 100, and +180) and that CMV-specific immune reconstitution (defined as lymphocytes CDB/
IFN = 1 cellfu L) was achieved later (after day +100 post-5CT) in the steroid group.

i© 2018 American Society for Blood and Marrow Transplantation.

of cases), and almost 9% of allo-5CT patients are diagnosed

Cytomegalovirus (CMV) infection is an important complica-
tion after allogeneic stem cell transplantation {allo-SCT), with
an estimated incidence of 40% to 70%; however, the introduc-
tion of preemptive therapy has reduced the rate of mortality to
2% | 1-4|. However, CMV infection is associated with high mor-
bidity related to antiviral treatment and to the CMV infection
itself; both cause myelosuppression and associated infections
|15]. Moreover, recurrent CMV infection is common { about 40%
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with CMV disease. Therefore, reducing morbidity related to
CMV is important because many patients undergoing allo-SCT
are fragile due to transplant-related toxicity and associated
complications, particular graft-versus-host disease (GVHD] [G].

The main risk factor for CMV infection is pre—allo-5CT
donor and recipient CMV immune serostatus, particularly for
those receiving an unrelated-donor transplant and myeloabla-
tive conditioning regimens [7]. Other risk factors associated
with CMV infection are due to severe immunosuppression and
include prolonged lymphocytopenia and acute GVHD [8-10].
Nearly 50% of allo-SCT recipients develop acute GVHD, for
which the first-line therapy is high-dose steroids. Evidence
supports the importance of an adequate CMV-specific immune
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reconstitution to control CMV infection (mediated by CD8'f
I[FN-3* lymphocytes) [ 11-19]. However, the influence of ste-
roids on CMV-specific immune reconstitution and its correla-
tion with CMV infection risk is unclear. The impact of steroids
on CMV infection, along with CMV disease, CMV dinical fol-
low-up, and recurrent infection, has not been studied.
Therefore, the aim of this study was to better understand
how the dynamics of CMV infection affect its incidence and
evolution and CMV-specific immunity in allo-SCT patients,
focusing on the impact of high-dose stercids as treatment of
acute GVHD. Identifying these risk factors may help us to
improve treatment and also to define the length of the antiviral
treatment for CMV infection and reduce the related morbidity.

METHODS

The study was conducted at Hospital Qinic in Barcelona. All consecutive
patients who underwent an allo-5CT from June 2010 w july 2012 were
included. All patients were prospectively recruited and followed. Demo-
graphic characteristic, SCT type, CMV serostatus, conditioning regimen,
source of stem cells, GVHD prophylaxis, QMY infection, CMV disease, and
CMV recurrence were recorded. Global and CMV-specdific immune reconstitu-
tion analyses were performed ina group of 22 patients at +30, +60, +100, and
+180 days afver allo-5CT. The study was approved by the Ethic Committee of
the Hospital Clinic of Barcelona and conducted in accordance with the Decla-
ration of Helsinki All patients provided informed consent.

OV infection was defined as a OMV DNA wiral load (in blood
samples ) = 1000 Ul mL as detected by PCR. CMV disease was defined assigns
and symptoms of organ damage and detection of CMV in affected tssue (by
immunohistochemistry) obtained by endoscopic biopsy [20]. Qinical follow-
upafl CMV infection was performed to measure the number of days post-5CT
o CMV infection, the OMV viral load on day 1 (copies/mL), and the number of
days of antiviral treatment CMV recurrent infection was defined as new
detection of MV infecton in a patient who has had previously documented
infection and who has not had virus detected for an interval of at least 4
weeks during active surveillance [ 20 21]. High-dose steroid was defined as =1
mgfkg/day corticosteroids for at least 14 days. According to donor| recipient
CMV serostatus, patients were dassified as high risk (HR; donor's CMV seral-
oy was negative and the recipient’s CMVY was positive [D—(R+]), intermedi-
ate risk (IR; donor's CMV semlogy was positive and recipient's was either
positive or negative | D+{R+and D+{R— |}, and low dsk{LR; donor's CMV serol-
oy was negative and recipient’s was also negative [D—-{R-]).

Microbiologic Assessment

WV serostatus| 1gG CMVY) before allo-SCT was assessed in all donos and
redpients. Quantitative PR (Q-0MV Real Time Complete Kit; Manogen
Advanced Diagnostics, Torino, ltaly) was used to detect CMV infection in
plasma and was carried out in the Microbiology Depantment All patients
were monitored weekly for CMV infection during the first 6 months or while
under immunosuppressive treatment and twice a week if they developed
GVHD or were on steroids. All patients received prophy lactic treatment with
high-dose acyclovir until day +100. Prophylactic treatment for HR patients
was acyclovir given at a high dose (500mg/m® every 8 houwrs) and for IR
patients was low-dose acyclovir (250mg/m® every 12 hours). Preemptive
treatment was started when CMVY DNA (PCR) reached =1000 UllmL" Ganci-
dovir or valganeyelovir were the frst-line drugs, whereas foscamet was used
for patients with neutropenia andjor thrombocytopenia. Inital treatment
duration was 14 days if PCR became negative, IFCMV PCR remained positive,
treatment was administered until the PCR became negative.

Irmrntino logic A SSess menl
Quantfication of TODECD4+ [ymphocytes that release FN-yin the presence of
[u} 1

Mononudear cells were solated from heparinized peripheral blood using
Ficoll and then eryopreserved until further analysis. Onee thawed, cells were
stimulated with pp65 peptide and [E-1 (6 ol each; these are overlapping 15-
mer peptides obtained from JPT Peptide Technologies [Berlin, Germany | that
were reconstituted at 1 ul{peptidefml).

After addition of co-receptors CD28 and CD49d, BrefeldinA was added
and cells were incubated at 37°C for 6 hours. Then, anti-1FN-y (FITC), anti-
CO68 (PE), anti-CD8 (Per-CP-Cy5,5), and ant-C03 (APC) monoclonal antibod-
ies were added (all were provided in the Fastimmune 4-color kit; BD Bio-
sciences), according to the manufacturer’s recommendations. Stained cells
were analyzed using a FACSCanto cytometer (BD Biosdences, San Jose, CA),
and 10000 total events (1000 (D69 events) were acquired. Finally, the
CD8™fIFN-y" and CD47/IFN-p~ lymphocyte populations within the total
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lymphocyte were assessed and the resuls were expressed as absolute num-
ber (oells] ul) Thus, it was possible to measure the number of 8™ and CD4™
lymphocytes that produced IFN-y after exposure to CMV. This should reflect
the CMV-specific immune response. A count of =1 cell {ul was considered a
pasitive response [22,23],

Clobal immune reconstitution analysis

Mononuelear cells were solated from EDTA-anticoagulated peripheral
blood using Reoll and ayopreserved before further anabysis, Onee thawed at
37°C, B lymphocytes ((D45°/CD19%) and natural killer cells (CD3-CD567)
were identified using anti-CD45 (APC), anti-CD19 (FITC), anti-CD3 (PerCP),
anti-CD56 (PE) monoclonal antibodies (all from BD Biosciences). CD8 and
CD4 lymphocytes were identified using anti-(D45 (APC), anti-(D3 (PerCP),
antCD8 (FITC), and ant-CD4 (PE) monodonal antibodies (all from BD Bio-
saendes | Flow cytometry was performed using a FAGCanto ¢y tometer (BD
Biosdence).

Statistical Analysis

Patients were divided into 2 groups: those treated with steroids | steroid
group) and those not treated with steroids { nonsteroid group). The following
variables were analyzed: CMV infection rate, CMV disease, chinical follow-up
of MV infection, CMV recurrence, and OMV-spedfic immune reconsttution.
Quantitative variables were reported as the median (interquartile range) and
categorical variables as absolute numbers (percentages). The chi-square or
Fisher's exact test was used to compare categorical variables, and Student's -
test or the nonparametric Mann-Whitney U was used to assess continuous
and quantitative parameters, The level of significance was set at P<.05. All
statistical analyses were performed using SPSS version 22.0 (SP5S Inc., Chi-
cago, L)

RESULTS

Over the study period, 75 consecutive adults who under-
went allo-SCT were evaluated. Patient- and transplant-related
characteristics are summarized in Table 1.

Forty-five of 75 patients (60%) developed CMV infection.
The median time to CMV infection was +45 days (range, +20 to
+84) after allo-SCT. Ganciclovir or valgancyclovir was the first-
ling treatment for 93% of patients, whereas foscamer was
administered to 17% of patients. CMV disease was diagnosed in
7 of 75 patients (9%). All had gastrointestinal involvement, as
assessed by clinical features (diarrhea, bleeding, abdominal
pain) and by immunohistochemical detection of CMV in gas-
trointestinal biopsies. Thirty patients (40%) experienced CMV
recurrence, with a median number of 3 episodes (range, 2 to 5)
per patient.

Table2 details the relationship between donor/recipient
pre—allo-5CT serostatus and CMV infection, CMV disease, and
CMV recurrence. HR patients had a higher incidence of CMV
infection than IR patients (88% versus 62%, P=.05); similar
results were observed in terms of recurrent infections (64%
versus 38% P <.05). Thirteen of 75 patients included in the
study belonged to the LR patients group, and none of them
developed CMV infection. In our series conditioning regimen,
GVHD prophylaxis, mismatched HLA donor, and antithymo-
cyte globulin did not have significant effect on the incidence of
CMV infection or recurrence.

Effect of Steroids on CMV Infection

Forty-six of 75 patients (61%) received high-dose steroids,
all for acute GVHD. Patients in the steroid group had a higher
incidence of CMV infection than those in the nonsteroid group
(3246 [70%] versus 13/29 [44%], respectively; P=.05). There
was no significant differences in CMV disease between the
groups (5/46 [11%] versus 229 [7%]).

There were no differences in the median number of days
post-5CT to CMV infection (45 versus 46, P=.69], in the median
CMV viral load on the first day of CMV infection (4084 Ul{mL
versus 3600 UljmL, P=.64), or the median maximal CMV viral
load (9792 Ul{mL versus 5721 UljmL, P=.9G) between the ste-
roid group and the nonsteroid group, respectively. Patients in
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Table 1
Fatient -and Transplant-Related Characteristics

Total Steroid No Steroid
Patients 75 46 (61) 29(39)
Male/ fermale 45/30 25(21 20/
Median age, yr(range) 48 (18-66) 45(18-66)° 57 (20-66)
SCTtype
Sibling HLA identical 30 (40) 15(32) 15 (52)
UNR matched 29(39) 21 (46) 10(34)
UMRE mismatched 16(21) 10(22) 4(14)
CMV serostatus donor recipient
HR (D—/R#+) 25(33) 18 (29) 7(24)
IR (D+{R+and O+/R—) 37 (50} 20 (43} 17 (58)
IR (D—{R—) 13(17) B(17) 5(17)
Conditioning regimen
Myeloablative (39} 21 (45) B(28)
Cy/TBI 25(33) 19 (41) G(21)
Bu/Cy 1(2) 1{2} L]
BEAM 3(4) 1(2) 2(7)
Monmyeloablative 46(61) 25(55) 21(72)
Fludarabine/ melphalan 17(22) 11(25) G(20)
Fludarabine| busulfan 15 (20) 7(15) 8(27)
lda-FLAG /melphalan 12(16) 7(15) 5(17)
Fludarabine TBI 2(3) o 2(7)
Source of stem cells
Peripheral blood GE (91} 41 (90} 27 (94)
Bore marrow 4(5) 3(6) 1(3)
Comnd blood 3(4) 2(4) 1(3)
GVHD prophylaxis
Cyclosporine Almethotrexate 26(35) 16 (35) 10(34)
Cyclosporine A/mycophenaolate 49 (65) 28 (65) 21 (i66)
With ATG 14(19) 10(23) 4(13)

Values are n (%) unless otherwise defined UNR indicates unrelated donor;
UMNR mismatched, 7/8 when differences were on HLA-A, -B, -C, ar -DR; Cy,
cydophosphamide; TBL, total body irradiation; BEAM, BONU { carmustine), eto-
poside, gytambine, melphalan; 1da-FLAG, idambicin fludarabine, cytarabine,
granulocyte colony-stimulating factor; ATG, antithymocyte globulin (rabbit).
ATGwas used in UNR mismatched and cord blood.

® Pe 5.

Table 2
Relationship Between Donor/Redpient Pre—Allo-SCT Serostatus and CMV
Infection, CMV Disease, and (MV Recurrence

HE IR LR
(n=25) (n=37) (n=13}
CMV infection
n=45 22 (88) 23 (62) 0(0)
CMV Gl disease
n=7 3(12) 4(11) o(D)
CMV recurrence
n=30 16 (G54) 14 (38] o0}

Values are n (). Gl indicates gastrointestinal.

the steroid group required longer antiviral treatment than
those in the nonsteroid group (median, 21 days [range, 14 to
40] versus 14 days [range, 14 to 21]; P= 05). Finally, patients
in the steroid group experienced more recurrence of CMV
infection than those in the nonsteroid group (23/46 [50%] ver-
sus 7(29 [24% ], respectively; P <.05).

In steroid group CMV infection always occurred after ste-
roid treatment was started. Median time from steroid treat-
ment to CMV infection was 16 days (range, 4 to 40). For HR
patients the median time was 12.5 days (range, 4 to 30) and
for IR patients, 18 days (range, 4 to 40).

Table 3 compares CMV infection, CMV disease, CMV dinical
follow-up, and CMV recurrence rates between HR and IR
patients in the steroid and nonsteroid groups according to
donor{recipient CMV serostatus. Significant differences in the
incidence of CMV infection and recurrence were observed only
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in IR patients {a higher incidence of CMV infection and recur-
rence was observed in the steroid group). For HR patients with
CMV infection, those in the steroid group required more days
of antiviral treatment to resolve the infection than those in the
nonsteroid group. Eleven patients required a second-line treat-
ment due to a lack of response {2 patients) or toxicity to first-
line reatment (9 patients); all were in the steroid group.

Effect of Steroids on CMV-Specific Inimune Response

A total of 22 prospective patients were included in the anal-
ysis (14 patients in the steroid group and 8 patients in the non-
steroid group).

Global immune reconstitution analysis

Patients in the steroid group had fewer B lymphocytes at
day +100 post-SCT than those in the nonsteroid group (median
B lymphocyte count, .235 cells/uL versus 1.55 cellsjuL, respec-
tively; P=.004). No significant differences between groups
were observed at day +180 post-5CT in B lymphocyte counts.
There were no significant differences in the CD8 cell counts at
day +100 among patients in the steroid group and nonsteroid
group (median CD8 T cells, 10.5 cells/uL versus 2025 cellsfulL)
and day +180 post-S5CT (median CDS8, 44 cells/ul versus 24
cells{ L), and cell counts were normal. Similar results were
found for CD4 lymphocyte counts at +100 days post-5CT
(median CD4, 15.15 cells/ul versus 1895 cells/ul) and
+180 days post-SCT (median CD4, 1125 cells/ul versus 20.5
cells/iL). No differences were found in natural killer lympho-
cy'te counts (Table 4).

Reconstitution of CMV-specific CD8'{IFN-y* and CD4"IFN-
' lymphocytes after SCT is shown in Figure 1. As expected, no
CMV-specific immune response were detected at +30 and
+50 days post-SCT because of the lack of lymphocyte recovery
(which takes place for up to 2 months post-5CT). Patients in
the steroid group had fewer CMV-spedfic CD8'/IFN-y' and
CD4'[IFN-3* lymphocytes at all stages after allo-SCT than
patients in the nonsteroid group (P=.05). Reconstitution of
CMV-specific CD8"(IFN-3" and CD4'fIFN-3" lymphocytes was
observed at +100 days post-transplantation in the nonsteroid
group and at +180 days post-transplantation in the steroid
group(P=01].

CMV-specific immune response in HR and IR patients
according to study groups are shown in Figure 2. Patients in
the nonsteroid group had greater numbers of CMV-spedfic
CD8'[IFN-3" and CD4(IFN-;* lymphocytes than patients in the
steroid group, although the results were not statistically signif-
icant because of the low number of patients (we observed sig-
nificant differences only in CD8'/IFN-y* and CD4'[IFN-y*
lymphocytes in HR patients at +100 days post-SCT; P=05). As
expected, no CMV-specific immune responses were detected
in LR patients.

DISCUSSION

Previous immune status of donor and/or recipient against
CMV remains the main risk factor for CMV infection after allo-
SCT. Thus, patients were classified into 3 groups according to
their risk of CMV infection: HR (D—[R+), IR (D+/R+ and D+/R-),
and LR (D-/R-). Here, we found that the incddence of CMV
infection differed according to serologic status, ranging from
88% in HR patients to 62% in IR patients and 0% in LR patients
(P=023). Steroids are another well-known factor that affects
CMV infection. However, our most prominent finding was that
steroids did not influence the incidence of CMV infection in
HR. By contrast, steroid administration significantly increased
the incidence of CMV infection in IR patients.
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Table 3
MV Infection, CMV Disease, MV Clinical Follow-Up, and CMV Recurrence in Steroid Group and Nonsteroid Group in HR and IR Patients According to Donor/Redpi-
ent CMV Serastatus
Steroid Mons teroid P
HR patients (n=25) 18 7
CMV infection (n =22} 16 (89} 6 (B6) 58
CMV disease (n=13) 2(11) 1(14) 58
Clinical follow-up of CMV infection
Median days post-SCT to OMV infection | range) 46 44 76
(21-83) (2B-34)
Median viral load on day 1 of CMV infection, UlimL (range] 5797 4660 76
(1076-907,780) ( 1000-8800)
Median maximum viral load, Ul/mlL {range) 10,200 G220 54
(1200-907, 780 { 1000-96,000 )
Days of antiviral treatment 21 14 03
CMV recurrence (n= 16) 12 (66) 4(57) 54
IR patients (n=37) 20 17
CMV infection (n =23) 16 (B0} 7(41) ms
CMV disease {n=4) 3(16) 1(5) 32
Clinical follow-up of CMV infedion
Median days post-SCT to CMV infedtion (range) 45 44 75
(20-67) (36-64)
Median viral load on day 1 of CMV infection, UljmL (range) 3566 3360 31
(1000-80,000) (2000-376,000)
Median maximum viral load, U/mL {range) 6272 3360 A3
(1000-80,000) (2400-376,000)
Day s of antiviral treatment 14 14 3s
CMV recurrence (n=14] 11 (55) 3(18) oz

Values are n (%) unless otherwise defined.

Any factor that increases immunosuppression, such as
GVHD, steroids, lymphocytopenia, or T cell depletion, repre-
sents an additional risk factor for CMV infection. We confirmed
that high-dose steroids increases the risk of CMV infection, as
well as its recurrence. Of interest, we found that the influence
of stercids on the risk of CMV infection impacts mainly IR
patients. Thus, IR patients in the steroid group had a higher
incidence of CMV infection than those not receiving steroids
(P = 05]. By contrast, in HR patients CMV infection rate was
similar in both study groups and was not influenced by steroid
treatment. To the best of our knowledge, these data have not
been published previously.

Immune reconstitution after allo-SCT begins with innate
immunity reconstitution over the first month. Reconstitution
of CDB" and CD4' T cells and B lymphocytes begins within the
second month and progresses until the third month; for this
reason some groups recommend CMV prophylaxis with high-
dose acyclovir until day +100 | 2-4]. The CMV-specific immune
reconstitution study allowed us to confirm that CMV-specific
immunity was not detected in any patient, at days +30 and +50

Table 4
Global Immune Reconstitution Assay

after allo-SCT. This is probably because CD4/CD8 lymphocyte
reconstitution takes place after the second month after allo-
SCT [8.24,25]. Steroids might affect the host immune response
to CMV via complex immunosuppressive effects, including
lymphopenia, CD4 depletion, impaired immune cell cytotoxic-
ity, or Th1Th2 dysregulation of T helper cells [26-28]. Here,
we show that patients on steroids had low numbers of CD8'/
IFN* lymphocytes, although the number of total lymphocytes
(CD8" and CD4') in the peripheral blood was normal, suggest-
ing that steroids may have a direct effect on CMV-specific
immune responses,

These findings may have therapeutic implications with
respect to the application of support measures: All HR patients
and IR patients on steroids should receive similar prophylactic
treatment. To reduce the incidence of CMV recurrence, a good
option may be o maintain antiviral treatment after induction
therapy while the patient is on steroids. Me asurement of CMV-
spedfic immunity may be useful to adapt the length of the
antiviral treatment, so thatantiviral freatment can be stopped
if CMV-specific immunity is detected. Finally, patients on

Total CDE Lymphogytes

Total (D4 Ly mphooy tes

+100 Days Past-5CT +180 Days Past-5CT

+100 Days Post-5CT +180 Days Post-5CT

Stemid Mo Steroid P Stemid Mo Steroid P Steroid Mo Steroid P Steroid Mo Steroid P
Median 105 2025 .19 44 24 oz 15.15 1895 Ad 1125 205 LIk}
Range 2-35 75475 2B5-57 6.3-3635 L3485 13.4-235 EB-14 175275

Total B Lymphocytes Total Natural Killer Lymphocytes

+100 Days Post-5CT +180 Days Post-SCT +100 Days Post-5CT +180Days Post-SCT

Steroid Mo Steroid P Steroid No Steroid P Steroid No Steroid P Steroid Mo Steroid P
Median 235 L35 D04 13 35 32 7.25 847 30 675 G 3B
Range 03-1.1 B2-24 32 B5-17 35345 7.3-156 3B-12 282
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Figure 1. Post-5CT OMV-specific lymphocyte levels in both study groups.

steroids with uncontrolled CMV viral load, CMV recurrence, or
antiviral toxicity would be candidates for immunotherapy
with infusion of CMV-spedfic lymphocytes. In this case ste-
roids should be stopped to enhance efficacy. The biggest limi-
tation of this study is the relatively small sample size, and
therefore these results should be confirmed in a larger series
of patients.

In conclusion, IR patients receiving steroids experienced
the same rate of CMV infection as HR patients. Patients on ste-
roids had lower numbers of CMV-specific lymphocytes but
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2w =
T ©
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@, n
® o ®
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§ 3
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10
o
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CMV Serostatus

similar numbers of CD8 lymphocytes than patients not receiv-
ing steroids. This finding suggests that steroids may have a
direct impact on CMV-specific immune reconstitution, which
may explain the increased risk of CMV infection in IR patients
on steroids.
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7.1. Trabajo nimero 1

El primer trabajo trata sobre los factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de infeccién
por CMV. El haber estado en contacto con el CMV antes del TPH, evidenciada por la
seropositividad para el CMV pre-TPH en el paciente y sobre todo, cuando existe disparidad de
serologias entre donante y receptor (donante negativo y receptor positivo), es el principal
factor de riesgo para presentar infeccidn por CMV. La inmunosupresion es otro factor de
riesgo bien conocido que favorece la reactivacidn del virus. El TPH proporciona un estado de
inmunosupresion severa secundaria a los farmacos inmunosupresores que recibe el paciente,
a la deficitaria reconstitucién inmune post-TPH y a la presencia de EICR sobre todo por su
tratamiento, corticoides a altas dosis. Alrededor del 50% de los pacientes que reciben un TPH
desarrollan una EICR, cuya primera linea de tratamiento son los corticoides a altas dosis. La
adecuada reconstitucion inmune CMV-especifica es fundamental para el control de la infeccidn
por CMV.

El estudio plantea que los corticoides a altas dosis aumentan el riesgo de infeccién por CMV y
pretende estudiar el efecto de dichos corticoides en la infeccién por CMV segln el riesgo
serolégico de donante y receptor. Ademas, conocer el efecto de los corticoides sobre la
reconstitucion inmune CMV especifica post-TPH. Ello ayudaria a individualizar las estrategias
de profilaxis y tratamiento de acuerdo al riesgo que presenta cada paciente.

Las definiciones de infeccién, infeccidon recurrente y enfermedad por CMV asi como la
estratificacidon de los pacientes por grupos de riesgo de infeccion segun las serologias de CMV
de donante y receptor (alto, intermedio y bajo) estdn de acuerdo a las definiciones
internacionales, que se utilizan de manera estandar (definidas en el apartado 4.2 y 4.3).

Para la medicién de la inmunidad CMV-especifica, se realizd mediante citometria de flujo, la
cuantificacion de los linfocitos T CD8 y CD4 productores de IFNy tras estimulacidon con
antigenos virales del CMV (ver apartado 4.4.4. Monitorizacidon inmunoldgica, técnica b). De
esta manera, se realizd una medicién de la respuesta citotéxica del linfocito T frente al
antigeno viral, dado que la produccién de IFNy soélo ocurre cuando el linfocito T CD8 efector
ejerce su capacidad citolitica. Esta capacidad efectora actta contra el CMV porque la muestra
ha sido expuesta exclusivamente a antigenos del CMV. Para obtener el valor absoluto de
linfocitos T CD8+/IFNy+, se calcula el porcentaje obtenido a partir de los linfocitos absolutos
presentes en la analitica del dia de la extraccion de la muestra. Se realizé también un estudio
de reconstitucion inmune global (+100 y +180 dias) por citometria de flujo.

Se analizaron 75 pacientes que realizaron un TPH en nuestro centro durante el periodo 2010-
2012. Para el anadlisis del efecto de los corticoides sobre la infeccion por CMV se dividieron en
2 grupos: aquellos pacientes que recibieron corticoides a altas dosis (PDN > 1 mg/kg/dia
durante > 14 dias) y los que no recibieron corticoides. Se analizé la incidencia de infeccidn,
infeccidn recurrente, enfermedad y evolucién clinica de la infeccidon por CMV.

La incidencia de infeccion por CMV de acuerdo al riesgo seroldégico fue del 88% en los

pacientes de alto riesgo, 62% en los de riesgo intermedio y de 0% en los de bajo riesgo. Los

pacientes que recibieron tratamiento con corticoides presentaron una incidencia superior de

infeccidon por CMV (70% vs 44%) y de infeccidn recurrente por CMV (50% vs 24%) que aquellos

qgue no recibieron corticoides (p<0,05). En el analisis por subgrupos segun las serologias de
74
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CMV pre-TPH, el tratamiento con corticoides no tuvo impacto en la incidencia de infeccidn,
infeccion recurrente y enfermedad por CMV en los pacientes de alto riesgo pero si necesitaron
mas dias de tratamiento antiviral para resolver la infeccion (21 dias vs 14 dias). En los
pacientes de riesgo intermedio, los que recibieron corticoides presentaron mayor incidencia
de infeccidén por CMV (80% vs 41%, p=0,015) y de infeccidn recurrente (55% vs 18%, p=0,02).
La mediana de tiempo entre el inicio del tratamiento con corticoides y el desarrollo de
infeccion por CMV fue de 16 dias (12,5 dias en los de alto riesgo vs 18 dias los de riesgo
intermedio).

El analisis de reconstitucién inmune CMV-especifica mostré que no se detecta inmunidad
CMV-especifica durante los primero 2 meses en ningun paciente (determinaciones de los dias
+30 y +60 post-TPH). Los pacientes que recibieron corticoides presentaron niveles mas bajos
de linfocitos T CD8+/IFNy+ y de linfocitos CD4+/IFNy+. Ademas la reconstitucion inmune CMV-
especifica se detectd mas tarde en aquellos pacientes que recibieron corticoides (+180 dias vs
+100 dias post-TPH). En el analisis de reconstitucion inmune global, no hubo diferencias en los
niveles de linfocitos T CD8+, CD4+ y NK (dias +100 y +180 post-TPH) entre los pacientes que
tomaban corticooides y los que no. Los niveles de linfocitos B fueron mas bajos en el dia +100
post-TPH en los paciente que recibieron corticoides (p=0,04).

En el apartado de “Discusién” se explica la relevancia de estos hallazgos asi como las
conclusiones mas relevantes del estudio.
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ABSTRACT
Diagnosis of gastrointestinal (Gl) cytomegalovirus (CMV) disease relies on the presence of Gl symptoms and
detection of CMV, mainly by immunchistochemistry (IHC), in Gl biopsy specimens. Thus, in a symptomatic
patient, a positive CMV-IHC result is accepted as a diagnosis of CMV disease. However, a positive CMV-PCR in GI
tissue is considered “possible” CMV disease. Therefore, it would be very useful if, in practice, both technigues
showed equal sensitivity and reliability. This is because PCR has many practical advantages over [HC for detecting
CMV. The aim of this study was to compare quantitative PCR with IHC for the diagnosis of GI CMV disease. A total
of 186 endoscopic Gl biopsy specimens from 123 patients with Gl symptoms after an allogeneic stem cell trans-
Allo-5CT plantation (allo-SCT; 2004-2017) were analyzed by IHC and PCR on 113 paraffin-embedded and 73 fresh samples.
The results were then compared. Of the patients with macroscopic lesions in the mucosa and CMV-IHC-positive
biopsy specimens (eg, “proven” CMV disease, n=28), all but 1 were CMV-PCR positive. Of the patients without
macroscopic lesions in the mucosa and CMV-IHC-positive biopsy specimens (eg, probable CMV disease, n=4),
only 1 was CMV-PCR positive. Eight patients had CMV-IHC-negative/CMV-PCR-positive gut biopsy specimens.
These cases fall within the current definition of possible CMV disease. In 6 of these 8 cases (75%), the viral load in
Gl tissue was very high (=10,000 copies/ug). Taken together, the results from the proven and probable cases
revealed that CMV-PCR shows the same sensitivity (100%), specificity (98%), and positive (93%) and negative pre-
dictive value (100%) as CMV-IHC. Detection of CMV in fresh Gl mucosa by quantitative PCR is as useful as [HC for
the diagnosis of G CMV disease. The results show that quantitative PCR has the same sensitivity, specificity, and
positive/negative predictive value as [HC.

© 2019 American Society for Transplantation and Cellular Therapy. Published by Elsevier Inc.
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INTRODUCTION

Cytomegalovirus (CMV) infection and CMV disease after
allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT) are associated
with significant morbidity. Since the introduction of pre-emp-
tive anti-CMV therapy for CMV-seropositive recipients, the
incidence of CMV disease during the first year after allo-SCT
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has decreased from approximately 35% to 8% to 10% [1]. Well-
known risk factors associated with CMV disease include CMV
seropositivity, development of graft-versus-host disease
(GVHD), prednisone treatment, and depletion of T cells from
the graft [2-7]. The gastrointestinal (GI) system is the organ
most frequently involved in CMV disease, usually the lower
tract. Concomitant diagnosis of GVHD and GI CMV disease is
common, but signs and symptoms of GI CMV disease (eg, diar-
rhea, vomiting, anorexia, bleeding, and abdominal pain) are
often indistinguishable from those of GI GVHD. Ulcers extend-
ing into the gut mucosa are seen upon endoscopy, but these
macroscopic findings are common to both GVHD and viral

1083-8791/© 2019 American Society for Transplantation and Cellular Therapy. Published by Elsevier Inc.
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disease [8,9]. However, studies suggest that ulcers are a more
common Gl CMV disease than GVHD, especially if the upper GI
tract is affected [10,11].

The difficulty in distinguishing between GVHD and CMV dis-
ease in clinical practice obligates for GI CMV disease diagnosis
the detection of CMV in biopsy specimens by histopathology,
culture, virus isolation, or immunohistochemistry (IHC) [12].

Detection of CMV by hematoxylin and eosin (H&E) staining of
Gl tissue depends on the presence of classic CMV viral indusions.
However, viral inclusions are often not apparent; therefore, IHC
is used by most centers to detect CMV. Thus, IHC is considered
the gold standard for CMV detection in formalin-fixed, paraffin-
embedded (FFPE) tissue [13]. However, IHC can lead to an equiv-
ocal interpretation due to atypical staining patterns. Therefore,
the value of IHC for detecting bona fide CMV infection depends
on the observer, a fact that contributes to inter- and intralabora-
tory variability. It is suggested that in such cases, molecular
methods (ie, quantitative PCR) could be complementary [14,15].
In addition, IHC for detecting inclusions in FFPE sections takes
longer (at least 48 hours) than PCR (at least 24 hours).

Current methods used to diagnose CMV disease include
DNA hybridization and PCR. Detecting CMV using molecular
methods such as quantitative PCR (qPCR) is fast, highly sensi-
tive, and more objective than IHC [16-19]. It is surprising,
therefore, that the role of qPCR for diagnosis of CMV disease
remains unclear.

New definitions of CMV disease, which were designed origi-
nally to harmonize terminology for clinical trials, can be applied
to the setting of allo-SCT in cases of pneumonia and GI CMV dis-
ease. This definition establishes 3 new categories: proven, proba-
ble, and possible CMV disease (see Methods). Of note, high viral
DNA levels detected in tissue by qPCR in a patient showing clini-
cal symptoms are defined as possible CMV disease, particularly
when a blood sample taken at the same time is negative for CMV
[20]. Due to the lack of spedfic studies, there is no defined
threshold for the viral load upon which a diagnosis of CMV dis-
ease (either pneumonia or GI) can be based [1,20,21,22].

Here, the hypothesis was that gPCR would have sensitivity,
positive predictive value (PPV), and negative predictive value
(NPV) at least similar to that of the current gold standard (IHC)
for detection and diagnosis of GICMV disease. We also hypothe-
sized that by comparing the results obtained after IHC and gPCR
of Gl samples, we could define a cutoff viral load in GI tissue
that would facilitate diagnosis and follow-up of GI CMV disease.

METHODS
General

We analyzed data from patients with Gl symproms who received anallo-
SCT and, as a result, had an endoscopic procedure performed. Biopsy speci-
mens of GI tissue were examined by histology, IHC, and gPCR. In addition,
data obtained from electronic medical records were analyzed. The study was
carried out in 2 steps.

First, a retrospective analysis of data from patients receiving allo-SCT
between 2004 and 2009 was done. IHC results at the time of diagnosis (obtained
from medical records) and PCR results obtained from paraffin-embedded sam-
ples of the same biopsy specimens stored in the institution's biobank were
examined. This group is referred to hereafter as “paraffin samples.”

Second, data from patients receiving allo-SCT between 2010 and 2017
were prospectively assessed. Data were collected up untl 1 year post-
transplant The results obtained by IHC and qPCR analysis of Gl samples taken
during the same endoscopic procedure were analyzed. Hereafter, this group
isreferred to as “fresh samples.”

For every patient, qPCR analysis of CMV in blood samples was performed
up until 180 days post-transplant; these data were induded in the analysis.
At this institution, when an allo-5CT patient develops Gl symptoms, stool cul-
tures are taken and tested for bacteria, fungi, or viral infections (including
Clestridium difficile, adenovirus, and rotavirus). If GI symptoms persist and
cultures are negative (results are obtained within 48-72 hours), an endo-
scopic procedure is performed.
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Microbiological Assessment

CMV serology (immunoglobulin G CMV) had been made in all donors and
recipients before the allo-SCT. gPCR (Q-CMV Real Time Complete Kit; Nano-
gen Advanced Diagnostics, Buttigliera, Italy) was performed to detect CMV
infection in both plasma and tissue. This was carried out in the Microbiology
Department. All patients were monitored weekly for CMV infection during
the first 6 months post-allo-SCT or while on immunosuppressive treatment.
Patients who developed GVHD or were on steroids were monitored twice a
week. Pre-emptive treatment was started when CMV DNA in blood samples
reached =1000 IU{mL. When patients were enrolled and data were analyzed,
the international conversion factor for PCR-CMV was not defined. Therefore,
analysis was based on the PCR results themselves. Data are shown with the
international conversion factor applied (value: PCR local laboratory « 0.8).

Definitions (Liungman et al CID, 2017 [20])

CMV infection is defined as isolation of virus or detection of viral proteins
(antigens) or CMV nucleic add in any body fluid or tissue spedmen.

Gl CMV disease is subcategorized as follows: proven disease requires
upper and/or lower GI symptoms plus macroscopic mucosal lesions (ulcers,
sores, edema, or erythema), plus documented evidence of CMV in tissue
obtained by histopathology, virus isolation, rapid culture, IHC or DNA hybrid-
ization. Probable disease requires upperflower Gl symptoms plus docu-
mented evidence of CMV in tissue (using the same techniques as mentioned
above) but without macroscopic mucosal lesions. Possible disease requires
detection of high viral DNA levels by gPCR in Gl tissue (in the presence of Gl
symptoms), particularly when a blood sample obtained at the same time
does not contain CMV DNA,

Endoscopic Procedure

A multiple biopsy endoscopic study was performed using an Olympus CF-
H185-L (Hamburg, Germany) endoscope. A macroscopic description of the Gl
ract was recorded. Samples were taken during the endoscopic procedure
and sent to the pathology department for IHC (formol) and to the microbiol-
ogy department for microscopic and gPCR-CMV analysis (saline serum).

Immunohistochemistry

FFPE samples from multiple endoscopic biopsy spedmens were examined.
At least 3 sections (each 5 em thick) were processed. H&E was used for conven-
tional morphologic examination. IHC staining was performed using a monodo-
nal antibody spedific for CMV (1:1 dilution; Dako, Carpintena, CA). A result was
considered positive if more than 1 cell was detected. The median time from
endoscopic biopsy to diagnosis was 72 hours (range, 48 to 120 hours).

qPCR

We analyzed a minimum of 5 cuts 5 um thick for paraffin samples and a
minimum of 10 mg of tissue for fresh samples (recommended sample size by
manufacturer is 10 to 40 mg). A pretreatment for paraffin samples was
required before purification of DNA from tissue. The cuts were treated with
1200 ulL xylene, and after vortexing and centrifugation, the supernatant was
removed. Then, 1200 uL ethanol was added, and again after vortexing and
centrifugation, the supernatant was removed. The sample preparation proce-
dure and purification of genomic DNA from paraffin-embedded tissue and
fresh tissue were performed with the EZ1 DNA Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer's specifications and using the Bio-
Robot EZ1 (Qiagen). The concentration of DNA was determined by measuring
the absorbance at 260 nm in a spectrophotometer.

Plasma samples (500 xL) were extracted using the Qiagen Qiamp DNA
Mini Kit on a QiaSymphony system ( Qiagen).

The extraction efficiency was verified by adding an internal control to
each sample (tissue and plasma), and an external negative control was used
to detect possible contamination.

gqPCR (Q-CMV Real Time Complete Kit; Nanogen Advanced Diagnostics)
was used to detect CMV infection in plasma and tissue using a 7300 Real
Time PCR System (Applied Biosystems). Limit of detection of the DNA amplifi-
cation allows detection of the presence of 10 CMV DNA copies per PCR reac-
ton. The positive results of tissue sample were expressed as copies per
microgram of DNA [23].

A result was considered positive if more than 1000 copiesfug of DNA
were detected. The median time from endoscopic procedure to diagnosis
report was 48 hours (range, 36 to 72 hours).

Statistical Analysis

Quantitative variables were reported as the median (interquartile range)
and categorical variables as absolute numbers { percentages). The sensitivity,
spedificity, and PPV/NPV of IHC and qPCR were compared. Sensitivity meas-
ures the proportion of actual positives correctly identified as such, whereas
spedificity measures the proportion of actual negatives correctly identified
as such. The PPV and NPV are the proportions of positive and negative results
from diagnostic tests that are truly positive and truly negative, respectively.
The chi-square or Fisher exact test was used to compare categorical variables,
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and Student t test or the nonparametric Mann-Whitney U test was used to
assess continuous and quantitative parameters. The level of significance was
set at P = .05. All statistical analyses were performed using SPSS version 22.0
(SPSS, Inc, Chicago, IL).

RESULTS

Between January 2004 and August 2017, G88 patients
received an allo-SCT at the Hospital Clinic of Barcelona. The
study was approved by the Ethic Committee of the Hospital
Clinic of Barcelona and conducted in accordance with the Decla-
ration of Helsinki. All patients provided informed consent. Of
the 688 patients, 123 (18%) fulfilled the following criteria: Gl
symptoms, underwent an endoscopic procedure, and tissue
analyzed by both IHC and PCR. The median time from allo-SCT
to development of Gl symptoms was 90 days (range, 45 to 270
days). A total of 186 Gl biopsy samples were analyzed (Figure 1).

Patient demographics and transplant characteristics are
shownin Table 1.

Of the 186 samples (113 paraffin samples and 73 fresh sam-
ples) analyzed, endoscopic examination identified 88 (47%) as
having macroscopic mucosal lesions (ulcers, edema, or ery-
thema). Most of the samples, 149 (80%) (91 paraffin samples
and 58 fresh samples), belonged to the lower tract, and only
37 (20%) samples (22 paraffin samples and 15 fresh samples)
corresponded to the upper tract. GVHD was diagnosed in 32
(36%); GI CMV disease in 29 (33%), 27 (94%) of the lower and 2
(6%) of the upper tract; mycophenolate toxicity in 2 (2%); and
other infections (viral, bacteria, or fungi) in 18 (20%). Normal
mucosa was identified in the remaining 98 samples (53%). Of
these, GVHD was diagnosed in 38 (38%); GI CMV disease in 12
(12%), 11 (91%) of the lower and only 1 (9%) of the upper tract;
mycophenolate toxicity in 1 (1%); and other infections (viral,
bacteria, and fungi) in 7 (7%).

The diagnosis of GI CMV disease was done when Gl symp-
toms were present together with detection of CMV (by IHC) in
the biopsy specimens. This definition was applied in both the
paraffin and fresh samples groups.

Paraffin Samples Group

In total, 113 samples from 63 patients were analyzed retro-
spectively. Gl CMV disease was diagnosed in 14 patients (22%);
overall, this amounted to 20 episodes of CMV disease, almost

all from the lower tract (90%). In 17 of these episodes, patients
presented with macroscopic lesions in the GI mucosa, and
CMV was detected in endoscopic biopsy specimens by IHC [16]
and/or inclusion bodies were detected by H&E [3]; therefore,
there were 17 episodes of proven CMV Gl disease. In the other
3 episodes of CMV disease, patients had GI symptoms but no
macroscopic lesions in the GI tract; CMV-IHC of endoscopic
biopsy tissue was positive. These were defined as probable GI
CMV disease (n=3).

GVHD was diagnosed in 25 patients (40%); infections other
than CMV were diagnosed in 8 patients (13%). Other diagnoses
were toxicities related to mycophenolate (1.5%) and/or radio-
therapy (1.5%) (Table 2). The remaining 14 cases (22%) had no
specific diagnosis.

At this time, PCR techniques on tissue were not available.
For this reason, there were only cases of proven and probable
CMV disease. Retrospectively, CMV-PCR was performed in the
paraffin samples as described in the Methods.

Among the proven CMV cases (n=17), OMV-PCR was positive
in 16 (94%). However, for the 3 probable CMV cases, PCR was
negative in all of them; these PCR results were considered false
negatives. For the cases in which PCR of paraffin-embedded gut
tissue was positive, the median CMV load was 1910 copies/ug
(range, 1250 to 311,640 copies/ug). CMV-PCR in blood samples
taken at the same time was positive in 65% of cases.

There were 3 additional patients (CMV-IHC negative in the
gut) in whom CMV-PCR was positive in the endoscopic biopsy
specimens. Of these, 2 had a low viral load in the tissue (1335
and 3119 copies/ug). Both tissue results were interpreted as
false positives. One of these 3 patients had a CMV-PCR positive
and CMV-IHC negative (viral load in tissue 4089 copies/ug)
but undetectable viral load in blood (defined as possible CMV
disease according to the new definition by Ljungman et al.
[20]). In this case, endoscopy was repeated 10 days later
because symptoms persisted; endoscopy identified macro-
scopic lesions in the gut, and both CMV-IHC and CMV-PCR of
biopsy tissue were positive. Therefore, this case was finally
diagnosed as proven CMV disease. Therefore, IHC showed a
sensitivity of 95%, a specificity of 97%, a PPV of 86%, and an
NPV of 99% for GI CMV disease. PCR in the gut biopsy speci-
mens showed a sensitivity of 80%, a specificity of 97%, a PPV of
84%, and an NPV of 96%.

N= 688 Allo-SCT
2004-2017

n=251 Allo-SCT
2004-2009

Gastrointestinal Symptoms
+ Endoscopic procedure
n=63

l

/\

n= 437 Allo-SCT
2010-2017

Gastrointestinal Symptoms
+ Endoscopic procedure
n= 148

!

Both IHC and PCR Results available
n= 63 (113 samples)
“paraffin samples group”

Both IHC and PCR Results available
n= 60 (73 samples)
“fresh samples group”

Figure 1. Incdusion criteria.
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Table 1 macroscopic lesions in the gut was CMV-IHC positive (proba-
Patients and Transplant-Related Characteristics ble CMV disease). Finally, in 8 episodes, CMV-PCR of biopsy tis-
Characteristic Total Paraffin Fresh sue was positive but CMV-IHC was negative; therefore, these
Patients, No. 123 63 60 were considered possible CMV disease. Of these 8 patients, 4
Male [Female, No 72/51 36/27 36/24 (50%) haq macmscupicllesiuns m the gut. All proven, pmbablg,
ge, median (range ),y 53(22.68)| 53(23.65) | 53(22.68) and possible cases received antiviral treatment (total of 21 epi-
SCT type, No.(%) sodes from 13 pgtlents). . . . .
Sibling HLA identical 59(48) 32(50) 27(35) CVHD was dlf]gnosed in 31 patients (52%). OFtller infections
Haplofamiliar 403) 0(0) 4(6) were diagnosed in 20 (27%) cases, as well as toxlcttylrelated‘ to
mycophenolate (3%), Post-transplant lymphoprolipherative
UNR matched 36(29) 17(27) 19(32) disorder (4%), and nonspecific inflammatory features (16%)
UNR mismatched 24(20) 14(22) 10(17) (Table 3).
Conditioning regimen, No. (%) CMV-PCR in tissue from proven and probable CMV disease
Myeloablative 43(35 | 24(38) 19(32) cases (12 and 1, respectively) was positive in all of them
Cy[TBI 31(25) 21(33) 10(16) (100%), with a median viral load of 184,627 copies/ug (range,
Bu/Cy 7(s) 3(s) 4(7) 1250 to 5,483,875 copies/g). Blood PCR was positive in 85% of
BEAM 4(3) 3(5) 1(2) these cases. There were 8 possible CMV disease cases with a
Flu/Bu4 4(3) 0(0) 4(7) median viral load in gut samples of 100,242 copies|ug (range,
Nonmye loablative 80(65) 39(62) 41 (68) 1940 to 483,261 copies/ug); of these, 62% had a positive CMV-
Flu/Bu3 24(21) 7(11) 17(28) PCR in blood. Of these 8 cases, 2 had a low viral load in tissue
Flu/Mel 34(27) 19(30) 15(25) (1940 copies/ug and 3976 copies/ug). In the first case, blood
1daFLAG 16(13) 10(16) 6(10) PCR was negative and antiviral treatment was given. Of note,
Flu/TBI 8 Gy 2(2) 0(0) 2(3) 3 patients with mucosal ulcers and who were CMV-IHC nega-
Flu/TBI 2 Gy 101 0(0) 12) ﬁVEICMV-PCR positive (possible) underwent a repeat endo-
Source of stem cells, No. (%) scopic prucedlqre 7 days later; thel samples te!ken then were
Peripheral blood 111 00) 57091) 55(93) CMV-IHC pl]SllthE fpl’t:_l\-’Ell'l CMV disease). Taklng tugetll'ler all
the results, viral load in tissue was =10,000 copies/ug in 70%
Bone mamrow 7(B) 4(6) 3(5) . . .
Cord blood 303) 20) 1) FS,{B) of the patlentslml.h plmvenfplmbable CMV disease and
in 75% (6/8) of the patients with possible CMV disease.
Gvﬂnpmphyl‘lx“' No. (%) Concomitant GVHD in the gut specimen was evident in 7
CN"'.MTX 37(30) 24(38) 13(29) proven/probable CMV disease cases and in 5 possible CMV dis-
CNymycophenolate 83 (68) 39(62) 44(73) ease cases. In 6 patients, diagnosis of both GVHD and GI CMV
CNI{tacrolimus) 3(2) 0(0) 3(5) disease was made at the same time (when the patient devel-
ATC 24(20) 17(27) 7(12) oped Gl symptoms). In the remaining patients, GVHD was
PT-Cy 11(10) (o) 11(19) diagnosed previously. The median time from GVHD diagnosis
CMV serostatus, No. (%) to diagnosis of GI CMV disease was 40 days. There were no sig-
High risk (D [R+) 38(31) 20(32) 18(30) nificant differences in the median viral load in gut specimens
Intermediate risk (D+ R+) 71(58) 34(54) 37(62) from proven/probable CMV disease cases with or without con-
Low risk (D~ [R—) 14(11) 9(14) 5(8) comitant GVHD (503,841 copies/ug versus 1,847,126 copies/

SCT indicates stem cell transplantation; UNR, unrelated; Cy, cyclophospha-
mide; TBI, total-body irradiation; Bu, busulfan; BEAM, BCNU (carmustine), eto-
poside, cytarabine, and melphalan; Flu, fludarabine; Bu4, Busulphan 4 days;
Bu3, Busulphan 3 days; Mel, melphalan; IdaFLAG, idarubicin, fludarabine,
cytarabine, and G-CSF; CNI, calcineurin inhibitor; MTX, methotrexate; ATG,
antithymocyte globulin; PT-Cy, post-transplant cyclophosphamide.

Fresh Samples

Seventy-three samples from 60 patients were analyzed
prospectively. GI CMV disease was diagnosed in 10 patients
(16%), all from the lower tract. Of them, there were 12 episodes
where patients presented with macroscopic lesions in the gut
mucosa and IHC detected CMV in biopsy tissue (all 12 episodes
were designated proven CMV disease). One patient with no

ug, P= 314) in possible CMV disease cases with or without
GVHD (100,242 copies/ug versus 113,565 copies/ug, P =.99).
Coinfection was detected in a similar percentage of proven
and possible CMV disease cases (33% versus 37%, respectively).

When analyzing proven and probable CMV disease, we
found that CMV-PCR of fresh gut samples had the same sensi-
tivity (100%), specificity (98%), PPV (93%), and NPV (100%) as
CMV-IHC for the diagnosis of GI CMV disease.

DISCUSSION

CMV disease is not a common complication after allo-SCT,
but it is associated with significant morbidity and mortality. GI
tract problems are the most common presentation, almost
always restricted to the lower tract. For both novel and classi-
cal diagnostic criteria, a patient must show clinical symptoms

Table 2
Comparison of Results from IHC and PCR in GI Samples in CMV Gl disease in the Retrospective Analysis of the Paraffin Samples Group
Paraffin Samples (n = 113) Retrospective Microscopic Findings, No. (%) qPCR Tissue, No. (%) qPCR Blood, No. (%)
GVHD Infection Other Positive Positive
No CMV Gl disease (n = 93) 39(42) 14(15) 3(3) 3(3) 8(9)
CMV Gl disease (n=20) 7(35) 00y 0{0) 16 (80) 13(65)
Proven (n = 17) (symptoms, IHC+, mucosa lesions) 6(35) 0(0) 0(0) 16 (95) 9(53)
Prabable (n=3) (symptoms, IHC+, normal mucosa) 1(33) 0(0) 0(0) 0(0) 3(100)
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Table 3

Comparison of Results from IHC and PCRin GI Samples in CMV G Disease in the Prospective Analysis of the Fresh Samples Group

Fresh Samples (n = 73) Prospective Microscopic Findings, No. (%) gPCR Tissue, No. (%) | qPCR Blood, No. (%)
GVHD Infection Other Positive Pasitive
No CMV Gl disease (n =52) 26 (50) 12(23) 5(9) 1(2) 5(10)
CMV Gl disease (n=13) 7(54) 4(31) 0(0) 13(100) 11 (84)
Proven (n=12) (symptoms, IHC+, mucosa lesions) 7(58) 4(33) 0(0) 12(100) 10(83)
Probable (n=1) (symptoms, IHC+ normal mucosa) o(m 0(0) 0{0) 1(100) 1(100)
Possible CMV disease (n = 8] {symptoms, IHC—, PCR + in gut biopsy) 5(62) 3(375) 0(0) 8(100) 5(62)
Table 4
Management for Treatment in Possible GICMV Disease Based on PCR
Viral Load Tissue Viral Load Plasma Diagnosis Treatment
Any = 10,000 copies g Any Possible CMV disease CMV disease
=10,000 copies|ug Any = 1000 CMV infection Pre-emptive*
10,000 copies[ug Undetectable Indeterminate ‘Wait and see”

* Repeat endoscopic procedure if GI symptoms persist.

for a confirmed diagnosis. However, the signs and symptoms
affecting the upper/lower Gl tract are indistinguishable from
those associated with GVHD. Therefore, we have to look for
other distinctive signs; this is where endoscopic biopsy can be
helpful. Some authors [10] report that macroscopic findings
such as ulcers are associated with GI CMV disease; however,
this has not been confirmed. Here, we found that 70% of
patients with GI CMV disease had ulcers, although ulcers are
more commonly associated with GVHD.

The next step toward a diagnosis is detection of CMV in tis-
sue. [HC is the gold-standard method for histopathologic diag-
nosis. The introduction of PCR as a diagnostic tool for CMV has
led to its incorporation for diagnosing Gl CMV disease. Accord-
ing to the new classification, a CMV-PCR-positive tissue is con-
sidered possible CMV disease [20].

All diagnostic methods have limitations. The quality of the
sample is the main determinant of a reliable result. PCR is a
molecular method that requires DNA extraction from the sam-
ple, followed by quantification of this DNA. Automated extrac-
tion and quantification of viral DNA greatly reduce the
possibility of error and make the technique more objective
and reproducible. By contrast, IHC requires interpretation by a
pathologist, and the results can vary depending on the thick-
ness of the section; therefore, several sections are used to
reduce the impact of this limitation.

In our experience, PCR works better for fresh samples than
for paraffin-embedded samples. Formalin is not a suitable
medium for microbiologic tests, particularly if DNA analysis is
required. Moreover, DNA extraction is more difficult in the pres-
ence of paraffin, a substance that also inhibits PCR reactions.

Another limitation of PCR is deciding on an appropriate cut-
off for the viral load. Different confounding factors may influ-
ence quantification of viral DNA (eg, GVHD and/or other
infections). In our experience, the viral load during most Gl
CMV disease episodes (proven, probable, and possible) was
very high. Indeed, in 70% of cases, the blood PCR result was
positive, There was no significant difference in median viral
load between those with GVHD and those without, bearing in
mind that the number of patients analyzed in this setting was
small (n=41).

From the data obtained herein, we defined a possible
threshold for the viral load in gut specimens for the diagnosis
of possible GI CMV disease. Because in 75% of possible CMV
disease cases, the viral load in tissue was higher than =10,000
copies/ug, we suggest the following (see Table 4):

Any result =10,000 copies/ug in tissue could be considered
GI CMV disease, regardless of the result of PCR in blood, and
treated as CMV disease.

If viral load in tissue is <10,000 copies/ug and PCR-CMV in
blood is positive, it could be considered CMV infection and
pre-emptive therapy should be started. If Gl symptoms per-
sist after 7 to 10 days of antiviral treatment, re-evaluate
with a new endoscopy.

If viral load in tissue is <10,000 copies/ug and PCR-CMV in
blood is negative, we would suggest a “wait-and-see”
approach, and if gastrointestinal symptoms persist after 7
to 10 days, re-evaluate with a new endoscopy.

In summary, the data presented herein show that detection
of CMV in fresh Gl mucosa using quantitative PCR has the
same sensitivity, specificity, PPV, and NPV as IHC for the diag-
nosis of proven and probable CMV disease. Therefore, PCR is as
useful and reliable as IHC for GI CMV disease diagnosis and is
faster and more objective. It is important to point out that
there is a trend of higher viral load in proven/probable versus
possible GI CMV disease, suggesting that possible CMV disease
could be an early diagnosis. In this line, note that there were 3
possible CMV disease cases that, in a second biopsy 7 days
later, developed a proven CMV disease.

This would be a step forward in clinical practice in patients
undergoing allo-SCT, as it would allow starting treatment of GI
CMV disease more promptly (with a diagnosis of possible CMV
disease) than in proven or probable CMV disease. Finally, an
attempt to define a cutoff for PCR-CMV in tissue to initiate
antiviral treatment could be =10,000 copies/ug, in view of the
results obtained. The qPCR could also be useful for monitoring
the response of the treatment and to define treatment dura-
tion. More studies are needed to confirm these findings of
CMV-PCR in tissue and to implement it in clinical practice.
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7.2. Trabajo nimero 2

La enfermedad gastrointestinal es la manifestacion mas frecuente de enfermedad por CMV en
la actualidad. El diagndstico concomitante con la EICR aguda gastrointestinal es frecuente.
Ademas, los signos y sintomas de la enfermedad del CMV gastrointestinal, por ejemplo,
diarrea, vémitos, hemorragia digestiva y dolor abdominal, a menudo son indistinguibles de los
de la EICR gastrointestinal.

La dificultad para distinguir entre EICR y CMV basandonos sélo en las manifestaciones clinicas
(signos y sintomas) ha propiciado que el diagndstico se base en la deteccion del virus en el
tejido afecto, mediante la realizacidn de una biopsia para anadlisis histopatolégico y para
cultivo, aislamiento del virus o detectar el virus por inmunohistoquimica (IHQ). La IHQ se

Ill

considera el “gold estdndar” para la deteccién del CMV en tejido gastrointestinal. Sin embargo,
la IHQ no es infalible y puede llevar a una interpretacién equivoca debido a patrones de tinciéon
atipicos. Ademads el valor de la IHQ para detectar la infeccion por CMV depende del
observador lo que contribuye a la variabilidad entre laboratorios. Se sugiere que, en estos

casos, los métodos moleculares (es decir, la PCR-RT) podrian ser complementarios.

La deteccién del CMV mediante métodos moleculares como la PCR cuantitativa es rapida,
altamente sensible y mds objetiva que la IHQ. A pesar de ello, sorprende que la PCR-RT siga
siendo una técnica controvertida para el diagndstico de la enfermedad por CMV.

Las nuevas definiciones de la enfermedad por CMV, disefiadas originalmente para armonizar la
terminologia de los ensayos clinicos, pueden aplicarse en la practica asistencial del TPH en los
casos de neumonia y enfermedad gastrointestinal. Esta definicién establece tres nuevas
categorias: enfermedad por CMV probada, probable y posible. Cabe destacar que la deteccidn
de carga viral elevada (DNA viral) en el tejido por PCR-RT en un paciente con sintomas clinicos
se define como "posible enfermedad por CMV", especialmente cuando en la muestra de
plasma tomada al mismo tiempo es negativa para el CMV. Debido a la falta de estudios
especificos, no existe un umbral definido para la carga viral sobre la que se pueda basar el
diagnéstico de la enfermedad por CMV (ver apartado 4.4.3 técnicas diagndsticas).

De los 688 pacientes que recibieron un TPH alogénico en nuestro centro (2004-2017), 123
presentaron sintomas gastrointestinales, por lo que se les realizé6 una biopsia intestinal via
endoscdpica y sobre esta muestra de tejido gastrointestinal se realizé tanto IHQ como PCR-RT
para poder comparar los resultados obtenidos con ambas técnicas. El estudio se llevé a cabo
en dos tiempos: Primero se realizé un analisis retrospectivo (n=63 pacientes y 113 muestras de
tejido gastrointestinal, durante 2004-2009). El resultado histoldgico y de la IHQ se obtuvo de la
revisién de las historias clinicas de los pacientes que recibieron un TPH vy a los que se les
realizd una endoscopia por sintomas gastrointestinales. A partir de las muestras sobrantes de
ese estudio endoscdpico (criopreservadas en parafina en el Biobanco de nuestra institucidn) se
realizo, a posteriori, el analisis con PCR-RT.

A la vista de los resultados de este estudio retrospectivo, se realizé en un Sequndo tiempo, el
estudio prospectivo (n=60 pacientes y 73 muestras de tejido gastrointestinal, durante 2010-
2017). En este grupo de pacientes que recibieron un TPH y presentaron sintomas
gastrointestinales, se realizd un estudio endoscépico con toma de biopsia miultiple de tejido
gastrointestinal. Las muestras de tejido gastrointestinal obtenidas en el mismo procedimiento

82



Tesis Doctoral

endoscdpico se enviaron a anatomia patoldgica, en fresco, para anadlisis histolégico e IHQ
(formol como medio de trasporte) y al departamento de microbiologia para realizacién de
PCR-RT (suero fisioldgico como medio de trasporte).

De las 113 muestras analizadas en el estudio retrospectivo (donde la PCR-RT se realizd en

muestras en parafina), se diagnosticaron 17 episodios de enfermedad probada y 3 episodios
de probable enfermedad. De los 17 casos de enfermedad probada, la PCR-RT fue positiva en 16
(94% de los casos) y de los 3 casos de probable enfermedad la PCR-RT fue negativa en todos
ellos (falsos negativos). Merece la pena destacar que hubo 1 caso donde la IHQ fue negativa y
la PCR-RT fue positiva en la biopsia intestinal (se diagnosticd de “no enfermedad”) y que, por
persistencia de los sintomas gastrointestinales, la biopsia endoscdpica se repitié a los 10 dias y
entonces se diagnosticé de enfermedad probada (IHQ positiva).

En las muestras en parafina la IHQ mostré una sensibilidad: 95%, especificidad: 97%, valor
predictivo positivo: 86% y valor predictivo negativo: 99%. En cambio la PCR-RT en muestras en
parafina mostré una sensibilidad: 80%, especificidad: 97%, valor predictivo positivo: 84% y
valor predictivo negativo: 98%.

De las 73 muestras analizadas en el estudio prospectivo, hubo 12 episodios de enfermedad

probada y 1 caso de enfermedad probable (todas ellas correspondientes al tracto digestivo
bajo). La PCR-RT fue positiva en todos los casos de probada y probable (100%). Por lo que la
parafina y la PCR-RT mostraron los mismos valores de sensibilidad (100%), especificidad (98%),
valor predictivo positivo (93%) y valor predictivo negativo (100%). Hubo 8 episodios de posible
enfermedad gastrointestinal, en 3 de estos episodios, ante la persistencia de la sintomatologia
gastrointestinal, se repitid la biopsia endoscépica a los 7 dias, y el diagndstico fue de
enfermedad probada (IHQ positiva), por lo que la PCR-RT fue capaz de realizar un diagnéstico
precoz.

Para poder definir un punto de corte valido para el diagndstico, se evalud la carga viral en las
muestras. La mediana de carga viral en los casos de enfermedad probada y probable fue
184.627 c/ug (rango 1.250-5.483.875 c/ug) y en los casos de posible fue 100.242 c/ug (rango
1.940-483.261 c/ug). En los casos de enfermedad probada y probable no hubo diferencias en
la carga viral entre aquellos que presentaron EICR y los que no (503.841 c/ug vs. 1.847.126
c/ug, p=0,314). Tampoco en los casos de enfermedad posible hubo diferencias en la carga viral
con o sin EICR (100.242 c/ug vs. 113.565 c/ug, p=1).

El 70% de los casos de enfermedad probada/probable tenian una carga viral > 10.000 c/pg y el
75% de los casos de enfermedad posible tenian un carga viral > 10.000 c/ug. Por lo que podria
ser un posible punto de corte para definir enfermedad por CMV gastrointestinal.

La evidencia de una carga viral mas alta en los casos de enfermedad probada/probable, en
comparacién con los casos de enfermedad posible, sugiere que el diagndstico de posible
enfermedad podria corresponderse con un diagndstico precoz de enfermedad, lo que
explicaria que hubiera 3 casos de enfermedad posible que al repetir el estudio endoscépico
mas tarde, el diagndstico evolucionara a enfermedad probada. Esta habilidad de la PCR-RT
para realizar un “diagndstico precoz” de enfermedad Gl por CMV nos permitiria iniciar
tratamiento antiviral antes, con cargas virales mds bajas y aumentaria la eficacia del
tratamiento antiviral.
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7.3 Trabajo nimero 3 (preliminar)

Titulo: Impacto del uso de ciclofosfamida-post como profilaxis de la enfermedad del injerto
contra el receptor en la infeccion por Citomegalovirus. Manuscrito en preparacion

En los ultimos 10 aios, se han incorporado modalidades nuevas de TPH para pacientes que no
disponen de una donante compatible, sea emparentado o no, como el trasplante
haploidéntico, en el que donante y receptor comparten sélo la mitad de la compatibilidad HLA.
Esta disparidad en el HLA obliga a una profilaxis de la EICR mads agresiva y sobre todo mas
inmunosupresora. En este contexto, el farmaco mas utilizado como pilar de Ia
inmunosupresion es la ciclofosfamida administrada después de la infusién de los progenitores
hematopoyéticos, a los 3 y 4 dias post-TPH. Con ello se consigue un efecto inmunosupresor
selectivo sobre los linfocitos Alo-reactivos exclusivamente y no tanto sobre los linfocitos
citotéxicos. La preservacion de los linfocitos citotdxicos, responsables de la respuesta inmune
frente a CMV, deberia traducirse en menos complicaciones infecciosas. Sin embargo, la escasa
bibliografia al respecto describe una incidencia similar de infeccion por CMV pero de aparicién
mas precoz y necesidad de prolongar la duracién del tratamiento antiviral para eliminar el
virus. Debido a los buenos resultados de la administracién de la CyPT en cuanto a disminucion
de la incidencia de EICR y la baja toxicidad asociada, este estrategia se ha extendido a otras
modalidades de TPH de donante no emparentado con disparidad en el HLA (HLA 7/8) y
también en el que no hay disparidad (HLA 10/10). Dado que la infecciéon por CMV es una
complicacidn frecuente (60%) en los pacientes que reciben un TPH es necesario conocer el
efecto de la Ciclofosfamida post-TPH sobre la epidemiologia de la infeccion por CMV.

Hasta el momento se han analizado 165 pacientes sometidos a TPH en nuestra institucion
(2013-2016) que recibieron profilaxis de EICR estdndar (inhibidor de calcineurina en
combinacion con MMF o MTX, n=81 pacientes) y aquellos que recibieron profilaxis de EICR con
ciclofosfamida post-TPH (CyPT) (n= 84 pacientes). La incidencia de infecciéon por CMV es similar
(65%) aunque ésta ocurre de manera mas precoz en el grupo CyPT (+38 dias vs 49 dias). Un
mayor numero de pacientes en el grupo Cy-PT que requirieron alargar la duracién del
tratamiento antiviral (mds de 14 dias) para negativizar la DNAemia (48% vs 25%, p=0,02), que
entraria dentro de la definicion de infeccidn refractaria probable. El porcentaje de pacientes
que presentd mielotoxicidad fue similar (CyPT 60% vs 50%, estandar) asi como la necesidad de
administrar G-CSF para mantener las cifras hemoperiféricas. Existe una tendencia a presentar
mayor incidencia de enfermedad por CMV y de que ésta ocurra de manera precoz,
coincidiendo con la primera reactivacion por CMV en el grupo de la CyPT en comparacion con
los que reciben profilaxis estandar.

Asi mismo, dado que la infeccién por CMV ocurre antes, ésta tiene lugar en un momento del

TPH en el que las cifras hemoperiféricas ain no han alcanzado niveles normales lo que obliga

a administrar el foscarnet en primera linea de tratamiento de manera mas frecuente en el

grupo CyPT, lo que repercute en mayor nefrotoxicidad (25% grupo CyPT vs. 7% grupo profilaxis

estandar). En aquellos pacientes que presentaron infeccion refractaria y llevaban 4 semanas de

tratamiento antiviral, se solicitd estudio de resistencias. Se detecto infeccion por CMV
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resistente a antivirales en el 1,5% de los pacientes que presentaron infeccién por CMV. Todos
ellos pertenecian al grupo de la CyPT, se diagnosticé resistencia a foscarnet y a ganciclovir. En
el grupo de profilaxis estandar ningln paciente presentd criterios para realizar estudio de
resistencias.
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El CMV es un virus de la familia de los herpesvirus, en concreto el VHH-5, que, al igual
que los otros virus de esta familia, tras la primoinfeccion tiene la capacidad de permanecer en
estado de latencia en las células que infecta. El estado latente, o de infeccidn no activa, esta
regulado por diferentes mecanismos ligados al propio virus y a la regulacidon que ejerce el
sistema inmune mediante la inmunidad especifica frente al virus.

Los mecanismos por los que el virus se reactiva se desconocen pero si se ha
demostrado que diferentes situaciones o circunstancias que se presentan en el receptor de un
TPH (paciente) favorecen la reactivacion del virus, que pasa de su estado latente a una
infeccidn productiva. Dichos estados o circunstancias favorecedores de la reactivacién pueden
ser el estrés, lainmunosupresion, la inflamacién o la infeccién por otros gérmenes.

La respuesta inmune frente al CMV recae fundamentalmente sobre los linfocitos T
CD8+ citotdxicos o efectores, que son los encargados de eliminar el virus del organismo. Para
gue esto ocurra es necesaria la cooperacién de los diferentes integrantes del sistema inmune,
empezando por las células que reconocen el antigeno viral y actian como células
presentadoras de antigeno (CPA). Para que los linfocitos T CD8+ puedan actuar contra el CMV
necesitan de los linfocitos T CD4+ “helper”, de moléculas co-estimuladoras y de la presencia de
determinadas citocinas (moléculas solubles) en el ambiente que median la activacion de los
linfocitos T CD8+ citotdxicos. Una vez activados reconocen el virus a través de los antigenos
virales (pp65, IE-1) en las células infectadas y las destruyen, liberando IFNy. El virus al no tener
la célula que salvaguarda su supervivencia, se desintegra y desaparece. Los linfocitos B, a
través de las inmunoglobulinas que producen, son los encargados de crear la memoria
inmunolégica frente al virus, favoreciendo la maduraciéon de linfocitos T CD8+ memoria
especificos contra el CMV, que promoveran una respuesta inmune mas eficaz y rapida cuando
se produzca una nueva reactivacion. Las inmunoglobulinas producidas durante la infeccidn
activa por el CMV nos permiten identificar el “momento infeccioso” en el que se encuentra el
paciente (primoinfeccién vs. infeccién pasada). De esta manera, podemos identificar los
pacientes que tendran riesgo de infecciéon por CMV (aquellos con IgG anti-CMV positiva,
porque tiene el virus latente) y estratificar el riesgo de cada paciente, antes del TPH, de
acuerdo a las serologias de donante y receptor.

El TPH provoca un estado de inmunosupresién severa y prolongada debido a dos
aspectos fundamentales. El primero es inherente al procedimiento del TPH, donde eliminamos
la hemopoyesis del paciente y, tras la administracion de los progenitores hematopoyéticos del
donante, la reconstitucién del nuevo sistema inmune parte desde cero y ocurre de manera
escalonada y ordenada. Primero la inmunidad innata (células NK, neutrofilos, monocitos) para
continuar con la inmunidad adaptativa (linfocitos T CD8 y CD4, linfocitos B). La reconstitucion
de los linfocitos T, implicados en la respuesta frente al CMV, se inicia a partir del tercer mes
post-TPH pero se prolonga hasta los 12 y 24 meses post-TPH. Esta inmunosupresion inherente
al procedimiento es la causa de que los diferentes subtipos de linfocitos T CD8, CD4 y B, células
con capacidad para la especializacién, asi como la capacidad para que estas células puedan
especializarse, se encuentre afectada. Por ello, la funcionalidad de las células efectoras y las
co-estimuladoras es deficitaria durante los 12-24 meses posteriores al TPH, que es el tiempo
gue necesitan los linfocitos T y B para desarrollar todo su potencial y madurar de manera
completa y poder ofrecer una funcionalidad adecuada. El segundo, las complicaciones propias
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del TPH como la enfermedad de injerto contra receptor (EICR) y su tratamiento, contribuye de
manera directa a esta deficiencia cualitativa o funcional del sistema inmune, agravando la
inmunosupresidn y provocando un enlentecimiento en el proceso de reconstituciéon inmune.

La consecuencia principal de este déficit del sistema inmunitario, cuantitativo en la
fase precoz, y funcional, en la fase inmediata y tardia, son las complicaciones infecciosas de
cualquier etiologia: bacteriana, fungica y viral. Estas complicaciones infecciosas contribuyen a
la mortalidad relacionada con el procedimiento.

Sin embargo, no todos los pacientes estan al mismo riesgo de presentar infeccion por
CMV. Conocer los diferentes factores de riesgo, tanto los que vienen impuestos y no
modificables, como son las serologias pre-TPH de donante y receptor y el tipo de trasplante,
gue viene determinado por la disponibilidad del donante, por la enfermedad hematoldgica
que indica el trasplante y su estadio, y por la comorbilidad del paciente; asi como aquellos
factores de riesgo que se van adquiriendo durante el trasplante, debido a las complicaciones
qgue desarrollan, por ejemplo, la enfermedad injerto contra receptor, el tratamiento con
corticoides y las complicaciones infecciosas, permiten individualizar las estrategias de
prevencion, y tratamiento, tanto de la infeccion como de la enfermedad por CMV. En
definitiva, conocer los factores de riesgo asociados a cada paciente y a cada procedimiento,
tiene como objetivo adaptar las estrategias de profilaxis y tratamiento para disminuir la
mortalidad directamente relacionada con el virus asi como la morbilidad que, de manera
indirecta, impacta en la supervivencia.

Los avances en el diagndstico de la infeccion/enfermedad por CMV en los ultimos
afios, mediante técnicas microbioldgicas, han permitido realizar el denominado tratamiento
anticipado, es decir, tratar la infeccion antes del desarrollo de enfermedad. Con lo que se ha
ha conseguido mejorar la supervivencia de los pacientes.

En cuanto a las estrategias de prevencién, el primer paso consiste en identificar los
factores de riesgo que predisponen al paciente a desarrollar infeccion por CMV. En el primer
trabajo se confirma que la serologia para CMV pre-TPH de donante y receptor son el principal
factor de riesgo y la incidencia de infeccidn es significativamente diferente entre las diferentes
combinaciones: la incidencia de infeccién por CMV en los pacientes de alto riesgo (Donante -
/Receptor +) es del 88%, en los de riesgo intermedio (Donante +/Receptor +) es del 62% y en
los de bajo riesgo (Donante -/Receptor -) es del 0% (p=0,023). El tratamiento con corticoides a
altas dosis es otro factor de riesgo conocido que afecta a la infeccién por CMV y que esta
relacionado con la presencia de EICR y su tratamiento, los corticoides. El principal hallazgo
descrito en el primer trabajo es que los corticoides no modifican la incidencia de infeccion por
CMV en los pacientes de alto riesgo (D-/R+) pero, si en los pacientes de riesgo intermedio
(D+/R+).

De hecho, cualquier factor de riesgo que afiada inmunosupresiéon, como es la
enfermedad Injerto contra receptor (EICR) y su tratamiento, los corticoides, la presencia de
linfopenia o la deplecidn linfoide T, representan factores de riesgo adicionales para desarrollar
infeccion/reactivaciéon por CMV. El primer trabajo confirma que el tratamiento con corticoides
a altas dosis (> 1 mg/kg/dia) aumenta la incidencia de infeccién y de infeccidn recurrente por
CMV. Este efecto tiene impacto sobre todo en los pacientes con serologia de riesgo
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intermedio, donde aquellos que recibieron corticoides presentaron una incidencia de infeccién
por CMV superior a los que no recibieron corticoides (80% vs 40% p=0,01) y también de
infeccidon recurrente por CMV (55% vs 18%, p=0,02). Mientras que en los de alto riesgo la
incidencia de infeccidn e infeccién recurrente no se vié influenciada por los corticoides, pero si
la duracion del tratamiento antiviral para conseguir la negativizacion de la carga viral. Ademas,
los pacientes de riesgo intermedio que reciben corticoides presentan una incidencia de
infeccidon por CMV similar al paciente de alto riesgo (80% riesgo intermedio y corticoides vs.
88% alto riesgo), lo que situa al tratamiento con corticoides como el principal factor de riesgo
post-TPH para presentar infeccién/reactivacién por CMV.

El andlisis de la inmunidad CMV especifica y global mostré que no se detecta
inmunidad CMV especifica los primeros dos meses del TPH en ningun paciente, lo que es
debido a que la reconstitucién de los linfocitos T CD8 y CD4 se inicia a partir del segundo mes
del TPH. Los corticoides afectan a la reconstitucion inmune a través de complejos mecanismos.
En el trabajo 1, se muestra que los pacientes que recibieron corticoides presentaron niveles
mas bajos de linfocitos T CD8+/IFNy+ y CD4+/IFNy+ en comparacion con aquellos que no
recibieron corticoides. Sin embargo, la cifra de linfocitos T CD8/CD4 globales fueron similares
en ambos grupos y dentro de los valores normales, lo que sugiere que los corticoides tienen un
efecto directo sobre la inmunidad CMV-especifica y provoca una deficiencia en la misma, por
su capacidad linfolitica y por la inhibicién de la produccién de citocinas por los linfocitos T
CD8/CDA4.

Estos hallazgos pueden tener implicaciones terapéuticas, como por ejemplo, que los
pacientes de riesgo intermedio que realizan tratamiento con corticoides realicen la misma
estrategia de profilaxis que aquellos pacientes de alto riesgo, al tener una incidencia de
infeccidon por CMV similar. Para disminuir la tasa de infeccién recurrente por CMV, una opcién
interesante seria realizar tratamiento de mantenimiento tras finalizar las dos semanas de
tratamiento de la infeccion en aquellos pacientes que estén realizando tratamiento con
corticoides y hasta su suspension. Por otro lado, la medicion de la inmunidad CMV especifica
puede ayudar a adaptar la duracidn del tratamiento antiviral, y suspenderlo de manera precoz
en el momento en que se detecte inmunidad CMV especifica, siempre que la carga viral sea
negativa; o bien, realizar tratamiento de mantenimiento en aquellos pacientes en los que no
se detecte inmunidad CMV especifica tras finalizar el tratamiento antiviral de la reactivacion.

Las mejoras en las técnicas diagndsticas han dado lugar a uno de los grandes cambios en el
manejo de la infeccidn por CMV, la introducciéon y estandarizacion del tratamiento anticipado.
Ello ha supuesto un antes y un después para la supervivencia de los pacientes que reciben un
TPH. Los avances en la interpretacion de la PCR-RT en tejido pueden ser de gran ayuda en el
diagndstico y tratamiento de la enfermedad por CMV. El trabajo niumero 2, se centra en la
utilidad de la PCR-RT como técnica diagndstica para la manifestacion mas frecuente de
enfermedad por CMV, la enfermedad gastrointestinal (en la mayoria de los casos afecta al
intestino y menos frecuentemente al tracto digestivo alto, eséfago o estdmago). Para el
diagndstico de la misma es necesaria la presencia de sintomas gastrointestinales. Sin embargo,
los sintomas gastrointestinales derivados del dafio causado por el CMV son indistinguibles de
los sintomas presentes en la EICR gastrointestinal. Por lo que la realizacion de una biopsia
endoscdpica multiple es imprescindible para el diagndstico. El aspecto macroscépico de la
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mucosa intestinal puede orientar el diagndstico, pero no confirmarlo. La presencia de Ulceras
se asocia con mas frecuencia a la afeccion por CMV. En el segundo trabajo, se describe que el
70% de los casos de enfermedad gastrointestinal por CMV presentaban ulceras. Sin embargo,
otros diagnésticos como la EICR, infeccion por adenovirus o por clostridium también
presentaban ulceras. Por tanto, para confirmar el diagndstico, se debe detectar el CMV en el
gold estdndar”.
Todas las técnicas diagndsticas tienen sus limitaciones. La calidad de la muestra es importante

|ll

tejido intestinal, donde la tinciéon inmunohistoquimica (IHQ) se considera e

para que el método diagndstico sea fiable. La PCR-RT es una técnica molecular en la que se
extrae el DNA viral de la muestra para posteriormente realizar la amplificacién y cuantificacion
del mismo. La automatizacion de ambos procedimientos (extraccion y amplificacién de DNA)
hace que la técnica sea objetiva y reproducible. La inmunohistoquimica (IHQ) requiere de la
interpretacion por parte del patélogo y de que la tincidn se realice correctamente, y los
resultados pueden variar dependiendo del grosor del corte.

En el segundo trabajo se reporta que el resultado de la PCR-RT tiene mayor rendimiento
cuando se realiza sobre muestras en fresco que sobre muestras en parafina. El formol, medio
utilizado para el transporte de la muestra antes de realizar la inclusién en parafina, no es un
medio adecuado para el transporte de muestras destinadas a analisis microbioldgicos ni
tampoco para el analisis de DNA viral. A su vez, en las muestras de parafina es mas dificil
realizar la extraccion de DNA viral y la reaccién de la PCR-RT puede inhibirse por la parafina.
Otra limitacién de la PCR-RT es decidir un punto de corte en la carga viral para definir el
diagndstico. En este sentido existen diferentes factores que influyen en la cuantificacion del
DNA viral, a saber, la presencia de EICR y de infecciones por otros gérmenes, especialmente
otros virus. Al comparar los resultados obtenidos con la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) y
con la PCR-RT, se demuestra que la PCR-RT tiene la misma sensibilidad (94%), especificidad
(100%), valor predictivo positivo (97%) y valor predictivo negativo (100%) que la IHQ para el
diagnéstico de enfermedad gastrointestinal por CMV probada y probable, de acuerdo a las
nuevas definiciones. Por lo que la PCR-RT es igual de util y fiable que la IHQ y ademas es mas
rapida y objetiva. Merece la pena destacar que la carga viral en los casos de probada y
probable enfermedad gastrointestinal por CMV fue mas alta en comparacién con los casos de
posible enfermedad (las diferencias no son significativas). De modo interesante, en un 37% de
los casos de posible enfermedad por CMV (PCR-RT en tejido fue positiva pero la IHQ fue
negativa), ante la persistencia de los sintomas se realizé un nuevo estudio endoscopico a los 7
dias del primero y en esta segunda biopsia intestinal tanto la IHQ como la PCR-RT fueron
positivas (enfermedad probada). Ello sugiere que el valor de la PCR-RT en el diagndstico de
posible enfermedad por CMV presupone un “diagnéstico precoz” de enfermedad por CMV.
Este hecho es relevante porque permitiria iniciar el tratamiento antiviral de manera precoz y
con carga viral mas baja por lo que la posibilidad de respuesta al tratamiento seria elevada. La
PCR-RT es vaélida para el diagnéstico y es posible definir un punto de corte para realizar el
diagndstico de modo fiable y objetivo, en nuestro caso 10.000 copias/ug. Ademas la
cuantificacion del DNA viral en tejido gastrointestinal podria ser util para evaluar la respuesta
al tratamiento antiviral asi como para definir la duracién del mismo.

En nuestro trabajo demostramos que la carga viral en la mayoria de los casos de
enfermedad gastrointestinal por CMV fue muy elevada y no encontramos diferencias
significativas en la carga viral de las muestras con y sin EICR concomitante. Por lo que a partir
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de estos datos definimos un punto de corte para el diagndstico de posible enfermedad por
CMV. Teniendo en cuenta que en el 75% de los casos la carga viral en tejido fue superior a
10.000 copias/ug, en base a este punto de corte definimos una propuesta de manejo de estos
pacientes segun las situaciones que se presentan:

- Sila carga viral en tejido es > 10.000 copias/ug es diagndstica de enfermedad por CMV
y se debe iniciar tratamiento antiviral de enfermedad por CMV

- Sila carga viral en tejido es < 10.000 copias/ug y se detecta DNA viral en sangre, debe
considerarse el diagndstico de infeccion por CMV e iniciar tratamiento anticipado. En
caso de que los sintomas gastrointestinales persistan tras 7 dias de tratamiento, se ha
de valorar repetir el estudio endoscépico.

- Sila carga viral en tejido es < 10.000 copias/pg y no se detecta DNA viral en sangre, no
tenemos evidencia para considerar el diagnéstico de posible enfermedad por CMV. Por
lo que se recomienda realizar una actitud expectante y en caso de que los sintomas
gastrointestinales persistan tras 7 dias, se ha de valorar repetir el estudio endoscdpico.

En el trabajo numero 3 se describe el cambio epidemioldgico en la infeccidon por CMV que
se observa con la administraciéon de ciclofosfamida post-TPH (CyPT) como estrategia de
profilaxis de EICR. Esta modalidad de profilaxis se introdujo en el trasplante haploidéntico.
Posteriormente, se ha adoptado en el trasplante de donante no emparentado, idéntico y con
diferencias HLA. En el post-TPH los linfocitos T se generan a través de diferentes vias en el timo
y a nivel periférico. En los adultos la funcion del timo esta ausente por lo que la reconstitucion
inmune post-TPH recae sobre la expansidn de los linfocitos T maduros del injerto, sobre los
que actua la CyPT. De modo general la bibliografia que existe al respecto describe una
incidencia de infeccion CMV similar (parece algo mas elevada en el haplo-TPH), aunque la
primera infeccién por CMV ocurre antes (mediana 30 dias vs 45 dias), la infeccidn refractaria es
mayor y la incidencia de enfermedad por CMV tiende a ser ligeramente mayor. El hecho de
que la primera infeccidon ocurra antes puede comprometer el implante hemopoyético y
condicionar la eleccion del farmaco antiviral. La incidencia mas elevada de infeccidn refractaria
supone la exposicién prolongada a farmacos antivirales y, por lo tanto, a sus toxicidades, asi
como mayor riesgo de desarrollar resistencias a los farmacos antivirales y mayor riesgo de
enfermedad intestinal por CMV. En este grupo de pacientes, mejorar la profilaxis con un
farmaco que presente un bajo perfil de toxicidades, como el letermovir, podria suponer un
gran cambio.

El efecto que ejerce la ciclofosfamida post-TPH sobre la reconstitucion inmune post-TPH,
sobretodo descrito en el contexto del haplo-TPH, explicaria el cambio en la epidemiologia de la
infeccion por CMV. La linfopenia profunda de CD8 y CD4 que ocurre en el primer mes
explicaria la mediana de reactivacidn mas precoz. Por otro lado, el retraso en la reconstitucion
de los linfocitos T CD4, que se iniciaria a partir de los 6 meses y se prolongaria hasta los 12-24
meses post-TPH, podria explicar la mayor incidencia de infeccion pero sobre todo de
enfermedad orgéanica por CMV (asociada a linfopenia CD4) vy de la infeccién refractaria al
tratamiento antiviral. Asi mismo, la mayor incidencia de infeccién refractaria, aumenta el
riesgo de enfermedad organica por CMV, dado que supone una “DNAemia mantenida”
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durante un periodo de tiempo. Dichos efectos se han descrito sobre todo en el trasplante
haploidéntico aunque probablemente es inherente al mecanismo de accién de la
ciclofosfamida post-TPH. Aunque faltan mas estudios, se ha descrito que la inmunidad CMV
especifica y los niveles de linfocitos T CD8+ en los TPH que reciben ciclofosfamida post-TPH son
similares a los del haplo-TPH pero la incidencia de infeccién/enfermedad por CMV es inferior
en los TPH no haploidénticos. Este hecho se podria explicar por la necesidad de menos
farmacos inmunosupresores (en los TPH no Haplo) y la menor incidencia de EICR que se
consigue con la CyPT.

La profilaxis y el tratamiento anticipado reducen el impacto y la incidencia de infeccién por
CMV. Para que las estrategias de profilaxis y tratamiento anticipado sean eficaces es necesario
conocer los factores de riesgo que presenta cada paciente, tal y como se demuestra en el
primer y tercer trabajo, al describir el efecto de los corticoides y de la CyPT sobre la incidencia
de infeccién por CMV asi como sobre la reconstitucién inmune CMV especifica. De esta
manera se podran disefiar estrategias individualizadas adaptadas al riesgo de cada paciente y
procedimiento. A modo de ejemplo, a un paciente de alto riesgo (R +) que realiza un TPH, con
CyPT, se podra adoptar una estrategia porfilactica con letermovir (cuando esté disponible),
farmaco prometedor por su perfil de toxicidad favorable. En cuanto al inicio de la profilaxis, no
se conoce en este momento, aunque dado que la mediana de reactivacion es a los 30 dias, y
dado que el CMV se encuentra latente en los monocitos, se podria iniciar letermovir al iniciar
la recuperaciéon hemoperiférica, para inhibir la replicacidn viral desde el momento en el virus
pueda hacerlo.

Respecto a la infeccidén/reactivacion por CMV detectada en sangre, iniciar el tratamiento
antiviral con carga viral baja aumenta la eficacia del mismo y por contra, una carga viral
elevada es un factor de riesgo para infeccion refractaria y fracaso del tratamiento antiviral. En
la mayoria de los centros hospitalarios se utiliza la PCR-RT en plasma para el diagnéstico de
infeccidn/reactivacion de CMV. Aunque no existe una recomendacién especifica sobre a partir
de qué carga viral se debe iniciar el tratamiento antiviral, si que se acepta el valor de > 1.000
Ul/ml en plasma para iniciar el tratamiento anticipado. Algunos autores han descrito el
beneficio de iniciar tratamiento anticipado con cargas virales < 1.000 Ul/ml en situaciones en
las que se detecta una carga viral en aumento en 2 o mas determinaciones consecutivas. Dado
que el plasma es un medio estéril, el hecho de que se detecta carga viral, por pequefia que sea
ha de ser tenida en cuenta. Ello reviste especial importancia si el paciente se encuentra en los
primeros 100 dias post-TPH y/o presenta algln factor de riesgo como son la administracién de
corticoides o la administracién de CyPT. Otros autores han defendido el beneficio de Ila
exposicién al virus, mediante la replicacién viral con baja carga sobre la que no se realizaria
tratamiento antiviral, para que el sistema inmune genere poblaciones de linfocitos CD8 vy
favorecer asi la reconstitucién de la inmunidad CMV-especifica de manera natural. Esta
estrategia puede tener sentido cuando se tiene evidencia de algun indicio de reconstitucion
inmune post-TPH o bien cuando el paciente se encuentra en el post-TPH tardio. Logicamente,
si no hay reconstitucién de linfocitos es muy poco probable que éstos sean capaces de generar
respuesta inmune, ni eficaz ni duradera.

La toxicidad relacionada con los farmacos y la emergencia de infeccién refractaria y
resistente obliga a prolongar la exposicion a los diferentes antivirales utilizados en el
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tratamiento, lo que se traduce en mayor toxicidad y mayor riesgo de enfermedad por CMV. En
el caso de enfermedad organica, especialmente la gastrointestinal al ser la mas frecuente, el
disponer de una técnica diagndstica rapida, objetiva y fiable, como la PCR cuantitativa en
tejido, nos permitiria realizar un diagndstico precoz (posible enfermedad por CMV) e iniciar
tratamiento antiviral dirigido cuando la carga viral en tejigo Gl es mds baja y mejorar la eficacia
del tratamiento antiviral.

La adaptacién a las nuevas realidades que se presentan, fruto de los cambios en los
tratamientos y en el procedimiento del TPH, conduce, por un lado, a profundizar en el
conocimiento de la reconstitucion inmune post-TPH cuando se utiliza CyP. Por otro lado,
buscar soluciones adecuadas para mejorar la supervivencia de los pacientes. Las estrategias de
tratamiento antiviral han de adaptarse no sélo a cada paciente sino también al momento del
trasplante en el que ocurre la infeccion por CMV. La infeccién por CMV, al igual que el
trasplante, evoluciona de manera dinamica. Si queremos evitar la infeccidn, controlarla y evitar
tanto el fracaso al tratamiento antiviral como la recaida de la infeccién, para prevenir la
enfermedad orgdnica, se deben adaptar las estrategias de profilaxis y tratamiento anticipado a
las circunstancias de cada momento del TPH. En un momento dado serd necesario priorizar la
profilaxis, en otro disminuir toxicidad farmacoldgica y en otro prevenir recaida y evitar
resistencias. Igualmente un mismo paciente puede presentar un riesgo diferente dependiendo
de cdmo evolucione el trasplante. Por ejemplo, un paciente de riesgo intermedio puede
evolucionar a alto riesgo si desarrolla una EICR e inicia tratamiento con corticoides. Por tanto,
se ha de estratificar el riesgo de infeccion de CMV del paciente no sélo en base al estado
seroldgico pre-TPH, sino también a la toma de corticoides a dosis altas, o el uso de la CyPT
como profilaxis de EICR. Otro factor importante es el valor de las técnicas diagndsticas y, en
base a una correcta interpretacion del resultado, iniciar tratamiento antiviral precozmente,
para aumentar la eficacia y disminuir la toxicidad del mismo. Hacer uso de las nuevas
estrategias disponibles, farmacolédgicas y no farmacoldgicas, de manera individualizada
permitird optimizar los recursos. La monitorizacién inmunoldgica, mediante la cuantificacion
de la inmunidad CMV-especifica, permite definir estrategias de tratamiento, definir la duracion
de la profilaxis y del tratamiento anticipado asi como valorar iniciar tratamiento de
mantenimiento o profilaxis secundaria en pacientes de alto riesgo para la infeccidn recurrente.
El tratamiento de mantenimiento se recomienda en pacientes que han presentado
enfermedad orgdnica por CMV, en cualquiera de sus manifestaciones. La duracién del mismo
no esta definido ni existe consenso al respecto, por lo que la cuantificacion de la inmunidad
CMV especifica permitiria tomar la decision de suspender el mantenimiento o realizar una
profilaxis secundaria en caso de detectar inmunidad CMV especifica, tras haber recibido, al
menos, 4 semanas de tratamiento. La presencia de infeccidn por CMV refractaria es un
problema cada vez mas frecuente especialmente en el contexto de la CyPT. Aquellos pacientes
que reciben CyPT y que existe la sospecha clinica de infeccion refractaria a antivirales (carga
viral persistente a pesar de correcto tratamiento antiviral), se puede valorar la posibilidad de
realizar doble tratamiento antiviral, por ejemplo con foscarnet y ganciclovir y evitar, en lo
posible, las toxicidades de los farmacos. La administracién linfocitos CD8+ CMV especificos
(inmunoterapia CMV especifica) puede ser una opcion de tratamiento adyuvante al
tratamiento antiviral en pacientes con carga viral persistente en los que no se detecta
inmunidad CMV especifica, en aquellos pacientes que han desarrollado resistencias al
tratamiento antiviral o que presentan toxicidad farmacoldgica limitante para el uso de
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antivirales. Sin embargo, la administracidon de corticoides contraindica la inmunoterapia CMV
especifica por anular la eficacia de la misma, por lo que la recomendacidn es no administrar
corticoides o suspenderlos en caso de optar por esta estrategia.

En definitiva, conocer los factores de riesgo permite diseiar estrategias individualizadas
adaptadas al riesgo que presenta el paciente en cada momento del TPH, que sean mas eficaces
en controlar la infeccién por CMV y por lo tanto, la enfermedad por CMV. Disponer de técnicas
para realizar un diagndstico rapido y fiable asi como para evaluar la inmunidad CMV-especifica
permite iniciar el tratamiento antiviral de manera precoz, evaluar la respuesta al mismo y
definir la duracion del tratamiento de una manera mas objetiva y atendiendo a la realidad de
cada paciente. Este manejo individualizado evitard la exposicién prolongada e innecesaria al
farmaco antiviral, disminuira la toxicidad y, en otros casos, orientara a alargar la duracién del
tratamiento antiviral para evitar la reinfeccién o para controlar mejor la DNAemia y asi
disminuir el riesgo de enfermedad orgdnica por CMV y reducir el potencial desarrollo de
resistencias a los antivirales. Todo ello, encaminado a reducir la toxicidad sin perder eficacia y,
en definitiva, mejorar la supervivencia de los pacientes.
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1.- El Trasplante Alogénico de Progenitores Hematopoyéticos produce una inmunosupresion
severa y prolongada debido a aspectos inherentes al procedimiento tales como el tratamiento
inmunosupresor y la propia reconstitucién inmune post-TPH, asi como a aspectos adquiridos,
como la presencia de EICR y el tratamiento con corticoides.

2.- En los pacientes seropositivos, la infeccién por CMV en el post-TPH es frecuente (60%) y la
morbilidad asociada a la misma es elevada contribuyendo a una menor supervivencia global.

3.- El tratamiento con corticoides a altas dosis aumenta la incidencia de infeccidn e infeccidn
recurrente por CMV y tiene un efecto deletéreo dependiendo del riesgo seroldgico pre-TPH.

4.- En los pacientes de alto riesgo (D-/R+) la incidencia de infeccién por CMV no se ve
modificada por el tratamiento con corticoides, pero si la respuesta y la duracién del
tratamiento antiviral.

5.- En los pacientes de riesgo intermedio (D+/R+) el tratamiento con corticoides aumenta la
incidencia de infeccidn y de infeccién recurrente por CMV con tasas similares a los de alto
riesgo.

6.- El tratamiento con corticoides produce un efecto negativo sobre la reconstitucion inmune
CMV-especifica.

7.- Las mejoras en las técnicas diagndsticas de la infeccién por CMV han contribuido a
implementar la estrategia mas eficaz contra el CMV en el TPH, el tratamiento anticipado,
gracias a la monitorizacion de la carga viral mediante PCR-RT.

8.- La PCR-RT en tejido Gl tiene la misma sensibilidad, especificidad y valores predictivos
positivo y negativo que la IHQ, por lo que es una técnica fiable en el diagndstico de
enfermedad gastrointestinal por CMV.

9.- La PCR-RT en tejido gastrointestinal permite realizar un diagndstico precoz de enfermedad
por CMV (“posible” enfermedad por CMV) e iniciar el tratamiento antiviral de manera precoz,
con carga viral mas baja, lo que puede aumentar la eficacia del tratamiento.
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10.- Es posible definir un punto de corte fiable para el diagndstico de enfermedad
gastrointestinal por CMV (>10.000 copias/ug), lo cual permitiria realizar tratamiento de forma
mas precoz y seria Ultil para la evaluacion de la respuesta al tratamiento antiviral.

11.- La ciclofosfamida post-TPH modifica la epidemiologia de la infeccion por CMV
presentando una mediana de aparicién mas precoz (30 dias), mayor incidencia de infeccién
refractaria y tendencia a mayor incidencia de enfermedad por CMV. Debido a estos cambios
epidemioldgicos el tiempo de exposicion a antivirales es superior, lo que aumenta el riesgo de
desarrollar resistencias a los farmacos y de aumentar la toxicidad secundaria a los mismos.

12.- Identificar los factores de riesgo que presenta cada paciente para desarrollar infeccién por
CMV asi como el uso de las nuevas herramientas disponibles, permite disefiar estrategias
individualizadas de profilaxis y tratamiento que sean eficaces en la prevencién de la infeccion y
enfermedad por CMV y a la vez minimizar la toxicidad, disminuir la morbilidad asociada y
mejorar la supervivencia global de los pacientes.
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