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1. Caracteristicas del citomegalovirus (CMV)

1.1. Familia Herpesviridae

La familia Herpesviridae presenta una serie de caracteristicas comunes en
cuanto a su estructura y genoma. En concreto, dichos virus presentan un genoma de
ADN de doble cadena en el interior de una nucleocapsida icosaédrica, rodeada a su vez
por un tegumento formado por distintas proteinas y englobado todo por una doble
membrana lipidica que proviene de la célula a la que infecta y que, por tanto, posee
tanto proteinas virales como del hospedador. Todos los herpesvirus presentan dos fases
de replicacién: una litica, en la cual la replicacion viral da lugar a la lisis de la célula
hospedadora, y otra fase latente, durante la cual son capaces de establecer infecciones
de por vida gracias a la insercion del genoma viral en la célula infectada y a multiples

formas de evasion del sistema inmune (1).

La familia Herpesviridae se divide en 3 subfamilias, la Alphaherpesviridae,
Betaherpesviridae y Gammaherpesviridae. El citomegalovirus humano (HCMV o
HHV-5) pertenece a la subfamilia Betaherpesviridae, cuyos miembros se caracterizan
por tener un ciclo reproductivo méas lento y establecer latencia en los leucocitos o

globulos blancos (2).

1.2. Estructura del CMV

El CMV es el virus de mayor tamafio de la familia Herpesviridae, siendo
también el de mayor tamafio capaz de infectar al ser humano. Es un virus envuelto con
una bicapa lipidica que rodea una nucleocépsida icosaédrica, donde se encuentra un
genoma de ADN lineal de doble cadena que consta de 230 kilobases aproximadamente,
el cual codifica unos 165 genes y presenta un Unico origen de replicacién. Su genoma se
encuentra dividido en secuencias internas repetidas (IRS) y secuencias Unicas
clasificadas en funcion de su tamafio: secuencias largas (UL) y cortas (US), ademas de
dos secuencias terminales repetidas (TRS). Los genes se clasifican en funcion de su
expresion: genes de expresion precoz (IE 6 o), temprana (E 6 B) y tardia (L 6 y), que se
dividen a su vez en dos categorias: “leaky-late genes” o y1 (genes poco tardios), que son
independientes de la sintesis de ADN, y los “true-late genes” o v, (genes

verdaderamente tardios), dependientes de la sintesis del ADN viral (3).

2
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La nucleocapsida de CMV la componen 162 capsémeros y estd formada
integramente por proteinas virales: pUL86, pUL85, pUL46 y pUL48-49, que conforman

casi el 30% del total de proteinas que componen el virion (Fig. 1).

La nucleocépsida se encuentra rodeada por una matriz amorfa de naturaleza
proteica conocida como tegumento (Fig. 1), compuesta por 14 proteinas diferentes. Sus
funciones son muy variadas, participando en la entrada del virus en la célula
hospedadora, en la expresion de los genes viricos, en la evasion del sistema inmune, en
el ensamblaje y la salida de la nueva progenie virica. La proteina mas destacada del
tegumento es la fosfoproteina 65 (pp65 o pUL83), que es liberada en el nucleo de la
célula infectada durante la infeccion al inicio de la fase litica. También es la mas
abundante y altamente antigénica, de ahi que sea utilizada como diana para la deteccion
diagnostica de CMV. La proteina pp65 es la principal diana tanto de la respuesta
humoral como de los linfocitos T citotoxicos. Ademas, interacciona con numerosas
cascadas de sefializacion de la activacion de la respuesta inmune, actuando
fundamentalmente en aquellas implicadas en la evasion de la respuesta inmune (4, 5).
Otras proteinas importantes del tegumento son la pp71 o pUL82, que participa en la
activacion del virion, la pp150 o pUL48, que participa en la maduracién del virién, la
pp28 0 pUL99 y la pULA48.

Por ultimo, el virus presenta una envuelta formada por una doble membrana
lipidica, la cual procede de la célula previamente infectada (Fig. 1). Dicha envuelta
presenta al menos 20 glicoproteinas virales que ejercen funciones fundamentales en la
penetracion del virus en la célula diana, la transmision del virus célula a célula y la

maduracion de los viriones. Incluye las glicoproteinas B (gB), la gH, gL, gM, gN vy la
g0 (4).
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Figura 1. Estructura basica del CMV (adaptado de Sherris Medical Microbiology, 4th
ed.)
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1.3. Ciclo de vida de CMV

El CMV infecta principalmente a células endoteliales y epiteliales, aunque
también es capaz de infectar otros tipos celulares, como células del musculo liso, células
mesenquimales, hepatocitos, granulocitos, macrdéfagos, neutrofilos, neuronas y células
del estroma. En su fase de latencia se puede encontrar en los progenitores de la linea
mieloide y las células CD34" (6).

La entrada del CMV en la célula hospedadora se produce tras el reconocimiento
inicial de las glicoproteinas de la envuelta viral gM y gB y de los proteoglicanos
heparan-sulfato (HSPGs) de la membrana plasmatica (Fig. 2). A continuacion, la unién
del virus con la superficie celular se hace mas estable al interaccionar la glicoproteina
gB con uno o mas receptores celulares, como hetero-dimeros de integrina especificos o
el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Durante la fase final de la
entrada del virus, se produce la fusion de las envueltas celulares y virales, en las que
juegan un papel fundamental las glicoproteinas viricas gB y gH/gL, tras la cual se
liberan la nucleocapsida y las proteinas del tegumento en el citoplasma de la célula
infectada (7).



I.INTRODUCCION

Figura 2. Modelo de entrada del CMV en la célula hospedadora (Compton T., 2004)
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Una vez en el citoplasma, la nucleocapsida es transportada al nucleo por un
mecanismo aun desconocido, pero en el que estdn implicadas proteinas virales y los
microtubulos del citoesqueleto celular. EI ADN viral es traslocado al ndcleo, donde la
proteina del virion pp71 activa la expresion de los genes IE1-p72 y IE2-p86. Ambos se
encargan de reclutar ARN polimerasa Il de la célula hospedadora con el fin de
transcribir los genes E en lugares especiales del nucleo. Las proteinas de los genes E
llevan a cabo tanto la sintesis del ADN viral (que comienza a las 24 horas de la
infeccidn y cuyo pico se produce a las 48 horas), como la expresion de los genes L. Los
genes tardios se encargan de la sintesis de las proteinas estructurales del virion que, tras
su ensamblaje (empieza a las 48 horas y su maximo es a las 72-96 horas), permiten la

salida de la célula para continuar la infeccion (Fig. 3).
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Figura 3. Ciclo de vida del CMV en una célula humana (Crough T., 2009)
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Cuando las proteinas IE son reprimidas el virus entra en fase de latencia,
mientras que la expresion de los genes IE estd asociada con su reactivacion (8). La
reactivacion del virus desde el estado de latencia es un paso clave en la patogénesis de
la infeccion. La reactivacion se produce por diversos estimulos como la
inmunosupresion, inflamacidn, infeccion o estrés (9). Se sabe que las citoquinas pro-
inflamatorias TNF-o y GM-CSF inducen la diferenciacion de los monocitos a
macrdfagos o células dendriticas, dando lugar asi a la transcripcion de los genes IE del
CMV latente (10). Debido a que las proteinas IE son las primeras que se expresan tras la

reactivacion, son la diana principal de los linfocitos T (11).

2. Infeccién causada por CMV

2.1. Epidemiologia

La infeccion por CMV estd ampliamente distribuida en la poblacion mundial,
presentando una gran variabilidad tanto geografica como demogréafica. En cuanto a la

distribucion geografica, la seroprevalencia de CMV medida por los anticuerpos 1gG
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(que indica una infeccion pasada) se encuentra alrededor del 60% en paises
desarrollados, mientras que en paises en vias de desarrollo y subdesarrollados este
porcentaje llega a alcanzar el 100%. La infeccion puede ser adquirida por individuos de
cualquier edad y desarrollo. En general, los datos geogréaficos estan relacionados con el
nivel socioeconémico, ya que las personas con menores posibilidades presentan
mayores tasas de seroprevalencia de CMV (12). En Espafia, la seroprevalencia se
encuentra en torno al 62,8% variando levemente en funcion del sexo (58,4% en
hombres y 66,7% en mujeres) y de la edad (43,7% en nifios de 6 a 10 afios y de 79,1%
en adultos de 31 a 40 afos) (13).

El citomegalovirus puede transmitirse por via vertical u horizontal. La
transmision vertical, con una incidencia de hasta el 56%, es la que se produce entre la
madre Yy el feto, pudiendo ocurrir como una infeccion intrauterina (infeccion congénita).
La mayoria de los bebes infectados de manera congénita son asintomaticos,
aproximadamente sélo 1 de cada 10 bebés con infeccion congénita presenta sintomas
(14). La segunda ruta de transmision vertical seria a través de la leche materna y
secreciones vaginales. En la leche, la carga viral es menor que en las secreciones
vaginales, donde pueden darse altas concentraciones del virus, aunque la trasmision a

través de la leche materna se produce de forma continuada (15).

La transmision horizontal se produce por varias vias. En primer lugar, a través
de las secreciones respiratorias, mas frecuente durante la infancia. En segundo lugar,
por transmision sexual. En tercer lugar, a través de transfusiones de hemoderivados,
aunque actualmente, gracias al mantenimiento de los concentrados de hematies a 4°C
antes de la transfusion, la incidencia ha pasado de un 30-60% a principios de la década
de los 90 (16), a un 1%. En el caso de que los productos sanguineos sean
desleucocitados por filtracion, el riesgo de transmisién se reduce practicamente a cero
(17). Otra via de transmision horizontal, aunque resulta muy improbable, tiene lugar en
el trasplante de progenitores hematopoyéticos (18). Sin embargo, la incidencia de
transmision horizontal es mas importante en los receptores de trasplante de organo
solido, en los que los donantes seropositivos para CMV transmiten frecuentemente el

virus (aproximadamente un 78% de los casos) a los receptores seronegativos (19).

2.2. Patogeénesis y patologia del CMV
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La enfermedad por CMV se produce por la actividad litica de los viriones, que
provoca sintomas en el huésped, como inflamacion y otras reacciones fisiopatoldgicas.
La infeccién puede ocurrir de novo, denominada infeccion primaria, a través de la
reactivacion de una infeccion latente o como una re-infeccion. El virus inicialmente
penetra por el epitelio del tracto digestivo, respiratorio o genito-urinario. Los leucocitos
y las células epiteliales de los vasos sanguineos favorecen la transmision del CMV.
Durante la fase aguda de la infeccion, se han encontrado antigenos virales en neutrofilos
y monocitos, de ahi que la eliminacion de los leucocitos sea determinante para evitar la
transmision sanguinea del CMV. Se ha comprobado que los macro6fagos capaces de
infiltrarse en los tejidos son también reservorios de replicacion viral. Por otra parte, se
ha descrito que el CMV codifica determinadas citoquinas que actGan como
aglutinadoras de neutrofilos y monocitos, facilitando asi su diseminacién a través de

estos tipos celulares (20).

La diseminacion sanguinea del CMV es seguida de la infeccion de las células
epiteliales. La infeccion por CMV se detecta por la estructura morfologica de ‘ojo de
buho’ caracteristica que adquieren las células infectadas (Fig. 4), formadas por
inclusiones intranucleares (acumulacion de nucleocapsidas en formacién) que desplazan

la cromatina (21).

Figura 4. Cuerpo de inclusién de CMV en célula hepatica (adaptada de
www.telmeds.org)
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El citomegalovirus causa pocas complicaciones en el individuo
inmunocompetente. Sin embargo, en el feto, en el neonato y en pacientes
inmunocomprometidos, la infeccién por CMV puede llegar a causar sintomas clinicos

severos (Tabla 1).

Tabla 1. Sintomas clinicos de la infeccion por CMV segun el tipo de pacientes.

Tipo de paciente Sintomas clinicos

Individuo sano Normalmente asintomético, menos frecuente
sindrome mononucledsico con fiebre, mialgias,
adenopatias, hepatomegalia

Feto/Neonato con infeccion Ictericia, hepatoesplenomegalia, petequias,
congénita microcefalia, hipotonia, convulsiones, letargo

Receptores de trasplante de Sindrome febril con leucopenia, enfermedad
organo solido invasiva de tejido en forma de neumonitis,

enterocolitis, esofagitis, gastritis, hepatitis,
retinitis,  nefritis,  cistitis, miocarditis 0
pancreatitis.

Receptores de progenitores Sindrome viral, neumonitis, enterocolitis,
hematopoyéticos esofagitis, gastritis, hepatitis, retinitis o0
encefalitis

Pacientes infectados con VIH Retinitis, enterocolitis, esofagitis, gastritis

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia humana

La infeccion primaria en el individuo inmunocompetente es normalmente
asintomética y no suele causar enfermedad. En ciertos casos, puede resultar en un
sindrome mononucledtico clinicamente indistinguible de una infecciéon primaria del
virus Epstein-Barr (VEB), con fiebre, mialgias, linfoadenopatias y hepatomegalia (22).
Otro grupo de pacientes que exhiben evidencias indirectas de la infeccion por CMV son
aquellos individuos inmunocompetentes que requieren su ingreso repentino en la unidad
de cuidados intensivos (UCI) por infarto de miocardio, shock séptico o quemaduras
(23).

La infeccion congénita es el principal motivo de sordera en los neonatos y una
causa importante de desarrollo de anomalias neuroldgicas (24). Otra serie de sintomas

relacionados con esta poblacion se encuentran resumidos en la tabla 1.
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Citomegalovirus es una causa importante de morbilidad entre los individuos
inmunocomprometidos tales como los infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y los pacientes receptores de alotrasplantes. La manifestacion mas
comdn de enfermedad por CMV en pacientes infectados con VIH es la retinitis,
caracterizada por una necrosis hemorragica de la retina (25). Antes de la introduccion de
la terapia antirretroviral de alta actividad o combinada (TARGA), hasta un 40% de los
pacientes infectados con VIH desarrollaban retinitis por CMV (26). Desde entonces, la
incidencia del CMV en esta poblacion ha disminuido significativamente, ya que cada
vez menos pacientes tienen un recuento de células T CD4" por debajo de las 100
celulas/ul, umbral relacionado con un mayor riesgo de sufrir enfermedad por CMV en
individuos infectados con VIH (27).

Debido a la inmunodeficiencia provocada tras el trasplante alogénico de
precursores hematopoyéticos, este grupo de trasplantados tienen un riesgo de desarrollar
una infeccion primaria por CMV de hasta un 30% en pacientes seronegativos. Sin
embargo, la forma mas frecuente de infeccion por CMV, con tasas de hasta un 80%,
ocurre en pacientes seropositivos por reactivacion del virus (28). Las manifestaciones
clinicas mas comunes de la enfermedad temprana por CMV (100 primeros dias
postrasplante) son neumonitis y enterocolitis (29). A pesar de que los nuevos
tratamientos y estrategias han reducido la incidencia de enfermedad temprana, también
han contribuido a un incremento en las tasas de hematotoxicidad y a un empeoramiento
de la reconstitucion de la respuesta inmune. Por tanto, estan emergiendo como un nuevo
problema las infecciones fungicas invasoras y la enfermedad tardia por CMV (que

ocurre después de los 100 primeros dias postrasplante; 30, 31).

El grupo de receptores de trasplante de érgano sélido lo trataremos en el

siguiente apartado.

Finalmente, se ha demostrado que la infeccién por CMV causa los cambios que
llevan a los individuos de avanzada edad a tener un ‘fenotipo de alto riesgo inmune’,
aunque aun no esta clara su relacion con la mayor mortalidad observada en esta
poblacion (32).

3. Infeccidén por CMV en pacientes receptores de 6rgano solido (TOS)
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En receptores de TOS, la infeccion o replicacion por CMV es definida como la
deteccion del virus, ya sean proteinas o acidos nucleicos virales, en cualquier fluido
corporal o muestra de tejido. La enfermedad por CMV se define como el desarrollo de
sintomas o0 signos asociados a la aparicion del virus, y puede categorizarse de dos
formas, como sindrome viral o como enfermedad invasiva de tejido. El sindrome viral
se define por la presencia de fiebre (>38°C) durante al menos 2 dias en un periodo de 4
dias, asociada a leucopenia, trombocitopenia o elevacion de transaminasas, junto con la
deteccion de infeccion por CMV en sangre. La enfermedad de érgano se manifiesta por
sintomas y signos en el 6rgano afectado, requiriendo para el diagndstico definitivo la
presencia de un cuadro clinico-analitico compatible junto con la presencia de cuerpos de
inclusién o antigenos virales detectados mediante inmunohistoquimica en una biopsia
(33). La forma de enfermedad de 6rgano mas frecuente es la enfermedad digestiva,
aunque puede afectar a otros d6rganos como en el caso de neumonia, hepatitis,

encefalitis, retinitis, nefritis, cistitis, miocarditis y pancreatitis (Tabla 1).

Antes de la amplia difusion de la profilaxis entre los receptores de TOS, la
enfermedad por CMV ocurria tipicamente en los tres primeros meses después del
trasplante. Sin embargo, la cronologia de la enfermedad estd cambiando, ya que en la
mayoria de casos ésta se produce tras el fin de la profilaxis antiviral, es decir, después
de los tres meses postrasplante, por lo que se habla de ‘enfermedad tardia por CMV’. La
enfermedad tardia se ha asociado a un mayor riesgo de pérdida del injerto y a mayor
mortalidad (34).

Los sintomas tanto del sindrome viral como de la enfermedad invasiva de tejido
estan relacionados con los efectos directos de la replicacion del virus en la fase aguda de
la infeccion. Sin embargo, CMV produce también una serie de efectos indirectos
asociados a largos periodos de replicacion viral de bajo nivel (35), como son la
aparicion de infecciones fungicas (Pneumocystis jiroveci, Aspergillus spp., Candida
spp.) (36), incremento del riesgo de bacteriemias (37), asi como la reactivacion de otros
herpesvirus como el Herpes Simplex o el Epstein-Barr, que puede causar a su vez el
sindrome linfoproliferativo postrasplante (38). También se asocia con el rechazo agudo
y cronico del injerto trasplantado (39), asi como con la pérdida del injerto (40). Algunos
de los efectos indirectos especificos para cada tipo de trasplante que se asocian con

CMV serian la estenosis de arteria renal en los trasplantados renales (41), vasculopatia
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de las arterias coronarias en trasplantados cardiacos (42), la obliteracion bronquiolitica
en los de pulmén (43) y el sindrome de desaparicion de los conductos biliares en los
trasplantados hepaticos (44). Ademas, también se ha asociado la infeccién por CMV
con la aparicion de diabetes mellitus después del trasplante (45). En cualquier caso, no
existe consenso aun en si los efectos indirectos asociados con el CMV son causados por
la replicacién del virus o, por el contrario, la replicacion de CMV es provocada por la

accion de dichos efectos indirectos (33).

Muchos de estos efectos indirectos asociados con la infeccion por CMV parecen
estar relacionados con la capacidad del virus de utilizar diversos mecanismos para
evadir la respuesta inmune, como por ejemplo la disminucion de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 y 1l (MHC-1 y MHC-II) (46), la
disminucion de la expresion de células presentadoras de antigenos (APCs) y la
produccion de un homologo del MHC-I que interfiere en la presentacion de antigenos
de la célula infectada para bloguear asi el reconocimiento y destruccion por parte de las
células natural killer (NK) y células T citotoxicas (47). Otras consecuencias de la
inmunosupresion ejercida por el CMV son la inhibicion de la proliferacion de linfocitos
T, promoviendo su apoptosis a través de la expresion del receptor de muerte celular PD-
1 (48) y reduciendo su capacidad de secretar interleuquina 2 (IL-2) e interferon gamma
(IFNy) (49). También es capaz de modular la respuesta humoral mediante la produccion
de un receptor viral homdlogo al fragmento cristalizable o constante de los anticuerpos
(Fc) (50), que permite evadir tanto a las inmunoglobulinas G (IgG) especificas frente al
virus como al sistema del complemento (51). Citomegalovirus es también capaz de
reducir la migracion de macrofagos al area de infeccion del virus mediante la disrupcion
de su citoesqueleto y la expresién de diversos homologos de citoquinas que reducen su
quimioatraccion (52). Todos estos efectos inmunosupresores, combinados con la
inmunosupresion farmacologica tipica de estos pacientes, parecen estar directamente
relacionados con las mayores tasas de infecciones flngicas, bacterianas y viricas

observadas en los pacientes con replicacion o enfermedad por CMV.

3.1. Factores de riesgo de la infeccion por CMV en receptores de TOS

A pesar de los grandes avances en los tratamientos antivirales, la infeccion por

CMV continda teniendo un gran impacto en la morbilidad y supervivencia del injerto en
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el paciente trasplantando de érgano sélido a través de una diversidad de efectos directos
e indirectos. Méas del 50% de los receptores de TOS muestran evidencias de infeccidn
por CMV, con una tasa de enfermedad sintomaética que se sitda entre un 10 y un 50%,

dependiendo del seroestatus del receptor (R) y el donante (D) (53).

El riesgo de desarrollar enfermedad por CMV en los receptores de TOS depende
de una serie de factores entre los que se encuentran el seroestatus del donante y receptor
del trasplante, el tipo de 6rgano trasplantado y el estado global de inmunosupresion del

paciente, entre otros.
3.1.1. Seroestatus

El riesgo de desarrollar infeccién por CMV esta relacionado con el seroestatus
del donante y del receptor del trasplante. Los pacientes con mayor riesgo son los
receptores seronegativos que reciben un injerto procedente de un donante seropositivo
(D+/R-). El virus latente en el injerto puede reactivarse causando una infeccion primaria
que en general es mas grave debido a la ausencia de respuesta inmune especifica contra
el virus. Tienen un riesgo 20 veces mayor de desarrollar enfermedad por CMV que los
receptores seropositivos (54), y la mayoria de casos de enfermedad tardia se produce
también en este tipo de pacientes. Los pacientes de bajo riesgo de desarrollar
enfermedad por CMV son los receptores seropositivos que reciben un oOrgano
seronegativo (D-/R+) o seropositivo (D+/R+). En estos pacientes, la infeccion se puede
producir por una reactivacion del virus latente en el receptor o a través de una
reinfeccion del virus latente en el donante. Ambas formas de infeccion suelen provocar
una sintomatologia menor que en el caso de los trasplantados de alto riesgo; sin
embargo, a pesar de tener una supuesta respuesta inmune especifica contra CMV,
siguen existiendo datos de infeccion e incluso de enfermedad (55, 56, 57). Los
receptores seronegativos que reciben un injerto seronegativo (D-/R-) son los que tienen
menor riesgo de desarrollar infeccién por CMV (57), a menos que reciban transfusiones

sanguineas de receptores seropositivos (56) o exhiban una infeccion primaria.
3.1.2. Tipo de 6rgano

Los trasplantados de pulmdn, intestino y pancreas tienen un riesgo mayor de
sufrir infeccion por CMV y que ésta sea mas grave que los trasplantados de rifion,

higado y corazdn. Los principales motivos podrian ser la mayor intensidad de la
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inmunosupresion 'y la mayor cantidad de tejido linfoide que conllevan dichos
trasplantes, por lo que la probabilidad de adquirir monocitos y otras células linfoides

infectadas por CMV latente o en replicacion es mayor (58).
3.1.3. Tiempo postrasplante

El periodo de riesgo maximo de infeccién por CMV se situa entre el primer vy el
sexto mes postrasplante, produciéndose el pico de incidencia entre el segundo y tercer
mes. Sin embargo, ciertos factores pueden adelantar o atrasar dicha cronologia, tales
como el uso de inmunosupresores como las inmunoglobulinas antitimociticas (ATG) o

el uso de profilaxis universal, respectivamente (59).
3.1.4. Agentes inmunosupresores

Los tratamientos inmunosupresores son imprescindibles para prevenir el rechazo
del injerto y evitar las respuestas especificas humorales y celulares contra el mismo.
Esto favorece la replicacion incontrolada del CMV latente y el aumento del riesgo de
enfermedad. En concreto, producen dichos efectos la metilprednisolona (60) y el
micofenolato mofetilo (61) a dosis elevadas, y los agentes deplectores de linfocitos
como las globulinas antilinfocitarias (ALG), antitimociticas (ATG) (62) y los
anticuerpos monoclonales OKT3 (anti-CD3) (63) y alemtuzumab (anti-CD25) (64),
especialmente tras su uso como tratamiento para el rechazo agudo. Otros
inmunosupresores frecuentemente usados en la practica clinica como la ciclosporina,
tacrolimus y prednisolona, usados a las dosis convencionales, no suelen reactivar al
CMV latente, aunque si aumentan su virulencia cuando se encuentra en fase replicativa
(33). Los anticuerpos monoclonales anti-CD25 basiliximab y daclizumab tampoco estan
relacionados con un aumento del riesgo de infeccion o enfermedad por CMV (65). Por
otra parte, existen agentes inmunosupresores gque Se asocian con un riesgo menor de
infeccion y enfermedad por CMV. Son los inhibidores de mTOR como el everolimus o

sirolimus (66).
3.1.5. Otros factores

El estado global o neto de inmunosupresion en el receptor de TOS est4
determinado por variables como la dosis, duracion y tipo de agentes inmunosupresores,
comorbilidades subyacentes, la edad o deficiencias en el sistema inmune del individuo
(59).
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Los agentes inmunosupresores han sido tratados en el anterior apartado.
Respecto a las comorbilidades adyacentes, se ha comprobado un mayor riesgo de
enfermedad por CMV con la reactivacion y replicacion de otros herpes virus como los
herpes virus humanos tipos 6 y 7 (67). Si los eventos de rechazo son causa 0
consecuencia de la infeccion por CMV es una cuestion adn por resolver, aunque parece
que el rechazo provoca un ambiente pro-inflamatorio que facilita la reactivacion del
virus (68). La edad del donante por encima de los 60 afios, el trasplante de rifion cadaver
0 la edad avanzada de los receptores también han sido asociados con una mayor
incidencia de infeccién por CMV (69). Por ultimo, las alteraciones genéticas en el
sistema inmune innato y adaptativo, como polimorfismos en ciertos receptores ‘Toll-
like’ (70) y lectinas de unién a manosa (71), defectos de citoquinas como la interleucina
10 (IL-10) (72) y deficiencias en las células especificas T CD8" y CD4" (73) y en la
expresion de los genes implicados en la evasion del virus (74), se han relacionado

también con una mayor incidencia de infeccion y enfermedad por CMV.

3.2. Diagnoéstico de la infeccion por CMV

Las pruebas de laboratorio disponibles para la exploracion y diagnéstico de la
infeccion por CMV son la histopatologia, cultivo viral, serologia, antigenemia de la

proteina pp65 y las pruebas cuantitativas de &cido nucleicos virales.
3.2.1. Histopatologia

Se trata de una técnica en la que se obtiene una muestra del tejido que se
sospecha infectado mediante biopsia para su posterior analisis por histologia. El
diagnostico se basa en la presencia de cuerpos de inclusidn, tipicas inclusiones basoéfilas
intranucleares, aunque también se pueden ver inclusiones citoplasmaticas eosinofilicas.
Los estudios inmunohistoquimicos utilizan sondas de ADN complementario (ADNCc)

especificos contra CMV para la hibridacién in situ.

Debido a la existencia de otras pruebas menos invasivas, la histopatologia se usa
para confirmar el diagndstico de enfermedad de 6rgano (excepto para la retinitis y la
enfermedad del sistema nervioso central), cuando existen sospechas de rechazo (ya que
mientras que el rechazo requiere un aumento de la inmunosupresion, el tratamiento por

CMV requiere un reduccion del mismo) y cuando existen sospechas de co-infeccion por
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otros patogenos (especialmente cuando los pacientes no responden al tratamiento anti-
CMV). Las limitaciones mas importantes de esta prueba son la imposibilidad de su
practica en ciertas situaciones clinicas y la discordancia existente entre los resultados
histopatologicos y la determinacion de la carga viral en muestras sanguineas en algunos

casos, sobre todo en la enfermedad gastrointestinal por CMV (58).
3.2.2. Cultivo de virus

El cultivo viral en fibroblastos humanos se trata de una prueba muy especifica en
el diagndstico de la infeccion por CMV. Sin embargo, su reducida sensibilidad y
lentitud (puede llevar semanas hasta que el virus sea detectado) lo convierten en una

técnica poco usada actualmente.

Su principal utilidad radica en el aislamiento del virus en tejidos donde las
técnicas cuantitativas de acido nucleicos no estan optimizadas y en la deteccion
fenotipica de resistencia a antiviricos, aunque actualmente los ensayos genotipicos son

la prueba de referencia.
3.2.3. Serologia

Consiste en la deteccion de anticuerpos especificos frente a CMV (IgG e IgM).
Las técnicas inmunoenziméticas (ELISA), inmunofluorescencia, fijacion del

complemento y aglutinacion pasiva en latex son las mas usadas para su deteccion.

La IgM especifica de CMV se detecta en las primeras dos semanas después de la
aparicion de signos y sintomas y puede persistir hasta 4 6 6 meses después. Indican, por
tanto, infeccion reciente, reactivacion de una infeccion primaria o un falso positivo. La
IgG especifica no suele ser detectables hasta 2 6 3 semanas después de la aparicion de
signos y sintomas y persisten toda la vida. Por tanto, indican infeccion pasada en algun

momento de la vida, no pudiéndose determinar cuando.

Los estudios seroldgicos son de poca utilidad para el diagnostico de la infeccion
y enfermedad por CMV, limitdndose su uso a la estratificacion del riesgo de los
pacientes TOS antes del trasplante, en funcion de la discordancia existente entre el

receptor (R) y el donante (D) del injerto.

3.2.4. Antigenemia
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Las pruebas de antigenemia detectan el antigeno viral, la proteina pp65 de CMV,
en los leucocitos de sangre periférica infectados mediante técnicas de
inmunofluorescencia. Se ha usado ampliamente por su rapidez y mayor sensibilidad que
los cultivos celulares. Sin embargo, la ausencia de estandarizacion de la técnica, el largo
procesado que requiere la muestra y su limitacién en pacientes leucopénicos han
provocado que sean reemplazadas por las técnicas cuantitativas de deteccion de acidos

nucleicos (75).
3.2.5. Pruebas cuantitativas de acidos nucleicos

Consisten en la deteccion del ADN o ARN viral mediante PCR cuantitativa en
tiempo real, lo cual permite cuantificar la muestra en copias de genoma/ml de fluido. Se
pueden practicar en muestras de orina, sangre completa y plasma. Ademas, gracias a su
elevada especificidad y sensibilidad, se han convertido en la prueba diagnéstica de
referencia en los receptores de TOS. Las mayores desventajas de estos métodos han
estado asociadas a la gran variabilidad de soluciones y agentes comerciales usados,
tipos de muestra utilizada, métodos de extraccion del acido nucleico, etc., lo que ha
contribuido a diferencias significativas entre los resultados obtenidos en distintos
laboratorios y la falta de aplicabilidad de resultados (76). Por dicho motivo, existen muy
pocos umbrales de replicacion viral normalizados recomendados para el inicio del
tratamiento antiviral en pacientes con tratamiento anticipado. Para paliar esta falta de
estandarizacion, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), comercializé en 2010 el
primer estandar internacional para la normalizacion de las técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos de CMV, transformando los resultados de copias/ml a Unidades

Internacionales/ml (Ul/ml).

3.3. Manejo clinico de la infeccion por CMV

A finales de la década de los 80 y principios de los 90, CMV era la infeccién
viral més frecuente en receptores de TOS, causando una elevada morbi-mortalidad. La
significativa reduccion de los niveles de infeccion, enfermedad y mortalidad por CMV
se ha debido a los avances en su diagnostico, prevencion y tratamiento. Resultan
fundamentales tanto el tratamiento agresivo como prevenir y diagnosticar la infeccion

cuanto antes. Para conseguirlo, se siguen principalmente dos estrategias terapéuticas: la
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profilaxis universal y el tratamiento anticipado. El denominador comuin en ambos casos
es el uso de antivirales especificos frente al virus, los cuales han conseguido reducir de

forma significativa los efectos directos e indirectos de la infeccion.
3.3.1. Antivirales especificos contra CMV

El desarrollo de nuevos antivirales ha disminuido significativamente la

incidencia de morbi-mortalidad por CMV, asi como la incidencia de efectos indirectos.

Los principales farmacos empleados frente a la infeccion por CMV son el
ganciclovir y su reformulacion, valganciclovir. Como segunda y tercera linea de
tratamiento, estd recomendada la administracion de foscarnet y cidofovir,
respectivamente. Por Gltimo, otra serie de compuestos que estan en fase experimental,
entre los que se encuentran el maribavir, letermovir y brincidofovir como mas

prometedores (Tabla 2; 77).
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Tabla 2. Principales farmacos especificos contra CMV.

Farmaco

Mecanismo de accion

Administracién y usos

Limitaciones

Disponibilidad

Ganciclovir

Valganciclovir

Foscarnet

Cidofovir

Maribavir

Letermovir

Brincidofovir

Terminador de la cadena de ADN
durante la replicacién viral después
de la fosforilacion por pUL97

Derivado estérico del ganciclovir

Inhibicion directa de la ADN
polimerasa viral

Inhibicion directa de la ADN
polimerasa viral

Inhibidor de la quinasa pUL97
Efectos en la subunidad pUL56 de

la terminasa viral

Derivado lipidico del cidofovir

Via intravenosa. Tratamiento
de la infeccién

Via oral. Tratamiento de la
infeccion, profilaxis universal
y tratamiento anticipado

Via intravenosa. Tratamiento
de la infeccion por CMV
resistente

Via intravenosa. Tratamiento
de la infeccion por CMV
resistente

Via oral. Profilaxis, tratamiento

de la infeccién

Via oral. Profilaxis, tratamiento

de la infeccidn.

Via oral. Profilaxis, tratamiento

de la infeccién.

Hematoxicidad,
posologia incomoda

Hematoxicidad, riesgo
de resistencia.

Elevada nefrotoxicidad

Elevada nefrotoxicidad

Poco efectivo

No se encuentran de
momento

Dolor abdominal,
estomatitis aftosa

Disponible en clinica

Disponible en clinica

Disponible en clinica

Disponible en clinica

Ensayos clinicos en
fase I11

Ensayos clinicos en
fase 111

Ensayos clinicos en
fase 111
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El ganciclovir es un andlogo del nucledsido 2’ desoxiguanosina. Inhibe la
replicacion del virus a traves del siguiente mecanismo de accion: primero, ganciclovir
es fosforilado por la proteina quinasa viral que codifica el gen UL97, convirtiéndose en
ganciclovir-mono-fosfato. Continda su fosforilacion por quinasas celulares hasta
transformarse en ganciclovir-tri-fosfato. Esta forma activa interactGa con la polimerasa
del virus (codificada por el gen UL54) compitiendo por el nucledsido desoxi-guanosina-
tri-fosfato (dAGTP) y provocando asi la terminacion de la replicacién del ADN viral (78).
Se administra via intravenosa y se suele indicar para el tratamiento de enfermedad por
CMV, cuando las cargas virales alcanzadas en un proceso infeccioso son muy elevadas
0 en casos en los que la absorcidn gastrointestinal es deficiente (58). Su principal efecto
secundario es la toxicidad hematoldgica (79). Esta toxicidad depende de la dosis
administrada y se suele manifestar como episodios de neutropenia y trombocitopenia
mas o menos grave, llegando a necesitar en ocasiones la administracion de factor
estimulante de colonias y/o la reduccion de los niveles de inmunosupresion. Otros
efectos secundarios menos frecuentes son anemia, sintomas del sistema nervioso

central, valores anormales de la funcidn hepatica, fiebre o erupciones cutaneas (80).

El valganciclovir es el éster del ganciclovir con el aminoécido L-valina. Una vez
hidrolizado, su mecanismo de accion es igual que el del ganciclovir. Se administra por
via oral, consiguiendo niveles plasmaticos mucho mas elevados que los del ganciclovir
oral. En los ultimos afios, gracias a la seguridad y eficacia demostrada del
valganciclovir (81), y a que disminuye la estancia hospitalaria y el riesgo de la terapia
parenteral, se ha convertido en el farmaco de eleccidn para el tratamiento de la infeccion
por CMV, excepto en los casos enumerados para la indicacion de ganciclovir
intravenoso. Los efectos secundarios generados son los mismos que en el caso del
ganciclovir, si bien se ha observado en algunos casos una incidencia mas elevada de

neutropenia, sobre todo en aquellos pacientes con tratamientos de larga duracion (82).

El foscarnet es un analogo del pirofosfato inorganico. Inhibe selectivamente la
ADN polimerasa viral interaccionando con el sitio de union de los pirofosfatos y
bloguea el anclaje de dichos grupos procedentes de los nucledsidos tri-fosfato que se
adicionan a la cadena de ADN en formacion. Esta considerado un tratamiento de

segunda linea, usado cuando el ganciclovir no ha funcionado, ya sea por resistencia de
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la estirpe viral o por neutropenia grave del paciente (78). El principal efecto secundario
es su elevada toxicidad renal, de ahi su aplicacion secundaria (83).

Cidofovir es un analogo del monofosfato de desoxicitidina (dACMP). Presenta un
mecanismo de accion similar al del foscarnet, actuando como terminador de la
replicacion viral al unirse a la ADN polimerasa de CMV. Se administra por via
intravenosa, aunque presenta una baja biodisponibilidad. Debido a su elevada
nefrotoxicidad estd considerado un tratamiento de tercera linea, por detrds de

ganciclovir y foscarnet (78).

La industria farmacéutica sigue investigando nuevos compuestos anti-CMV que
reduzcan los efectos secundarios de los farmacos disponibles actualmente. Los que maés
avanzados se encuentran, en fase 111 de ensayo clinico o incluso habiéndose utilizado en
casos aislados con éxito (84) son el maribavir, un inhibidor de la quinasa pUL97 de
CMV (77), letermovir, con efectos en la subunidad pUL56 de la terminasa viral (85), y
el brincidofovir, un derivado lipidico del cidofovir con menor nefrotoxicidad (86)
(Tabla 2).

3.3.2. Resistencias a antivirales

El origen de las resistencias a los tratamientos antivirales, se produce por la
existencia de mutaciones en el ADN del virus. Las principales mutaciones descritas
hasta el momento afectan a los genes UL97, que codifica la proteina quinasa, y UL54,
que codifica la ADN polimerasa. En el caso de UL97, se han establecido siete
mutaciones diferentes que se dan en la mayoria de casos de resistencia, las cuales
provocan un aumento de hasta 15 veces la cantidad de ganciclovir y valganciclovir
necesaria para ejercer su funcion antiviral (87). Las mutaciones del gen UL97 que
afectan al maribavir, el otro farmaco que actla sobre la quinasa, son diferentes que en el
caso del ganciclovir (88). Respecto al gen UL54, existe un amplio abanico de
mutaciones que se repiten en ciertos dominios funcionales y que confieren resistencia a
practicamente todos los antivirales inhibidores de una forma u otra de la replicacion
viral, como el ganciclovir, valganciclovir, foscarnet, cidofovir y su derivado el
brincidofovir (88). El unico antiviral no afectado por las mutaciones de los genes UL97
y UL54 es el letermovir, ya que se trata de un inhibidor del complejo de la terminasa del

CMV. Sin embargo, existen estudios in vitro que muestran una fuerte resistencia de
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mutaciones seleccionadas especificamente contra dicho farmaco, aunque sus efectos en

la clinica estan aun por encontrarse (89).

Existe sospecha de resistencia al tratamiento antiviral cuando los receptores de
TOS con infeccion o enfermedad por CMV, después de varias semanas de tratamiento
frente al mismo, siguen mostrando sintomas y/o la carga viral no disminuye o incluso

aumenta.

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de resistencia antiviral por
CMV son la exposicion prolongada al tratamiento en presencia de una infeccion activa,
la ausencia de inmunidad previa al virus (grupo de alto riesgo, D+/R-), la
inmunosupresion muy intensa y la inadecuada liberacion del antiviral, ya sea por su
administracion a concentraciones subdptimas, por su absorcion incorrecta o por la

variacion en su aclaramiento (87).

El diagnostico de una cepa de CMV resistente al tratamiento antiviral puede
realizarse por métodos fenotipicos o genotipicos. Los primeros estdn desaconsejados
debido a sus desventajas (tiempo requerido, ausencia de cepas clinicas con mutaciones
puras, variabilidad de resultados). Los genotipicos consisten en la deteccion de
mutaciones a través de la amplificacion y secuenciacion Sanger de los genes que
contienen las mutaciones mas frecuentes. Esto implica que las bases de datos de los

genes que contienen dichas mutaciones se encuentren en continua actualizacion (87).

Las consecuencias clinicas de la aparicion de cepas resistentes al tratamiento
antiviral oscilan entre la infeccidn asintomatica y las enfermedades invasivas de 6rgano
muy graves o incluso mortales (90). Las guias de practica clinica recomiendan instaurar
tratamiento con ganciclovir intravenoso a altas dosis y reducir el nivel de
inmunosupresion. En caso de un elevado nivel de resistencia se recomienda afiadir o
sustituir el antiviral por foscarnet y como tercera opcion cidofovir. Sin embargo, debido
a su elevada toxicidad y a la espera de la introduccion de los nuevos farmacos en fase
experimental, nuevas estrategias terapéuticas siguen surgiendo, como el uso de

inhibidores del mTOR, del artesunato o de la leflunomida (91).
3.3.3. Estrategias de prevencion

Existen dos estrategias terapéuticas principales usadas para la prevencion de la

enfermedad por CMV: la profilaxis universal y el tratamiento anticipado. Ambas tienen
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ventajas y desventajas (Tabla 3), y existen variaciones en su aplicacion clinica entre los
diferentes centros sanitarios. Sin embargo, las dos han demostrado ser eficaces para
prevenir la infeccion y enfermedad por CMV (33, 91). En algunos centros se practica
también una estrategia hibrida, en la que durante el periodo de mayor riesgo se utiliza
profilaxis, y luego se sucede a tratamiento anticipado en la etapa de riesgo intermedio.
Sin embargo, la eficacia de esta aproximacion no se ha demostrado aun (92).

Tabla 3. Ventajas y desventajas de la profilaxis universal y el tratamiento anticipado

Parametro Profilaxis universal Tratamiento anticipado

Prevencion de la Si Si, aunque no previene la

enfermedad por CMV infeccion

Prevencion de la No, sobre todo en pacientes Si

enfermedad tardia por de alto riesgo (R-/D+)

CMV

Prevencion de infecciones  Podria prevenir No existen suficientes

oportunistas datos

Prevencion del rechazo Podria prevenir No existen suficientes
datos

Supervivencia del injerto  Si Si

Resistencia a antivirales Poco comin Poco comuin

Toxicidad farmacologica  Mayor Menor

Dificultad de la Relativamente f4cil Mas dificultoso

implementacion

Coste Elevado en farmacos Elevado en  pruebas
diagnosticas

Desarrollo de inmunidad  No Si

especifica contra CMV

3.3.3.1. Profilaxis universal

La profilaxis universal consiste en la administracion temprana y continuada del
tratamiento antiviral durante el periodo de mayor incidencia de enfermedad por CMV,
que corresponde a los primeros 90-100 dias postrasplante, y comenzando durante los 10

primeros dias.
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Es la estrategia recomendada en pacientes de alto riesgo para CMV (D+/R-),
sobre todo en los receptores de 6rganos de mayor riesgo (pulmon, intestino y pancreas)

y en caso de que no se pueda asegurar una monitorizacion virolégica rigurosa (33).

La eficacia de la profilaxis universal sobre la reduccion de la incidencia de
enfermedad por CMV ha sido demostrada en numerosos estudios, ademas de poder
estar implicada en la reduccion de los efectos indirectos asociados a la infeccion, como

infecciones oportunistas, rechazo y supervivencia del injerto (93).

El principal farmaco usado en la administracion de la profilaxis universal es el
valganciclovir, siendo menos comunes el ganciclovir oral y el valaciclovir (s6lo en el

caso de receptores renales).

Las mayores desventajas de esta estrategia son la emergencia de cepas de CMV
resistentes y la toxicidad asociada a los antivirales y la alta incidencia de enfermedad
tardia tras la interrupcion del periodo de profilaxis, que ocurre hasta en un 12-30% de
los pacientes y puede asociarse a un riesgo mas elevado de mortalidad (94). Las
soluciones propuestas para solucionar este problema han sido varias (58), entre las que
se encuentran la extension de la duracién de la profilaxis hasta los 200 dias después del
trasplante (82) o incluso hasta completar el afio postrasplante (95), la administracion de
la estrategia hibrida antes explicada (92) o el uso durante la profilaxis de
inmunoglobulinas especificas contra CMV en trasplantados de alto riesgo de pulmon y
corazon (96).

3.3.3.2. Tratamiento anticipado

El tratamiento anticipado consiste en la administracién del tratamiento antiviral
cuando los pacientes presenten replicacion viral por encima de un umbral durante un
periodo de 2 a 3 semanas 0 hasta que la carga viral sea indetectable. Para ello es
necesario realizar una monitorizacion periodica de la replicacion viral con el objetivo de
detectar infecciones asintomaticas e indicar el inicio de tratamiento antiviral. Es decir,
una vez la replicacion alcanza un determinado valor umbral, se iniciaria dicho
tratamiento para evitar la progresion hacia una enfermedad sintomatica. La técnica de
monitorizacion méas usada actualmente para el diagnéstico de la viremia es la PCR a

tiempo real, seguida de la antigenemia pp65. Los intervalos para la monitorizacion son
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variables, oscilando entre 1 y 3 semanas por prueba diagndstica, y se realizan durante un
tiempo definido también variable entre 3 y 12 meses (91).

Al igual que la profilaxis universal, el tratamiento anticipado ha demostrado ser
efectivo reduciendo de forma similar el riesgo global de enfermedad por CMV (97).
Ademas, se disminuyen los costes por el uso de antivirales, el riesgo de toxicidad por el

tratamiento y el de aparicion de enfermedad tardia.

Es la estrategia recomendada en pacientes de bajo riesgo de enfermedad por
CMV (R+), principalmente en receptores de higado, rifidén y corazén (33, 91). Su uso
entre los pacientes de alto riesgo (D+/R-) esta en debate, ya que se sugiere que de esta
manera se produce una exposicion controlada con el virus que permitiria el desarrollo
de una respuesta inmune celular especifica frente al virus (98). En todo caso, la
monitorizacion que se estableceria para estos pacientes seria mas estrecha, con umbrales

de replicacién mucho maés bajos que en el caso de los pacientes de menor riesgo.

Como desventajas, el tratamiento anticipado parece no proteger de los efectos
indirectos de la replicacion del virus de manera tan efectiva como la profilaxis universal
(99). Ademas, debido a la falta de homogeneidad en las técnicas diagnosticas no existe
un valor umbral o punto de corte universalmente aceptado para el inicio del tratamiento
anticipado, por lo que las guias clinicas recomiendan que cada centro desarrolle su
propio protocolo de acuerdo a la técnica disponible en el laboratorio y al riesgo del
paciente (33, 91). Recientemente, se ha definido y posteriormente validado una carga
viral de 3983 Ul/ml como el umbral éptimo en el que comenzar el tratamiento en

receptores TOS de bajo riesgo de enfermedad por CMV (100).

Por tanto, siguen siendo necesarios mas estudios que analicen otros factores de
riesgo para el desarrollo de infeccion y enfermedad por CMV que influyan el

establecimiento de un valor umbral 6ptimo para la aplicacion del tratamiento anticipado.

4. Respuesta inmune frente a CMV en pacientes TOS

En las ultimas décadas, se ha demostrado la importancia de la respuesta inmune

en el control del desarrollo y gravedad de la infecciéon y enfermedad por CMV (11,
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101). El control inmunolégico de este virus es un proceso complejo y no entendido por
completo, en el que participan las respuestas inmunes innatas y adaptativas (22).

4.1. Inmunidad innata

La inmunidad innata representa la primera barrera frente a CMV en el proceso
infeccioso. Sin embargo, su importancia en el proceso de control del virus no se conoce

aun completamente.

Como otros patégenos, CMV es diana de los receptores Toll-like (TLR). La
estimulacion de dichos receptores provoca la secrecién de citoquinas que reclutan otras
células del sistema inmune innato como células dendriticas, macrdfagos, células
Natural Killer (NK), asi como componentes para la produccion de la respuesta
inflamatoria y para la activacion de la respuesta adaptativa. De esta forma, se han
asociado ciertos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, del inglés single-
nucleotide polymorphisms) con un mayor riesgo de sufrir enfermedad por CMV, como,
por ejemplo, una SNP en los receptores Toll-like tipo 2 y 4, en las lectinas de union a
manosas o en la ficolina-2 se han relacionado con un incremento de la replicacion y
gravedad de la infeccién por CMV en los pacientes que la presentaban (70, 102, 71,
103).

Las células NK son esenciales como parte de la respuesta inmune innata y
también por su colaboracién en la respuesta inmune adaptativa. En las primeras fases de
la infeccion, las células NK acttan especialmente frente al virus a través de mecanismos
de citotoxicidad o la secrecion de IFNy (104), de ahi que cuando estas células no actdan
correctamente, el individuo se hace vulnerable sobre todo a infecciones virales, como es
el caso del CMV. De esta manera, la expresion de un tipo de receptores de estas células
del sistema inmune innato, los receptores tipo inmunoglobulinas activadores de células
killer (KIR), se han relacionado inversamente con la replicacion de CMV en pacientes
TOS (105). Nuevas investigaciones in vitro tanto con CMV humano (106) como con
CMV murino (107) siguen poniendo de manifiesto la importancia de las células NK en

el control y transmision del virus durante su proceso infectivo.
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4.2. Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa constituye la Gltima linea de defensa frente a CMV, y
se caracteriza por su especificidad, memoria, clonalidad y autorregulacion. Tiene dos
tipos de respuesta que se complementan e interactian: la humoral, mediada por los
linfocitos B, y la celular, mediada por los linfocitos T. El papel de ambas respuestas ha

demostrado ser vital para el control de la replicacion del virus en el organismo.
4.2.1. Inmunidad humoral

La infeccion primaria por CMV induce una respuesta transitoria mediada por
IgM especificos, detectables a partir de la semana 2 pos-infeccién. Al mismo tiempo, se
genera la respuesta persistente mediada por 1gG especificos, detectables a partir de la
semana 2-4, y entre los que se encuentran los anticuerpos neutralizantes. La
contribucion de la respuesta humoral en la proteccion y control de la infeccion por
CMV ha sido debatida. Sin embargo, existen estudios que han demostrado que los
anticuerpos neutralizantes dirigidos contra las glicoproteinas B, H, L y pUL128-131 del
virus son fundamentales para restringir su diseminacion y la gravedad de la enfermedad,
especialmente tras la recurrencia de episodios de infeccion o re-infeccién (108, 109). En
receptores de TOS de pulmon y corazon, la hipogammaglobulinemia ha resultado ser un
factor de riesgo para el desarrollo de infeccion por CMV, aunque en receptores de rifién
e higado no se ha podido comprobar lo mismo (110, 111). En cualquier caso, como se
explicd anteriormente, los estudios seroldgicos son de poca utilidad actualmente para el
diagnostico de la infeccion y enfermedad por CMV, limitdndose su uso a la

estratificacion del riesgo de los pacientes TOS antes del trasplante.
4.2.2. Inmunidad celular

En el caso de una infeccidn primaria, la respuesta de las células se activa gracias
a numerosos antigenos como pp65, pp50, IEL, glicoproteina B, IE-2, etc. Estos
antigenos son procesados por las células presentadoras de antigeno, como las células
dendriticas o los macrofagos, que activan a las células T CD4" mediante la secrecion de
IL-12, 1L-18 e IL-23, las cuales secretan a su vez IL-2, IFNy y factor de necrosis
tumoral alpha (TNF-a). Las células T CD4" activan, entre otras, a la poblacion de
células T CD8" especificas de CMV, secretoras principalmente de IFNy y encargadas de
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la eliminacion de las células infectadas. Son capaces de expandirse localmente en
aquellos tejidos en los que se desarrolla una infeccion primaria por CMV (9).

La respuesta inmune especifica frente a CMV mediada por células T representa
el mecanismo de defensa mas importante frente a la infeccidn, gracias a la contribucion
de los linfocitos CD4" y CD8" al control de la replicacion del CMV vy a la destruccion
de las células infectadas por el virus (112). La presencia de células T especificas frente a
CMV fue comprobada por primera vez en un estudio de trasplante de progenitores
hematopoyéticos, en el que se observd que la mayoria de pacientes sin inmunidad
celular especifica desarrollaron enfermedad por CMV (113). Una prueba de que la
respuesta inmune celular T especifica es la mas importante frente a CMV lo constituye
el hecho de que hasta el 10% de todas las células T circulantes en individuos sanos son

especificas contra el virus, llegando al 40% en personas mayores (114).

En los ultimos afios también se ha puesto de manifiesto el papel de otros
subgrupos de células T, como las células T yd y las células T reguladoras (Tregs). La
deficiencia en la expansion de las células T yé durante la infeccion por CMV parece
estar relacionada con una mayor duracion de la misma (9). De igual modo, niveles bajos

de células Tregs se han relacionado con un mejor control de la infeccion (115).
4.2.2.1. Papel de las células T CD8"

Numerosos estudios en pacientes TOS han demostrado que la presencia de un
numero reducido de células T CD8" secretores de citoquinas esta relacionada con un
mayor riesgo de replicacién por CMV (11, 101, 116). En concreto, la falta de control
inmunoldgico se ha correlacionado con la reduccién de la produccién de IFNy y no con
el nimero de linfocitos T CD4" y CD8" (117, 118). Por tanto, las variaciones en la
secrecion de IFNy por las CD8" han sido sugeridas como el principal factor predictivo
para cargas virales de CMV elevadas, demostrandose que en aquellos pacientes que no
desarrollan infeccion por CMV existia una secrecion continua y elevada de IFNy (118).
Las respuestas mas antigénicas de los linfocitos T CD8" citotoxicos se producen ante las
proteinas de CMV pp65, IE-1, pp50, glicoproteina B y IE-2, aunque la mayoria de

estudios se han centrado en las dos primeras (22).

4.2.2.2. Papel de las células T CD4"
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Al igual que las células T CD8", las células T CD4" especificas de CMV son
fundamentales en el proceso de control de la infeccion por CMV, siendo las
responsables de mantener la inmunidad a largo plazo (119). Han sido los estudios de
inmunoterapia adoptiva de células T especificas contra CMV las que han puesto de
manifiesto que solo con la presencia de las células T CD4" especificas se puede
conservar las respuestas inmunes celulares frente al virus (120), siendo pieza clave para
la estimulacion y produccion de las células T CD8" citotoxicas (121). Tradicionalmente,
el papel de las CD4" durante la infeccion latente se ha asociado al mantenimiento de
células CD8" especificas de memoria y a su expansion frente al virus (122). Sin
embargo, también podrian estar implicadas en la destruccion directa de las células

infectadas, a través de células T CD4" citotoxicas especificas frente a CMV (123).

5. Monitorizacién inmunoldgica de receptores de TOS

A pesar del gran avance en diagndsticos, tratamientos y estrategias de
prevencion contra la infeccion por CMV, los algoritmos de prediccion y lucha contra el
mismo no son éptimos. La enfermedad activa por CMV no siempre se correlaciona con
la deteccion de carga viral, mientras que en otros casos los receptores de TOS muestran
altas cargas virales sin desarrollar sintomas de enfermedad, siendo tratados
innecesariamente con antivirales con las consecuencias que ello conlleva. Esta
casuistica es especialmente acusada en los pacientes de bajo riesgo (R+), por este
motivo se hace relevante conocer otros marcadores asociados a su control. Las células T
CD8" y CD4" especificas contra CMV son componentes esenciales de la respuesta
inmune contra el virus, por lo que su monitorizacién pre y postrasplante podria predecir
con mas eficacia aquellos individuos con un riesgo mayor de desarrollar enfermedad e
infeccion por CMV, sirviendo de referencia para guiar las terapias profilacticas y de
tratamiento anticipado. Ademas, con esta aproximacion se podria solucionar otro de los
problemas emergentes en la actualidad, esto es, la aparicion de enfermedad tardia tras la
interrupcion de la profilaxis universal, sobre todo en pacientes de alto riesgo (D+/R-),
asi como la aparicién de los efectos secundarios comentados anteriormente como
consecuencia de la administracion continuada de los antivirales frente a CMV, ya que se
piensa que la profilaxis limita la exposicion del virus al sistema inmune del individuo,

resultando en una respuesta inmune deficiente. Por el contrario, el tratamiento
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anticipado permitiria un nivel minimo de replicacion del virus suficiente para permitir el
desarrollo de la respuesta inmune celular especifica. Este efecto terapéutico de la
adquisicion de inmunidad celular especifica frente a CMV se demostro en receptores de
TOS de alto riesgo de enfermedad (D+/R-) (124).

Actualmente, existen dos tipos de aproximaciones para la monitorizacién
inmunoldgica de los receptores de TOS que se diferencian segun la diana sea especifica
o no frente a CMV (125).

5.1. Métodos de monitorizacion inmune no especificas frente a CMV

Dentro de esta categoria entrarian aquellas estrategias que evallan una rama de
la respuesta inmune, como el nivel de inmunoglobulinas (inmunidad humoral) o el nivel
de factores del complemento (inmunidad innata) en el suero del paciente, ante un evento
de infeccion general, que no tiene por qué estar relacionado con un evento de
replicacion por CMV. Los principales métodos utilizados actualmente son simplemente
cuantitativos (nivel de inmunoglobulinas en suero, nivel de factores del complemento -
C3, C4 o MBL- en suero, nivel de subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica) o
también pueden ofrecer informacion funcional acerca del numero de células T
funcionales (es el caso de las técnicas del CD30" soluble o la liberacion de adenosin
trifosfato (ATP) en células T CD4", comercializado como ImmuKnow; Cylex Inc.,
Columbia, MD, USA) (125).

5.2. Métodos de monitorizacion inmune especificas frente a CMV

Los métodos de monitorizacion de la respuesta inmune especifica frente a CMV
ofrecen un nuevo panorama de cara a la individualizacion de las estrategias de
prevencion de la enfermedad e infeccidn frente al virus, siendo incluso recomendado su
uso en las guias de practica clinicas (33, 91). Como se ha comentado antes, aunque las
respuestas innatas y humorales tienen una gran importancia en el control de la
replicacion de CMV vy su gravedad, es la respuesta inmune celular la que parece
esencial para el control definitivo de la infeccion. Por este motivo, los principales

métodos para la monitorizacion de la respuesta inmune se han centrado en la
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cuantificacion y andlisis ex vivo de las células T CMV-especificas. En la tabla 4 se

pueden comparar las principales pruebas que se utilizan actualmente.

Tabla 4. Principales métodos para la monitorizacion de la respuesta inmune de células

T especifica frente a CMV
Caracteristicas  Multimeros ELISpot QuantiFERON  Tincion
HLA intracelular de
citoquinas
(ICS)
Analisis No (s6losi  Si Si Si
funcional se combina
con ICS)
Caracterizacion  Si No No Si
fenotipica
Diferenciacion Si No No (solo detecta  Si
entre CD4" y CD8")
CD8*
Conocimiento Si No No No
previo de HLA
Antigeno Péptidos Péptidos Combinacion de  Péptidos
individuales individuales/ 22 péptidos individuales/
(pp65, IE-1, Libreria de Libreria de
pp50) péptidos/ péptidos/Lisado
Lisado viral/Células
viral/Células dendriticas
dendriticas infectadas con
infectadas con CMV-VR-1814
CMV-VR-
1814
Duracion 1-2h 24 —48h 24 —48h 8-10h
Tipoy volumen PBMCs PBMCs Sangre entera PBMCs o
de muestra (0,5 ml- (20ml) (3-5ml) sangre entera
1ml) (1-2ml)
Requerimiento  Si No No Si
de citometro
Estandarizaciéon No Si Si No
Dificultad Cierta Facil manejo Facil manejo Cierta
laboriosidad laboriosidad

PBMCs: células mononucleares de sangre periférica (“peripheral blood mononuclear

cells”)
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La mayoria de ensayos se basan en la deteccion de IFNy después de la
estimulacion con antigenos especificos del virus o lisados virales, aunque es comuan el
uso de otras citoquinas como TNF-a o IL-2. En términos de utilidad clinica, el método
ideal deberia evaluar tanto de forma cuantitativa como funcional las respuestas de
células CD4" como CD8". Ademas, deberia ser sencillo, rapido, relativamente barato y
reproducible (119).

Los métodos que emplean multimeros HLA 6 MHC-péptido se basan en la
conjugacién de tetrameros o pentameros de péptidos especificos de las células T usando
moléculas MHC de clase | unidas a un fluorocromo o a moléculas de biotina o avidina
(126). Mediante citometria de flujo es capaz de identificar el nimero de células T que
reconocen un determinado epitopo viral, siendo un ensayo rapido y que requiere poco
volumen de sangre. Sin embargo, no informa de la funcionalidad de los linfocitos

reconocidos, ademas de requerir el conocimiento previo del HLA del paciente.

Los ensayos basados en ELISA, el ELISpot y el QuantiFERON® (Cellestis Ltd),
evallan la deteccion de citoquinas producidas por las células T tras la estimulacion
antigénica. En el caso del ELISpot, no discrimina la respuesta de las células CD4" y
CD8", solo es capaz de evaluar un tnico marcador funcional (IFNy o TNF-o
usualmente), y requiere un volumen relativamente alto de sangre. El QuantiFERON®,
por el contrario, requiere poco volumen de sangre y presenta un relativamente amplio
espectro de especificidades de HLA, aunque sélo evalia las respuestas de IFNy
producidas por las células CD8", ademas de mostrar una escasa sensibilidad en el caso

de pacientes linfopénicos.

La tincion de citoquinas intracelulares y analisis por citometria de flujo se basa
en la expresion de moléculas de superficie de las células T y deteccion de las citoquinas
secretadas tras la estimulacion antigénica. Se trata de un método que no demanda el
conocimiento del HLA del paciente, requiere poco volumen de sangre, ademas de
ofrecer un analisis funcional y cuantitativo de la respuesta inmune celular especifica.
Sus mayores inconvenientes son su elevado coste y la falta de estandarizacion de la
técnica entre laboratorios (9, 119, 125, 127).

Debido al estado neto de inmunosupresion del paciente después del trasplante,
que, como se vio en el apartado 3.1, esti determinado por variables como la dosis,
duracion y tipo de agentes inmunosupresores, comorbilidades subyacentes, la edad o
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deficiencias en el sistema inmune del individuo, asi como a las complicaciones que
puedan surgir durante el tiempo postrasplante, la monitorizacién de la respuesta inmune
especifica de células T puede ofrecer resultados variables y que no se ajustan a la
realidad fisiologica del paciente en ese momento. Por esta razdn, en los Ultimos afios se
esta proponiendo que la monitorizacion pretrasplante de la respuesta inmune podria
predecir futuros eventos de replicacion por CMV, sobre todo en los individuos
seropositivos (R+), en los que a pesar de presentar anticuerpos 1gG frente al virus,
existe un porcentaje variable de pacientes en los que la respuesta inmune celular por

celulas T estaria ausente o disminuida (128, 129).
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I.JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Citomegalovirus es un virus que generalmente causa infecciones asintomaticas
en los individuos sanos, si bien en pacientes inmunocomprometidos puede desencadenar
importantes problemas de salud. Las mejoras experimentadas en diagndsticos,
tratamientos y estrategias de prevencion han permitido una reduccién drastica en las
tasas de enfermedad, a pesar de lo cual la infeccion por CMV sigue siendo una de las
principales causas de morbilidad en los receptores de TOS.

Aunque los pacientes que presentan mayor riesgo de desarrollar infeccion y
enfermedad por CMV son receptores seronegativos que reciben un 6rgano de un
donante seropositivo (D+/R-), existe un nimero importante de receptores seropositivos
(R+) considerados de bajo riesgo que siguen desarrollando episodios de infeccion y
enfermedad por CMV después del trasplante. En estos pacientes, la enfermedad activa
por CMV no siempre se correlaciona con la deteccion de carga viral, mientras que en
otros casos muestran altas cargas virales sin desarrollar sintomas de enfermedad, siendo
tratados innecesariamente con antivirales con los efectos adversos que su uso conlleva.
Ademas, el porcentaje de receptores seropositivos representan la mayoria de pacientes
trasplantados, por lo que en nimeros globales suponen un porcentaje igual o mayor

respecto a las tasas de enfermedad por CMV.

La recomendacion terapéutica en los receptores seropositivos de rifion, higado y
corazén (organos considerados de bajo riesgo) es la terapia anticipada. Dicha estrategia
requiere la monitorizacion viroldgica de cada paciente. EI método mas utilizado en la
actualidad se trata de la PCR a tiempo real. Debido a la falta de estandarizacién, cada
centro debe establecer y validar su propio protocolo. En nuestro grupo, se ha definido y
posteriormente validado una carga viral de 3983 Ul/ml como el umbral optimo en el

que comenzar el tratamiento en receptores TOS de bajo riesgo de enfermedad por CMV.

Por otra parte, numerosos estudios han demostrado que la replicacion viral
estaria relacionada con la respuesta inmune especifica, en concreto con la produccion de
IFNy y otras citoquinas por las células T CD8" y CD4" especificas contra CMV,
pudiendo predecir ésta a aquellos individuos con mayor riesgo de enfermedad. En esta
linea, nuestro grupo ha estudiado durante los Gltimos 6 afios en pacientes de alto riesgo
la relacion entre la replicacion del CMV vy la reconstitucion inmune especifica de CMV
y la posible influencia de ésta en la progresion clinica, manifestada como enfermedad

tardia. En un estudio piloto, se estudiaron un grupo de pacientes de alto riesgo que
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recibié tratamiento anticipado cuando la carga viral era superior a 1000 copias/ml en
plasma. Los resultados mostraron que todos los pacientes desarrollaron de novo una
respuesta especifica de células T frente a CMV temprana tras el trasplante, con una
mediana de 12 semanas, después de uno o dos episodios de replicacion por CMV. Una
vez adquirida la respuesta inmune especifica frente a CMV, ésta tuvo un efecto
terapéutico frente a la infeccion por CMV, ya que los pacientes controlaron los
posteriores episodios de replicacion por CMV sin necesidad de tratamiento antiviral, no
desarrollando en ningldn caso enfermedad por CMV. En conjunto, estos resultados
corroboran la importancia del desarrollo de una respuesta de células T especificas frente
a CMV después del trasplante y se describe el efecto terapéutico de la adquisicién de la

respuesta inmune especifica frente a CMV por encima de un umbral.

Aunque se observa una asociacion entre el desarrollo de la respuesta inmune
especifica frente a CMV vy la proteccion frente a la enfermedad, no existe un consenso
sobre si podria usarse la monitorizacion de la respuesta inmune especifica frente a CMV
durante el seguimiento clinico postrasplante, y se desconoce si estos hallazgos son
aplicables a la poblacion trasplantada de bajo riesgo. Asimismo, hay pocos datos
disponibles que muestren la influencia de la inmunidad celular en este grupo de
enfermos. Avances en estos aspectos permitirian identificar la capacidad de los
pacientes para controlar la viremia por CMV, pudiendo establecer puntos de corte
concretos segun la situacion inmune especifica del paciente en relacion con el riesgo de
desarrollo de infeccidn o de necesidad de tratamiento. Esto podria evitar la enfermedad
de d6rgano en pacientes con viremias bajas. El tratamiento anticipado guiado por la carga
viral medida por RT-PCR CMV Yy la respuesta inmune especifica podria ser la mejor
opcion de cara a la individualizacion del tratamiento propuesta por el Consenso
Internacional de Manejo de la Infeccién por Citomegalovirus en el Trasplante de
Organo Solido.
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I11.HIPOTESIS

A pesar de que todos los receptores de 6rgano sélido de bajo riesgo de
desarrollar enfermedad por CMV tienen anticuerpos detectables frente a CMV en suero,
la respuesta inmune celular especifica varia entre pacientes y se modifica a lo largo del
tiempo tras el trasplante. EI grado de respuesta inmune especifica frente a CMV se
relaciona con el control espontaneo de la viremia en receptores de trasplante de 6rgano
solido de bajo riesgo de enfermedad por CMV, pudiendo establecer puntos de corte de
carga viral para iniciar el tratamiento en funcion de la situacién inmune especifica del

paciente

El tratamiento anticipado guiado por la carga viral y la respuesta inmune
especifica podria ser la mejor opcion de cara a la individualizacion del tratamiento
propuesta por los consensos internacionales en el manejo y tratamiento del CMV en

trasplantados de 6rgano sélido.
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IV.OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es comprobar si la respuesta inmune
celular especifica frente a CMV constituye un buen predictor del control espontaneo de
la infeccion por CMV y puede utilizarse para la toma de decisiones para la indicacién
de tratamiento anticipado en el receptor de 6rgano solido de bajo riesgo de enfermedad
por CMV.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Conocer la incidencia de infeccion y enfermedad por CMV en los pacientes de bajo

riesgo de enfermedad por CMV de la cohorte estudiada.

2. Conocer la cronologia de la respuesta inmune especifica de células T frente a CMV
en los pacientes de bajo riesgo de enfermedad por CMV de la cohorte estudiada.

3. Conocer la relacién de la respuesta inmune especifica de células T frente a CMV
con la infeccion por CMV en los pacientes de bajo riesgo de enfermedad por CMV.
Y dentro del mismo:

3.1. Definir si existe un umbral de respuesta inmune con efecto terapéutico a partir

del cual el paciente puede controlar espontaneamente la viremia por CMV.

3.2. Valorar la respuesta inmune especifica como factor de riesgo de enfermedad
por CMV.

3.3. Definir un punto de corte de carga viral de CMV para el inicio del tratamiento

antiviral en funcion de la respuesta inmune celular especifica en pacientes

de bajo riesgo de enfermedad por CMV.
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1. Definiciones

El receptor de bajo riesgo de enfermedad por CMV se define como el paciente
que recibe un trasplante de 6rgano sélido con serologia pretrasplante positiva frente a

CMV y que no ha recibido induccidn o tratamiento con timoglobulina.

Se definieron la infeccion y enfermedad por CMV siguiendo las
recomendaciones GESITRA-SEIMC/REIPI para el manejo de la infeccion por CMV en
pacientes trasplantados de 6rgano sélido, basadas en las definiciones publicadas por
Ljungman et al. y “The International Consensus Guidelines” (130, 91).

- Infeccién o replicacion por CMV: deteccion del virus, ya sea a través de la

deteccion de la proteina viral pp65 (antigenemia), ADN (DNAemia) o ARNm

(RNAemia) en cualquier fluido o tejido corporal.

- Infeccidn primaria por CMV: deteccion de CMV que se produce en un individuo

que no ha desarrollado una infeccién previa y por tanto tenia serologia negativa antes de

la infeccion.

- Enfermedad por CMV: se considera que existe enfermedad por CMV cuando el

paciente infectado presenta sintomas o signos de infeccion. Los sintomas pueden
presentarse como sindrome viral o enfermedad de érgano. El sindrome viral se define
por la presencia de fiebre (>38°C) durante al menos 2 dias en un periodo de 4 dias,
asociada a leucopenia, trombocitopenia o elevacion de transaminasas, y por la deteccion
de infeccién por CMV en sangre. La enfermedad de drgano se manifiesta por sintomas
y signos en el drgano afectado, requiriendo para el diagnostico definitivo la presencia de
un cuadro clinico-analitico compatible y la presencia de lesiones histoldgicas en una
biopsia y cultivo positivo para CMV. Las formas de enfermedad maés recurrentes son la
neumonia, enfermedad digestiva, hepatitis, encefalitis, retinitis, nefritis, cistitis,

miocarditis y pancreatitis.

- Enfermedad tardia por CMV: la enfermedad por CMV que sucede después de los

primeros 90-100 dias postrasplante, que constituye el periodo de mayor riesgo de

infeccion.

- Profilaxis universal: consiste en la administracion de tratamiento antiviral durante

el periodo de mayor riesgo de infeccion (primeros 90-100 dias postrasplante) con dosis
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profilacticas de 900 mg / 24 h, para prevenir la aparicion de infeccion por CMV y/o la
enfermedad por CMV.

- Tratamiento anticipado: consiste en la administracion de tratamiento antiviral a

dosis terapéuticas (900 mg / 12 h) cuando se detecta, durante la monitorizacion
periddica del paciente, la infeccion por CMV por cualquiera de los métodos

mencionados anteriormente y en ausencia de sintomas clinicos.

2. Disefio del estudio e inclusién de pacientes

Se disefid un estudio prospectivo de una cohorte consecutiva de pacientes
trasplantados de 6rgano sélido (hepatico, renal y cardiaco) de bajo riesgo de enfermedad
por CMV. El estudio se llevo a cabo en el Hospital Universitario Virgen del Rocio de
Sevilla, comenzando la inclusién de pacientes en enero de 2012 y finalizando en mayo
de 2013. Se incluyeron pacientes mayores de 16 afios, con serologia pretrasplante
positiva para CMV y que tuvieran una supervivencia superior a 14 dias postrasplante.
Se excluyeron los pacientes que no proporcionaron su consentimiento por escrito para
participar en el estudio y aquellos que recibieron tratamiento de induccién con

timoglobulina.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del

Hospital Universitario Virgen del Rocio.

3. Monitorizacion y sequimiento de los pacientes

Los pacientes siguieron una monitorizacion inmunovirolégica y clinica.

Para el seguimiento inmunoviroldgico, en cada visita se recogieron dos muestras
de sangre: un tubo EDTA, para la determinacion de la carga viral de CMV, y un tubo de
heparina de litio, usado para la determinacién de la respuesta inmune de células T
especifica frente a CMV. La monitorizacion se realiz6 cada dos semanas durante los
100 primeros dias postrasplante, y una vez al mes hasta completar un afio de
seguimiento. Ademas, desde noviembre de 2012 se recogieron muestras pretrasplante,
que se extraian inmediatamente antes de la cirugia, con las que se determinaba el estado

de la respuesta inmune celular especifica de células T frente a CMV de los pacientes
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justo antes del trasplante. El seguimiento inmunovirolgico de los pacientes se
desarrolld hasta completar, al menos, un afio desde la fecha de la inclusién.

Ademas, se realizd un seguimiento clinico de los pacientes donde se recogieron
las siguientes variables: variables relacionadas con las caracteristicas demograficas de
los pacientes incluidos, factores descriptivos tales como tipo y etiologia del trasplante,
factores de riesgo, tipo de inmunosupresion basal, cambios en los regimenes de
inmunosupresion a lo largo del seguimiento, episodios de rechazo y serologia del
donante para CMV. También se recogieron datos relacionados con la infeccion por
CMV postrasplante tales como la duracion de la viremia, la administracion de
tratamiento con ganciclovir y/o valganciclovir, el diagnostico de enfermedad por CMV
y su evolucidn. Y por altimo, también fueron anotadas variables prondsticas tales como

la supervivencia del injerto y supervivencia del paciente.

4. Determinacion de la serologia frente a CMV

La serologia frente a CMV previa al trasplante del donante y del receptor de
trasplante de drgano solido se realiz6 en el Servicio de Microbiologia del hospital
mediante la deteccion de las inmunoglobulinas G y M (IgG e IgM) por

inmunoquimioluminiscencia utilizando el ensayo Elecsys 2010 (Roche).

5. Determinacion de la carga viral de CMV

La determinacion de la carga viral de CMV se realiz6 en plasma usando los
métodos Quant CMV LightCycler® 2.0 PCR Kit (Roche Diagnostics) entre enero y abril
de 2012, con un limite de deteccion de 180 Ul/ml, y COBAS Ampliprep/COBAS
Tagman CMV test (Roche Diagnostics) entre abril de 2012 y mayo de 2014, con un
limite de deteccion de 137 Ul/ml, en el Servicio de Microbiologia del hospital. Los
resultados fueron expresados en unidades internacionales por mililitro (Ul/ml). Se
determind la carga viral de CMV, ademdas de en las visitas de monitorizacion
programadas, cuando hubo sospecha clinica de replicacion viral.
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Se considerd episodio de replicacién a partir de la deteccion de una carga viral
mayor al limite de deteccidn lineal de la técnica, hasta la obtencion de una carga viral

menor o igual al limite de deteccion en dos determinaciones consecutivas.

Se indico tratamiento siempre que la infeccion por CMV fuera sintomatica, y
cuando se alcanzaban cargas virales por encima del punto de corte de 3983 Ul/ml
determinado con anterioridad por nuestro grupo (100) y, en general, a juicio del clinico
que atendia al paciente.

6. Determinacion de la inmunidad celular especifica frente a CMV

La determinacion de la inmunidad de células T especifica frente a CMV se llevd
a cabo in vitro en células de sangre periférica por tincion extracelular de receptores de
membrana y por tincién intracelular de citoquinas en respuesta a un estimulo antigénico,
para medir simultdneamente el fenotipo, funcion, historia replicativa y el nimero de
células T antigeno-especificas mediante citometria de flujo en citometro LSRFortessa
(Beckton Dickinson). El analisis de los resultados de citometria se llevd a cabo mediante
el software de analisis BD FACSDiva v6.2.

El procedimiento de determinacion de la inmunidad de células T frente a CMV

se llevo a cabo en distintos pasos que se describen a continuacion:

- Estimulacién de las células de memoria de sangre periférica:

Se partié de una muestra de sangre periférica extraida en heparina de litio que
fue estimulada con 1 pg/ml de la mezcla de péptidos PepMix HCMV pp65 y PepMix
HCMV IE-1 (JPT Peptides Technologies GmbH, Berlin, Germany). Como control
negativo se incluyd un tubo de sangre sin estimular, y como control positivo un tubo de
sangre estimulada con 1,5 pg/ml ionomicina de Streptomyces conglobatus y 25 ng/ml
PMA (4-alpha-phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland).
Todas las muestras fueron coestimuladas con 1 pg/ml de CD28*/CD49d" (Beckton
Dickinson, San Jose, CA) y, para evitar la secrecion de las citoquinas al entorno
extracelular, se afiadié 10 pg/ml de brefeldina A (Beckton Dickinson). A continuacion,
las muestras fueron incubadas 4 horas a 37°C y 5% de CO,, tras lo cual, se afiadié 5 ml
de la solucidn lisante FACS Lysis (Beckton Dickinson), para lisar los eritrocitos, y se

incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente los tubos fueron
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centrifugados a 5009 durante 5 minutos a 4°C y el pellet celular se lavo afiadiendo 7 ml
de solucion salina 1x (Phosphate Buffered Saline pH 7.2, Gibco Thermo Fisher

Scientific).

- Tincion extra e intracelular:

Para el marcaje de los receptores de membrana se afiadieron a cada tubo los
siguientes anticuerpos monoclonales: 0,04 pg/ul PE anti-human CD69*, 0,1 pg/ul
PerCP/Cy5.5 anti-human CD4", 0,1 pg/pul APC/Cy7 anti-human CD8", 0,5 pg/ul Alexa
Fluor® 700 anti-human CD3" (Biolegend) y se incubaron 20 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Para fijar las células se afiadi6 a cada tubo 50 ul de IntraPrep
reagent 1 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) y se incubaron durante 15 minutos, tras lo
cual se lavaron con PBS 1x. A continuacion, se llevé a cabo la permeabilizacion celular
afiadiendo 50 ul de IntraPrep reagent 2 e incubando 1 minuto. Seguidamente, se llevo a
cabo el marcaje intracelular de citoquinas, afiadiendo los siguientes anticuerpos
monoclonales: 0,025 pg/pl APC anti-human IL-2 y 0,05 pg/ul FITC anti-human IFNy
(Biolegend). Se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Por
altimo, se procedié a lavar el exceso de anticuerpos con PBS 1x y se resuspendi6 el
pellet en 250 pl de PBS 1x.

. Cuantificacion del marcaje por citometria de flujo:

Las muestras se analizaron entonces en el citdbmetro, bien mediante el sistema
manual, o de forma automatica en placas de 96 pocillos gracias al adaptador HTS (High
Throughput Sampler). Para ello, se cuantificaron entre treinta y cuarenta mil eventos de
células marcadas con anti-human CD3" (antigeno especifico para linfocitos T) del total
de linfocitos, de las cuales se separaron las poblaciones CD4" y CD8", marcadas con sus
respectivos anticuerpos. Los resultados fueron normalizados respecto al control

negativo.

Se consider6 como muestra positiva aquéllas con un porcentaje de células
CD8'CD69" productoras de IFNy >0,25. Este punto de corte fue establecido en base a
estudios previos (124, 131 - 134) en los que los pacientes que alcanzaban dicho dintel,

mantenian ese porcentaje de células CD8" CMV especificas productoras de IFNy >0,25.
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7. Analisis estadistico

Se llevo a cabo un andlisis descriptivo de las variables descritas previamente.
Las variables cualitativas se expresaron como porcentajes de pacientes. Las variables
continuas se expresaron como medias y desviaciones tipicas (DE), o como medianas y
rangos intercuartilicos (RIQ) en caso de que la muestra no cumpliera criterios de
normalidad. Las variables categdricas se analizaron mediante el test de chi-cuadrado o
el test de Fisher, cuando la frecuencia esperada era menor de 5. Para las variables
continuas se utiliz6 la T de Student o el test U de Mann-Whitney en caso de que la
muestra no cumpliera criterios de normalidad. La asociacion entre variables se expreso
como riesgo relativos (RR) 6 odds ratios (OR) + intervalos de confianza del 95% (IC
95%). Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos para valores
de p menores a 0,05 de dos colas. El anélisis multivariante se realizé mediante regresion
logistica para determinar factores confusores del desarrollo de viremias con cargas
virales superiores a 2000 Ul/ml o de la indicacion de tratamiento anticipado. Para la
correlacion entre variables se utiliz6 el test no paramétrico de la rho de Spearman. Para
la determinacién del punto de corte de carga viral de CMV para el inicio del tratamiento
antiviral en pacientes sin inmunidad se utilizaron curvas ROC.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SPPS
v15.0 (SPSS, Chicago, IL). La sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y
valor predictivo positivo se obtuvieron con el paquete estadistico G-Stat v2.0. Para las
graficas de las curvas de supervivencia y la evolucion de la respuesta inmune se uso el
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA).
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1. Caracteristicas generales de la muestra incluida en el estudio

1.1. Inclusién de pacientes

Entre los 250 pacientes que se trasplantaron de 6rgano sélido durante el periodo
de inclusidn, un total de 116 fueron finalmente incluidos siguiendo los criterios citados

anteriormente en materiales y métodos (Fig. 5).

Figura 5. Diagrama de la inclusion de los pacientes trasplantados de 6rgano sélido.

250 receptores TOS
Enero 2012 — Mayo 2013

Pacientes incluidos Pacientes no incluidos
N=116 N=134
1
I |
Evaluables Excluidos
N=106 N=10
Abandonos
N=7
Profilaxis
N=3

De los 134 pacientes no incluidos, 28 (20,9%) no lo hicieron por tratarse de
pacientes con serologia pretrasplante negativa para CMV, 43 (32,1%) recibieron
timoglobulina como tratamiento de induccién vy, por tanto, se les indicé profilaxis
universal, 27 (20,1%) no dieron su consentimiento por escrito, 22 (16,4%) no pudieron
incluirse porque se les dio el alta médica antes de poder proponerles el estudio, 8 (6,0%)
sufrieron una disfuncion del injerto en los 14 dias posteriores al trasplante, 3 (2,2%) no
sobrevivieron a la cirugia dentro de los primeros 14 dias postrasplante, 2 (1,5%) eran
pacientes menores de 16 afios y 1 paciente (0,7%) no fue incluido porque padecia una

afectacion neuroldgica (Tabla 5).
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Tabla 5. Motivos de no inclusion de los 134 pacientes trasplantados durante el periodo

de inclusion.

Motivo de la no inclusién Pacientes no incluidos, N=134
Serologia pretrasplante negativa para CMV 28 (20,9%)
Induccion con timoglobulina 43 (32,1%)

Falta de consentimiento informado 27 (20,1%)

Alta médica anticipada 22 (16,4%)
Disfuncion del injerto trasplantado 8 (6,0%)

No supervivencia a los 14 dias del trasplante 3 (2,2%)

Pacientes pediatricos 2 (1,5%)
Afectacion neuroldgica 1 (0,7%)

Aunque se incluyeron un total de 116 pacientes, para el andlisis solo fueron
evaluables un total de 106 pacientes, ya que 7 de estos pacientes abandonaron el estudio
voluntariamente dentro de las 11 primeras semanas postrasplante y los 3 restantes se

excluyeron por la administracion temprana de profilaxis con valganciclovir (Figura 5).

Se compararon las caracteristicas demograficas y basales de los receptores de
bajo riesgo incluidos (N=106) y analizables respecto a los no incluidos y no analizables
(N=73) (Tabla 6). El porcentaje de receptores de rifién fue mayor entre los pacientes
incluidos y evaluables (50,9% vs. 30,1%, RR 1,69 1C95% 1,14 — 2,51, p = 0,006),
mientras que el porcentaje de receptores de corazdn resultd menor entre los pacientes
incluidos y evaluables (3,8% vs. 16,4%, RR 0,23 1C95% 0,08 — 0,68, p = 0,004).

Los datos demograficos y basales de ambos grupos se encuentran recogidos en
la Tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas demograficas y basales de los pacientes evaluables y no

evaluables o no incluidos de bajo riesgo por enfermedad por CMV y con indicacion de

tratamiento anticipado.

Pacientes

Pacientes no

Variable evzlill gigflses, inetijglilcji;)ts)l)ésr’lo P
N=73
Sexo, varén, n (%) 84 (79,2%) 62 (84,9%) 0,335
Edad, afios, media + DE 54,1 +10,9 522+114 0,242
Tipo de trasplante,
Rifién, n (%) 54 (50,9%) 22 (30,1%) 0,006
Higado, n (%) 46 (43,4%) 38 (52,1%) 0,254
Corazon, n (%) 4 (3,8%) 12 (16,4%) 0,004
Higado-Rifion, n (%) 2 (1,9%) 1(1,4%) 1,000
Inmunosupresion basal,
Tacrolimus, n (%) 90 (84,9%) 59 (83,1%) 0,747
Ciclosporina, n (%) 16 (15,1%) 12 (16,9%) 0,747
Micofenolato, n (%) 105 (99,1%) 70 (98,6%) 1,000
Prednisona, n (%) 104 (98,1%) 69 (97,2%) 1,000
Terapia de induccidn, n (%) 36 (34,0%) 25 (35,7%) 0,811
Basiliximab, n (%) 27 (25,5%) 23 (32,9%) 0,288
Daclizumab, n (%) 9 (8,5%) 1 (1,4%) 0,053
Serologia del donante para CMV,
D+, n (%) 69 (87,3%) 31 (75,6%) 0,102
D-, n (%) 10 (12,7%) 10 (24,4%) 0,102
Desconocida, n (%) 27 (25,5%) 32 (43,8%) 0,010
Rechazo previo a la infeccion CMV, 26 (24,5%) 23 (31,5%) 0,303
0,
‘rllr(a/toe)lmiento con bolos de esteroides 22 (20,8%) 22 (30,1%) 0,152

previo a la infeccion por CMV, n (%)

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado y t-Student.
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1.2. Caracteristicas demograficas y basales de los pacientes evaluables

De los 106 receptores TOS de bajo riesgo de enfermedad por CMV analizados,
54 (50,9%) eran receptores de rifién, 46 (43,4%) de higado, 4 (3,8%) de corazén y 2
(1,9%) de higado-rifidn, la mayoria varones (79,2%), con una media de edad de 54,1 +
10,9 afos. La mediana de seguimiento fue de 51,6 semanas (RIQ de 48,5 — 53,6

semanas).

Respecto a la etiologia previa al trasplante de los receptores renales, 18 pacientes
(33,3%) tuvieron glomerulonefritis, 7 (13,0%) poliquistosis, 6 (11,1%)
glomeruloesclerosis diabética, 5 (9,3%) nefropatia tubulointersticial cronica, 3 (5,6%)
vasculitis, 1 (1,9%) crioglobulinemia por el virus de la hepatitis C, 1 (1,9%) uropatia
obstructiva crénica, 1 (1,9%) hipertension arterial maligna, 1 (1,9%) disfuncion renal
desarrollada en el contexto de una sepsis connatal y en 11 (20,4%) la etiologia era

desconocida.

Respecto a las causas del trasplante hepatico, en 19 pacientes (39,1%) el origen
fue una cirrosis alcohdlica (3 de los cuales con hepatocarcinoma), 12 (26,1%) cirrosis
por el virus de la hepatitis C (7 de los cuales con hepatocarcinoma), 5 (18,9%) cirrosis
por el virus de la hepatitis B (1 de los cuales con hepatocarcinoma), 3 (6,5%) cirrosis
biliar primaria, 2 (4,3%) cirrosis criptogenética (1 de los cuales con hepatocarcinoma),
y en un caso (2,15%), respectivamente, esteatohepatitis no alcoholica junto con
hepatocarcinoma, enfermedad de Wilson, poliquistosis hepatorrenal, colangitis
esclerosante secundaria y enfermedad amiloidética familiar de tipo 1. En un caso la

etiologia no fue conocida.

En los receptores cardiacos la etiologia fue en dos casos (50%) cardiopatia

isquémicas y en otros dos (50%) miocardiopatia dilatada.

En el caso del trasplante hepatorrenal, en un caso fue debido a una poliquistosis

hepatorrenal y en otro a una cirrosis alcohélica junto con glomerulonefritis diabética.

Como tratamiento inmunosupresor basal, el 84% de los pacientes recibio triple
terapia con prednisona, micofenolato y tacrolimus, mientras que el 14,2% recibio triple
terapia de prednisona, micofenolato y ciclosporina. EI 1,8% restante tuvo un régimen

basal doble con micofenolato y ciclosporina y prednisona y tacrolimus. El 34% de los
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pacientes recibid tratamiento de induccion con basiliximab (25,5%) o daclizumab
(8,5%).

La serologia del donante para CMV se conocia en 79 (74,5%) pacientes, de los
cuales 69 (87,3%) fueron positivos.

De los 28 pacientes que presentaron uno o mas episodios de rechazo a lo largo
del seguimiento postrasplante, en 26 (92,9%) ocurrid previo a la infeccion por CMV,

requiriendo tratamiento con bolos de metilprednisona 22 (78,6%) de ellos.

Las caracteristicas demograficas basales se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas basales previas al desarrollo de infeccion por

CMV de los 106 pacientes evaluables.

Variable Total pacientes
evaluables,
N=106

Sexo, varon, n (%) 84 (79,2%)

Edad, afios, media + DE 54,1 +10,9

Tipo de trasplante,
Rifion, n (%) 54 (50,9%)
Higado, n (%) 46 (43,4%)
Corazon, n (%) 4 (3,8%)
Higado-Rifion, n (%) 2 (1,9%)

Etiologia del trasplante,

Rifion (N = 54)
Glomerulonefritis, n (%) 18 (33,3%)
Poliquistosis, n (%) 7 (13,0%)
Glomerulonefritis diabética, n (%) 6 (11,1%)
Nefropatia tubulointersticial cronica, n (%) 5 (9,3%)
Vasculitis, n (%) 3 (5,6%)
Crioglobulinemia por virus C 1(1,9%)
Uropatia obstructiva cronica 1(1,9%)
Hipertension arterial maligna 1(1,9%)
Sepsis connatal 1(1,9%)
Desconocida 11 (20,4%)
Higado (N = 46)

Cirrosis alcoholica, n (%) 19 (41,3%)
Cirrosis por virus hepatitis C, n (%) 12 (26,1%)
Cirrosis por virus hepatitis B, n (%) 5 (18,9%)
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Variable Total pacientes
evaluables,
N=106
Hepatocarcinoma, n (%) 13 (28,3%)
Cirrosis biliar primaria, n (%) 3 (6,5%)
Cirrosis criptogenética, n (%) 2 (4,3%)
Esteatohepatitis no alcohdlica, n (%) 1(2,2%)
Enfermedad de Wilson, n (%) 1 (2,2%)
Poliquistosis hepatorrenal, n (%) 1 (2,2%)
Enfermedad amiloiddtica familiar tipo I, n (%) 1(2,2%)
Colangitis esclerosante, n (%) 1(2,2%)
Desconocida, n (%) 1(2,2%)
Corazon (N = 4)
Cardiopatia isquémica, n (%) 2 (50,0%)
Miocardiopatia dilatada, n (%) 2 (50,0%)
Higado-Rifién (N = 2)
Poliquistosis hepatorrenal, n (%) 1 (50,0%)
Cirrosis alcoholica y Glomerulonefritis diabética, n (%) 1 (50,0%)
Inmunosupresion basal,
Tacrolimus, n (%) 90 (84,9%)
Ciclosporina, n (%) 16 (15,1%)
Micofenolato, n (%) 105 (99,1%)
Prednisona, n (%) 104 (98,1%)
Terapia de induccion, n (%) 36 (34,0%)
Basiliximab, n (%) 27 (25,5%)
Daclizumab, n (%) 9 (8,5%)
Serologia del donante para CMV,
D+, n (%) 69 (87,3%)
D-, n (%) 10 (12,7%)
Desconocida, n (%) 27 (25,5%)
Rechazo previo a la infeccion CMV, n (%) 26 (24,5%)
Tratamiento con bolos de esteroides previo a la infeccion por 22 (20,8%)
CMV, n (%)

1.3. Incidencia de infeccion y enfermedad por CMYV de los pacientes evaluables

De los 106 receptores TOS de bajo riesgo de infeccion por CMV, 54 (50,9%)
desarrollaron uno o mas episodios de replicacion de CMV a lo largo del seguimiento
(Fig. 6), que se iniciaron con una mediana de 5,7 semanas (RIQ 4 — 7,5) después del
trasplante y que tuvieron una duracion media de 29,4 + 19,0 dias. La mediana de

episodios de replicacion por paciente fue de 1 (rango 1 — 3), con una mediana de la
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carga viral pico por paciente de 1732,5 Ul/ml (RIQ 613 — 3933,3). De los 54 pacientes
con episodios de replicacion, en 32 (59,3%) se indicO tratamiento anticipado. La
mediana de carga viral a partir de la cual se inicio el primer tratamiento anticipado por
paciente fue de 2861,5 Ul/ml (RIQ 1683,3 — 3868,5). Un total de 27 (50,0%) pacientes
tuvieron una carga viral pico mayor a 2000 Ul/ml.

Veintiln pacientes tuvieron 2 6 mas episodios de replicacion, de los cuales en 6
se les administro tratamiento anticipado. La mediana de carga viral a partir de la cual se
inicié este segundo tratamiento fue de 2857,3 Ul/ml (RIQ 1399,3 — 6515,8). Dos
pacientes desarrollaron 3 episodios de replicacidn, y ambos casos recibieron tratamiento
anticipado, siendo la mediana de carga viral para el inicio del mismo de 2743,5 Ul/ml
(RIQ 2566 — 2921).

Figura 6. Incidencia de infeccion por CMV y aplicacion de tratamiento antiviral en los

pacientes incluidos y evaluables del estudio.

Tratamiento
32(59,3%)
Infeccion CMV
54(50,9%)

No tratamiento
22(40,7%) J

Todoslos pacientes
evaluables

N=106

No infeccion
52(49,1%)

Se estudiaron las caracteristicas demograficas basales de los pacientes en
funcién de desarrollar o no episodios de replicacion por CMV a lo largo del

seguimiento, no observandose diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla 8).
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Tabla 8. Caracteristicas demogréaficas y basales de los pacientes evaluables que

desarrollan o no infeccion por CMV durante el seguimiento.

Pacientes con

Pacientes sin

piodosce stk p
N=54 N=52
Sexo, varon, n (%) 43 (79,6%) 41 (78,8%) 0,921
Edad, afios, media + DE 55,3+ 10,7 529+11,1 0,254
Tipo de trasplante,
Rifién, n (%) 32 (59,3%) 22 (42,3%) 0,081
Higado, n (%) 19 (35,2%) 27 (51,9%) 0,082
Corazon, n (%) 2 (3,7%) 2 (3,8%) 1,000
Higado-Rifion, n (%) 1(1,9%) 1(1,9%) 1,000
Inmunosupresion basal,
Tacrolimus, n (%) 48 (88,9%) 42 (80,8%) 0,243
Ciclosporina, n (%) 6 (11,1%) 10 (19,2%) 0,243
Micofenolato, n (%) 54 (100%) 51 (98,1%) 0,491
Prednisona, n (%) 53 (98,1%) 51 (98,1%) 1,000
Terapia de induccidn, n (%) 21 (38,9%) 15 (28,8%) 0,275
Basiliximab, n (%) 14 (25,9%) 13 (25,0%) 0,913
Daclizumab, n (%) 7 (13,0%) 2 (3,8%) 0,161
Serologia del donante para CMV,
D+, n (%) 38 (90,5%) 31 (83,8%) 0,502
D-, n (%) 4 (9,5%) 6 (16,2%) 0,502
Desconocida, n (%) 12 (22,2%) 15 (28,8%) 0,434
Rechazo previo a la infeccion CMV, 15 (27,8%) 11 (21,2%) 0,428
0,
‘rll'r(a/:a)tmiento con bolos de esteroides 15 (27,8%) 7 (13,5%) 0,069

previo a la infeccion por CMV, n (%)

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado y T-student.

También se analizaron las caracteristicas basales de los pacientes en funcion del

desarrollo de viremias elevadas (por encima de 2000 Ul/ml). Las cargas virales fueron

mayores a 2000 Ul/ml en 27 (25,5%) pacientes. En general, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre las variables demograficas basales

analizadas, excepto por la administracion de daclizumab como tratamiento de
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induccion, que fue significativamente mayor en los pacientes con cargas virales pico
mayores a 2000 Ul/ml que en los pacientes sin infeccion o con infeccion con cargas
virales pico por debajo de 2000 Ul/ml (18,5% vs. 5,1%, RR 3,66 1C95% 1,06 — 12,64, p

= 0,045; Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas demograficas basales de los pacientes evaluables que

desarrollan o no infecciones con cargas virales pico >2000 UI/ml por CMV durante el

seguimiento.
. Pacientes sin
Pacientes con infeccié
. carga viral >2000 inteccion o con
Variable - carga viral <2000 P
ul/ml,
N=27 Ul/ml,
N=79
Sexo, varon, n (%) 22 (81,5%) 62 (78,5%) 0,740
Edad, afios, media + DE 54,7+ 10,2 539+11,2 0,743
Tipo de trasplante,
Rifi6N, n (%) 17 (63,0%) 37 (46,8%) 0,148
Higado, n (%) 9 (33,3%) 37 (46,8%) 0,222
Corazon, n (%) 1(3,7%) 3(3,8%) 1,000
Higado-Rifion, n (%) 0 (0%) 2 (2,5%) 1,000
Inmunosupresion basal,
Tacrolimus, n (%) 24 (88,9%) 66 (83,5%) 0,756
Ciclosporina, n (%) 3(11,1%) 13 (16,5%) 0,756
Micofenolato, n (%) 27 (100%) 78 (98,7%) 1,000
Prednisona, n (%) 26 (96,3%) 78 (98,7%) 0,446
Terapia de induccidn, n (%) 11 (40,7%) 25 (31,6%) 0,389
Basiliximab, n (%) 6 (22,2%) 21 (26,6%) 0,654
Daclizumab, n (%) 5 (18,5%) 4 (5,1%) 0,045
Serologia del donante para CMV,
D+, n (%) 20 (90,9%) 49 (86,0%) 0,717
D-, n (%) 2 (9,1%) 8 (14,0%) 0,717
Desconocida, n (%) 5 (18,5%) 22 (27,8%) 0,337
Rechazo previo a la infeccion CMV, 6 (22,2%) 20 (25,3%) 0,747
n (%)
Tratamiento con bolos de esteroides 6 (22,2%) 16 (20,3%) 0,828

previo a la infeccion por CMV, n (%)

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado y t-Student.

Un total de 32 (30,2%) pacientes recibi6 tratamiento anticipado para el control

de la infeccion por CMV. Respecto a las caracteristicas demogréaficas basales, no se
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observaron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes tratados y no

tratados, bien porque controlaron espontdneamente la infeccion o bien porque no

desarrollaron ningun episodio de replicacion (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas demogréaficas y basales de los 106 pacientes evaluables en

funcién de la indicacion de tratamiento anticipado durante el seguimiento.

Variable Pacientes con Pacientes sin P
tratamiento, tratamiento,
N=32 N=74
Sexo, varon, n (%) 25 (78,1%) 59 (79,7%) 0,852
Edad, afios, media + DE 54,9 + 10,3 53,8+11.2 0,662
Tipo de trasplante,
Rifi6n, n (%) 19 (59,4%) 35 (47,3%) 0,253
Higado, n (%) 12 (37,5%) 34 (45,9%) 0,421
Corazon, n (%) 1 (3,1%) 3 (4,1%) 1,000
Higado-Rifion, n (%) 0 (0%) 2 (2,7%) 1,000
Inmunosupresion basal,
Tacrolimus, n (%) 28 (87,5%) 62 (83,8%) 0,772
Ciclosporina, n (%) 4 (12,5%) 12 (16,2%) 0,772
Micofenolato, n (%) 32 (100%) 73 (98,6%) 1,000
Prednisona, n (%) 31 (96,9%) 73 (98,6%) 0,515
Terapia de induccién, n (%) 13 (40,6%) 23 (31,1%) 0,341
Basiliximab, n (%) 8 (61,5%) 19 (82,6%) 0,235
Daclizumab, n (%) 5 (38,5%) 4 (17,4%) 0,235
Serologia del donante para CMV,
D+, n (%) 24 (92,3%) 45 (84,9%) 0,484
D-, n (%) 2 (7,7%) 8 (15,1%) 0,484
Desconocida, n (%) 6 (18,8%) 21 (28,4%) 0,296
Rechazo previo a la infeccion 8 (25,0%) 18 (24,3%) 0,941
CMV, n (%)
Tratamiento con bolos de 8 (25,0%) 14 (18,9%) 0,478

esteroides previo a la infeccion
por CMV, n (%)

Tipo de anélisis estadistico: chi-cuadrado, t-Student y U de Mann-Whitney.
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De los 54 pacientes con episodios de replicacién a lo largo del afio de
seguimiento, 22 (40,7%) controlaron espontdneamente los episodios de replicacion,
mientras que a los 32 restantes (59,3%) se les administrd tratamiento anticipado (RR
3,36 1C95% 2,37 — 4,78, p<0,001). La carga viral pico fue mayor en los pacientes
tratados (3589,5 (RIQ 2673,3 — 6788,3) vs. 601 (RIQ 345,3 — 818,5), p <0,001), asi
como el porcentaje de pacientes con cargas virales pico >2000 Ul/ml (84,4% vs. 0%,

p<0,001). Todas las caracteristicas analizadas se encuentran detalladas en la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas de la infeccion por CMV de los 54 pacientes evaluables con
uno o mas episodios de replicacion en funcion de la indicacion de tratamiento

anticipado durante el seguimiento.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

tratamiento, tratamiento,

N=32 N=22

N° episodios/paciente, mediana 15(1-3) 1(1-3) 0,051
(rango)
Duracion total viremia (dias), 40,4 £ 20,6 36,6 + 26,5 0,346
media + DE
Primera replicacion CMV 5,35(3,9-7,3) 6,3 (4,2-8,7) 0,355
postrasplante (semanas), mediana
(RIQ)

Ultima replicacion postrasplante 12,9 (4,6 — 18,1) 7,3(5,3-11,2) 0,184
(semanas ), mediana (R1Q)

Carga viral pico (Ul/ml), mediana  3589,5 (2673,3 — 601 (345,3 - <0,001
(RIQ) 6788,3) 818,5)
Pacientes con cargas virales > 27 (84,4%) 0 (0%) <0,001

2000 Ul/ml, n (%)

Tipo de anélisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

Sélo 3 pacientes (2,8%), todos ellos receptores de trasplante hepatico,
desarrollaron enfermedad por CMV durante el seguimiento (Fig. 7). Dos pacientes
tuvieron gastritis y un paciente hepatitis. Dos de ellos habian recibido tratamiento con
bolos de corticoides por rechazo previo a la enfermedad. La carga viral al diagndstico
de la enfermedad fue de 3749, 6024 y 26299 Ul /ml, respectivamente. Todos los

episodios se resolvieron sin secuelas.
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Uno de los tres pacientes, que estaba en lista de espera para retrasplante por
disfuncion cronica del injerto, fue retrasplantado a las tres semanas del inicio del
tratamiento. Las caracteristicas de estos tres pacientes se encuentran detalladas en la
Tabla 12.

Figura 7. Pacientes asintomaticos y sintomaticos a los que se indicé la administracion

de tratamiento anticipado.

Tratamiento

Asintomaticos 29 (36,9%)
51 (94,4%) No
Infeccion tratamiento
CMV 22 (43,1%
54 (50,9%)

Todos los Sintomaticos Tratamiento
pacientes (5,6%) 3 (100%)

N= 106

No infeccion
52(49,1%)
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Tabla 12. Caracteristicas demograficas y basales de la enfermedad por CMV de los

pacientes con infeccion sintomatica por CMV.

N° Paciente 79 84 85
Edad (afos) 37 59 54
Sexo Varon Varon Varon
Etiologia trasplante Enfermedad de Cirrosis alcohdlica Desconocida
Wilson
Serologia CMV donante Desconocida D+ D-
Ciclosporina Si No No
Tacrolimus No Si Si
Tto induccion No No No
Rechazo previo Si (2,9) Si (23,6) No
(Semana)
Tratamiento con bolos Si(2,9) Si (23,6) No
de esteroides (Semana)
Semana infeccion 6,3 26,9 59
sintomética
Tipo infeccion Hepatitis Gastritis Gastritis
sintomatica
Replicacion previa al No Si (5,7) No
episodio de enfermedad
(Semana)
Carga viral inicio 2066 2439 6024
tratamiento (Ul/ml)
Carga viral pico (Ul/ml) 26299 3749 6024
Evolucién enfermedad Resuelto Pérdida de injerto no Resuelto
relacionada con
CMvVv
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1.4. Evolucion de los pacientes evaluables

1.4.1. Evolucion de los pacientes al fin del afio de seguimiento

inmunoviroldgico y seguimiento clinico

El seguimiento inmunovirolégico de un afio se completé en Mayo de 2014,
mientras que el seguimiento clinico se continudé hasta Mayo de 2015. La mediana de
seguimiento inmunovirologico de los 106 pacientes evaluables fue de 51,6 semanas
(RIQ 48,5 — 53,6). De los mismos, 100 pacientes (94,3%) completaron el afio de
monitorizacion inmunovirologica establecido en los objetivos del estudio. Cuatro
pacientes (3,8%) finalizaron el seguimiento antes del fin del estudio debido a pérdidas
del injerto, que ocurrieron a una mediana de 25,6 semanas (RIQ 15,1 — 32,6), mientras
que 2 pacientes (1,9%) fallecieron antes de completar el afio de seguimiento, con una
mediana de 39,9 semanas (RIQ 32,9 — 47,0). Ni las pérdidas de injerto ni los casos de
exitus estuvieron relacionados con episodios de infeccion por CMV. Un total de 28
pacientes (26,4%) sufrieron algun episodio de rechazo del injerto, que ocurrieron con
una mediana de 2,6 semanas (RIQ 0,7 — 51,3). Veintidds pacientes (20,8%) requirieron

tratamiento con bolos de corticoesteroides.

El seguimiento clinico de los 100 pacientes que acabaron el seguimiento
inmunoviroldgico se continud hasta mayo de 2015 (mes mediano 31,1 postrasplante,
RIQ 26,6 - 37,8). Tres pacientes fallecieron por motivos no relacionados con la
infeccion por CMV, el resto de pacientes conservd el injerto. Cinco pacientes tuvieron
algin episodio de rechazo (mediana 20,7 meses, RIQ 12,7 — 26,9), de los cuales, 2
requirieron tratamiento con bolos de esteroides. Por tanto, al final del seguimiento
clinico en mayo de 2015, de los 106 pacientes evaluables, 97 sobrevivieron al
trasplante, 4 perdieron el injerto por causas no relacionadas con la infeccion por CMV,
5 fallecieron por causas no relacionadas con la infeccion por CMV y 30 pacientes
sufrieron episodios de rechazo, de los cuales 24 necesitaron tratamiento con bolos de

corticoesteroides (Fig. 8).
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Figura 8. Grafico comparativo de la evolucién clinica de los 106 pacientes evaluables
al final del seguimiento inmunovirolégico (Mayo de 2014) y al final del seguimiento
clinico (Mayo de 2015).
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1.4.2. Caracteristicas de los pacientes con rechazo y relacion con la

replicacion por CMV

Cuando se compararon las caracteristicas demograficas basales de los pacientes
que sufrieron o no episodios de rechazo, se observo que entre aquellos pacientes con
rechazo eran mas frecuentes los receptores hepaticos, mientras que los renales eran mas
frecuentes en el grupo sin rechazo. También era mas frecuente entre los pacientes con
rechazo el uso de ciclosporina (28,6% vs. 10,3%, RR 2,25, IC95% 1,21 — 4,20, p =
0,03) y menor el uso de tacrolimus (71,5% vs. 89,7%, RR 0,79, 1C95% 0,62 — 1,02, p =
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0,03), No se encontraron otras diferencias significativas para el resto de variables

demograficas basales analizadas (Tabla 13).

Tabla 13. Caracteristicas demograficas y basales de los pacientes evaluables que

tuvieron o no algun episodio de rechazo durante el seguimiento.

Variable Pacientes con Pacientes sin P
rechazo, rechazo,
N=28 N=78
Sexo, varon, n (%) 24 (85,7%) 60 (76,9%) 0,325
Edad, afios, media + DE 52,7+11,8 54,7 + 10,6 0,412
Tipo de trasplante,
Rifi6Nn, n (%) 8 (28,6%) 46 (59,0%) 0,006
Higado, n (%) 18 (64,3%) 28 (35,9%) 0,009
Corazon, n (%) 2 (7,1%) 2 (2,6%) 0,284
Higado-Rifion, n (%) 0 (0%) 2 (2,6%) 1,000
Inmunosupresion basal,
Tacrolimus, n (%) 20 (71,4%) 70 (89,7%) 0,030
Ciclosporina, n (%) 8 (28,6%) 8 (10,3%) 0,030
Micofenolato, n (%) 28 (100%) 77 (98,7%) 1,000
Prednisona, n (%) 26 (92,9%) 78 (100%) 0,068
Terapia de induccidn, n (%) 6 (21,4%) 30 (38,5%) 0,103
Basiliximab, n (%) 6 (21,4%) 21 (26,9%) 0,567
Daclizumab, n (%) 0 (0%) 9 (11,5%) 0,108
Serologia del donante para CMV,
D+, n (%) 19 (86,4%) 50 (87,7%) 1,000
D-, n (%) 3 (13,6%) 7 (12,3%) 1,000
Desconocida, n (%) 6 (21,4%) 21 (26,9%) 0,567

Tipo de andlisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

En relaciéon a la infeccion por CMV, no se observaron tampoco diferencias
significativas en funcién de que el paciente presentara o no rechazo (Tabla 14).
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Tabla 14. Caracteristicas de la infeccion por CMV de los pacientes evaluables que

tuvieron o no algun episodio de rechazo durante el seguimiento.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

rechazo, rechazo,

N=28 N=78

Infeccion por CMV previa al 15 (53,6%) 37 (47,4%) 0,577
rechazo, n (%)
Infeccion por CMV en 17 (60,7%) 37 (47,4%) 0,228
cualquier momento del
seguimiento, n (%)
N° episodios/paciente, 1(0-3) 0(0-3) 0,323
mediana (rango)
Duracion viremia (dias), 44,4424 4 36,3£22,3 0,233
media = DE
Primera replicacion CMV 51(4,2-8,4) 59(3,9-7,4) 0,661

postrasplante (semanas),
mediana (RI1Q)

Ultima replicacion
postrasplante (semanas ),
mediana (RI1Q)

Carga viral pico (Ul/ml),
mediana (RI1Q)

10,1 (4,4 — 16,9) 8,1 (5,5 15,9) 0,867

1274 (825,5—-4541) 2191 (601 —3824,5) 0,583

Pacientes con infeccién con 8 (28,6%) 19 (24,4%) 0,661
cargas virales >2000 Ul/ml,

n (%)

Pacientes con tratamiento 10 (35,7%) 22 (28,2%) 0,458
anticipado, n (%)

Pacientes con enfermedad 2 (7,1%) 1(1,3%) 0,170

por CMV, n (%)

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

1.4.3. Relacion del cambio de tratamiento basal por inhibidores de mTOR

con la replicacion por CMV

Un total de 42 pacientes (39,6%) sufrieron alguna modificacion del tratamiento
inmunosupresor basal durante el afio de seguimiento. Debido a la importancia de los
inhibidores del mTOR tanto en la evolucion de la respuesta inmune celular como en la
infeccion por CMV, se llevd a cabo un andlisis de los pacientes que recibieron
everolimus o sirolimus en algin momento del seguimiento. Un total de 12 pacientes

(11,3%) cambiaron su tratamiento basal por inhibidores de mTOR con una mediana de
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20,7 semanas tras el trasplante (R1Q 13,3 — 34,3). De los 12 pacientes, 6 (50%) tuvieron
algun episodio de replicacion por CMV durante el seguimiento, que ocurrio en todos los
casos antes del cambio de tratamiento (mediana del inicio de la replicacién: semana 3,3
(RIQ 2,8 — 4,4) vs. mediana del cambio a everolimus/sirolimus: semana 16,7 (RIQ 10,2
— 44.5). En ninguno de los casos se detecto replicacion por CMV en el momento de la
conversion a inhibidores de mTOR. So6lo un paciente tuvo un episodio de replicacion

posterior al cambio de tratamiento.

En la tabla 15 se encuentran resumidas las caracteristicas mas destacadas de la

evolucion de los 106 pacientes evaluables.

Tabla 15. Evolucidn de los 106 paciente evaluables del estudio.

Variable Todos los pacientes,
N=106
Pérdida del injerto, n (%) 4 (3,8%)
Mortalidad, n (%) 2 (1,9%)
Pérdida de injerto o exitus relacionado con CMV, n (%) 0 (0%)
Rechazo previo a la infeccion por CMV, n (%) 26 (24,5%)
Tratamiento con bolos de esteroides previo a la infeccion
por CMV, n (%) 15 (14,2%)
Rechazo posterior a la infeccion por CMV, n (%) 2 (1,9%)
Tratamiento con bolos de esteroides posterior a la
infeccion por CMV, n (%) 2 (1,9%)
Cambio de tratamiento basal, n (%) 42 (39,6%)
Cambio a inhibidores de mTOR, n (%) 12 (11,3%)
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2. Cronologia de la respuesta inmune especifica de células T frente a CMV en los

pacientes de bajo riesgo de enfermedad por CMV evaluables

2.1. Cronologia de la respuesta inmune especifica frente a CMV de células T
CD8"y CD4" y del recuento de poblaciones linfocitarias CD4" y CD8"

Como se explica en la Seccién de Materiales y Métodos, se tomaron muestras
para determinar la respuesta inmune especifica de células T frente a CMV cada dos
semanas durante los tres primeros meses después del trasplante y una vez al mes hasta
completar un afio de seguimiento. Por lo que se tienen datos de la respuesta inmune de
células T de cada uno de los pacientes hasta que se detectd un porcentaje de células T
CD4" y CD8" especificas de CMV >0,25% en al menos dos visitas consecutivas. Tras la
inclusion de los primeros 50 pacientes del estudio y dado que los resultados de
inmunidad celular especifica frente a CMV no fueron positivos en 29 pacientes como se
hubiera esperado en la primera muestra postrasplante analizada (dia 15 postrasplante),
se decidio incluir una muestra pretrasplante en todos los pacientes incluidos a partir de

ese momento.

En los siguientes apartados se muestra la cronologia del porcentaje de células T
CD8" y CD4" que expresaron las citoquinas (IFNy e IL-2) en respuesta a la
estimulacion in vitro con una mezcla de péptidos de las proteinas IE-1 y pp65, asi como
el recuento total de dichas subpoblaciones de linfocitos T CD8" y CD4".

2.1.1. Cronologia de las células T CD8" que expresan IFNy tras la

estimulacion

En la figura 9 se muestran las determinaciones realizadas en los distintos puntos
de tiempo de seguimiento del porcentaje de células T CD8*CD69IFNy" detectadas tras
la estimulacién in vitro. Se aprecia una alta heterogeneidad de los resultados obtenidos
por semana de seguimiento que esta en funcion de la heterogeneidad de la respuesta
inmune en cada paciente analizado. Sin embargo, se puede observar un aumento hasta la
semana 4, de un 0,068% (RIQ 0,05 — 0,08) de células T CD8"CD69"IFNy", porcentaje
gue se mantiene practicamente constante hasta el mes 12 de seguimiento, donde la
mediana es de 0,13% (RIQ 0,0 — 0,97).
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Figura 9. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra la evolucion del porcentaje de
células CD8'CD69" que secretan IFNy a lo largo del seguimiento. La linea discontinua

indica un porcentaje de células CD8"CD69"IFNy" =0,25%, a partir del cual se considera

la respuesta inmune como positiva.
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2.1.2. Cronologia de las células T CD4" que expresan IFNy tras la
estimulacion

En la figura 10 se muestran las determinaciones realizadas en los distintos
puntos de tiempo de seguimiento del porcentaje de células T CD4'CD69'IFNy"
detectadas tras la estimulacion in vitro. Al igual que ocurre con la poblacion de CD8",
existe una alta heterogeneidad al analizarlo por semanas. Sin embargo, se observa gque
hasta el mes 9 el porcentaje de células CD4"CD69'IFNy” se mantiene practicamente
constante en torno a 0,01% (RIQ 0,005 — 0,01). EI valor maximo se alcanza en el mes
10 postrasplante (0,13% RIQ 0,02 — 0,60), y posteriormente disminuye hasta una
mediana de 0,01% (RIQ 0,0 —0,03) en el mes 12 de seguimiento.
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Figura 10. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra la evolucion del porcentaje de
células CD4"CD69" que secretan IFNy a lo largo del seguimiento.
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2.1.3. Cronologia de las células T CD8" que expresan IL2 tras la

estimulacion

En la figura 11 se muestran las determinaciones realizadas en los distintos
puntos de tiempo de seguimiento del porcentaje de células T CD8'CD69*IL2"
detectadas tras la estimulacion in vitro. Se puede observar que existe una alta
heterogeneidad al analizar por semanas, con valores que oscilan entre 0 y 0,03%.
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Figura 11. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra la evolucién del porcentaje de
células CD8" CD69" que secretan IL2 a lo largo del seguimiento.
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2.1.4. Cronologia de las células T CD4" que expresan IL2 tras la
estimulacion

En la figura 12 se muestran las determinaciones realizadas en los distintos
puntos de tiempo de seguimiento del porcentaje de células T CD4*'CD69'IL2"
detectadas tras la estimulacion in vitro. Se puede observar que existe una alta

heterogeneidad al analizar por semanas, con valores que oscilan entre 0 y 0,03%.
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Figura 12. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra la evolucién del porcentaje de

células CD4" CD69" que secretan IL2 a lo largo del seguimiento.
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2.1.5. Cronologia de la subpoblacion de linfocitos T CD8"

Se calculé la mediana de la subpoblacion linfocitaria de células T CD8"

expresado en células/ul (Fig. 13) y el porcentaje de células T CD8" respecto al total de

linfocitos (Fig. 14) en las muestras disponibles en cada uno de los tiempos de
seguimiento.

Se observa una tendencia en la evolucién del total de células T CD8", con un

aumento durante los 3 primeros meses postrasplante, que se mantiene alrededor de un
valor constante (357,9 células/pl RIQ 307,7 — 383,1 expresado como total de células

CD8"/ul y 23,2%, RIQ 22,8 — 25,42 expresado como porcentaje de células CD8" sobre

el total

de linfocitos) hasta llegar a los 12 meses de seguimiento.
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Figura 13. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra la evolucion del total de
células T CD8" expresado como células/ul a lo largo del seguimiento.
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Figura 14. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra la evolucion del total de
células T CD8" expresado como porcentaje del total de linfocitos a lo largo del

seguimiento.
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Se estudio si existe una relacion entre la subpoblacion de CD8™ y el porcentaje
de las células CD8" especifica de CMV (CD8CD69IFNy") a lo largo del seguimiento,
con el objeto de plantear su valor como marcador subrogado que pueda utilizarse en
centros donde la citometria de flujo no esté disponible. El coeficiente de correlacion p
entre la subpoblacion CD8" (células/pl) y el porcentaje de células CD8" especificas de
CMV fue de 0,103% (p = 0,006). Aunque existe una relacion significativa positiva entre
la subpoblacion de células CD8" y el porcentaje de células CD8" especificas de CMV,
el coeficiente de correlacion es bajo, por lo que la relacion entre ambas variables es

débil y poco relevante como marcador subrogado (Fig. 15).

Figura 15. Comparacion entre la mediana del porcentaje de células CD8" especificas de

CMV vy el nimero total de células CD8" expresado como células/ul a lo largo del

seguimiento.
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2.1.6. Cronologia de la subpoblacion de linfocitos T CD4*

Se calculd también la mediana de células T CD4" expresado en células/ul (Fig.
16) y el porcentaje de linfocitos CD4" del total de linfocitos (Fig. 17) en aquellos
pacientes en los que habia muestra disponible en cada uno de los tiempos de

seguimiento. Se observa una cierta tendencia, aunque no tan clara como en el caso de la
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evolucion del total de células T CD8". En el caso de las células T CD4", el aumento se
produce de forma mas acusada durante el primer mes, y los valores oscilan dentro de un
rango constante durante el resto del seguimiento (461,2 células/ul RIQ 439,5 — 515,8
expresado como total de células CD4"/ul y 34,6%, RIQ 33,8 — 37,7 expresado como
porcentaje de células CD4" sobre el total de linfocitos).

Figura 16. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra la evolucion del total de
células T CD4" expresado como células/pl a lo largo del seguimiento.
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Figura 17. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra la evolucion del total de
células T CD4" expresado como porcentaje del total de linfocitos a lo largo del

seguimiento.
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Como en el caso de CD8", también se estudio la relacion entre la subpoblacion
linfocitaria total de CD4" y el porcentaje de las células CD4" especifica de CMV a lo
largo del seguimiento. El coeficiente de correlacion p entre la subpoblacion de
células/ul CD4" y el porcentaje de células CD4" especificas de CMV fue de 0,021 (p =

0,574). En este caso la relacion no fue estadisticamente significativa (Fig. 18).
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Figura 18. Comparacion entre la mediana del porcentaje de células CD4" especificas de

CMV vy el nimero total de células CD4" expresado como células/ul a lo largo del

seguimiento.
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2.2. Cronologia de la respuesta inmune celular especifica considerando como
inmunidad positiva el porcentaje de células CD8"CD69"IFNy" especificas
de CMV 20,25

Debido a la heterogeneidad temporal de la adquisicion de células T especifica
frente CMV entre pacientes, se analizaron los datos de inmunidad en funcion de dos

puntos de corte diferentes utilizados en estudios previamente publicados: 0,15% y
0,25%.

En la figura 19 se analiza la evolucion del porcentaje acumulado de pacientes
que adquieren inmunidad positiva frente a CMV (%CD8"CD69*IFNy" >0,25) a lo largo
del seguimiento. A las 2 semanas del trasplante, 25 pacientes (28,4%) tenian inmunidad
positiva con una mediana de 0,485% (RIQ 0,28 — 0,85). Otros 29 pacientes (33%)
desarrollaron inmunidad positiva a una mediana de 11,3 semanas desde el trasplante
(RIQ 5,1 — 20,4) y con un valor mediano de CD8"CD69*IFNy" de 0,43% (RIQ 0,31 —
0,61), mientras que 34 pacientes (38,6%) nunca alcanzaron inmunidad celular positiva

al final del seguimiento (Fig. 19).
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Figura 19. Evolucidn de la adquisicion de la inmunidad celular especifica de CMV en
receptores de trasplante a partir de la segunda semana postrasplante con un punto de
corte de %CD8"CD69'IFNy" >0,25.
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Tipo de analisis estadistico: Kaplan-Meier

En la figura 20, se comparan los 25 pacientes con inmunidad positiva
(%CD8'CD69"IFNy" >0,25) en la semana 2 postrasplante frente a los 63 que no
presentaban inmunidad positiva (%CD8'CD69'IFNy" <0,25) en la semana 2
postrasplante, a diferentes puntos destacados del seguimiento inmunovirolégico y
respecto del porcentaje de células CD8"CDG69" productoras de IFNy. De esta manera, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con
inmunidad positiva y los pacientes sin inmunidad en la semana 4 postrasplante: 0,41%
(RIQ 0,32 — 1,02) vs. 0,035% (RIQ 0 — 0,22), p < 0,001; antes del primer episodio de
replicacion: 0,43% (RIQ 0,32 — 0,76) vs. 0,05% (0,005 — 0,15), p = 0,006, y al final de
seguimiento: 0,41% (R1Q 0,34 — 0,85) vs. 0,1% (0 — 0,61), p < 0,001.
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Figura 20. Porcentaje mediano de células CD8*CD69" que secretan IFNy en respuesta a
la estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados en funcién de los
datos de inmunidad celular (%CD8"CD69'IFNy” >0,25) a las 2 semanas postrasplante.
Los asteriscos indican los hitos en los que existen diferencias significativas entre ambos
grupos de pacientes con y sin inmunidad. La linea discontinua indica un porcentaje de
células CD8'CD69'IFNy" =0,25%, a partir del cual se considera la respuesta inmune

como positiva.
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Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney

En la figura 21, se comparan los 25 pacientes con inmunidad positiva
(%CD8"CD69"IFNy" >0,25) en la semana 2 postrasplante frente a los 63 que no
presentaban inmunidad positiva (%CD8'CD69'IFNy* <0,25) en la semana 2
postrasplante, a diferentes puntos destacados del seguimiento inmunovirol6gico, pero en

esta ocasion respecto al porcentaje de células CD4"CD69" productoras de IFNy. No se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con
inmunidad positiva y los pacientes sin inmunidad en ninguno de los momentos del
seguimiento analizados. El punto del seguimiento ‘Deteccion de la inmunidad’ se
refiere al momento de deteccion de un porcentaje de células CD8*CD69*IFNy" >0,25%,
ya que en el caso del porcentaje de células CD4"CD69IFNy” no se pudo determinar un
punto de corte estadisticamente significativo debido probablemente a la heterogeneidad

de la muestra y a la reducida respuesta encontrada.

Figura 21. Porcentaje mediano de células CD4*CD69" que secretan IFNy en respuesta a
la estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados en funcion de los
datos de inmunidad celular (%CD8"CD69"IFNy" >0,25) a las 2 semanas postrasplante.
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Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney
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Como se ha mencionado previamente se hizo una modificacion del protocolo
planteado originalmente y se obtuvieron ademas muestras pretrasplante en un total de

49 pacientes.

De los 49 pacientes, 11 (22,4%) tuvieron inmunidad especifica frente a CMV
positiva (considerando el punto de corte >0,25%) en la muestra pretrasplante con una
mediana de células CD8"CD69"IFNy" de 0,53% (RIQ 0,29 — 1,18). El 57,1% de los
pacientes conservo la inmunidad positiva en la determinacion realizada postrasplante en
la semana 2 postrasplante. EI 33,8% de los pacientes recuper6 valores de porcentaje de
células CD8'CD69'IFNy" >0,25% a la cuarta semana y el 9,1% de pacientes restantes

en la semana 12.

De los 49 pacientes con muestra pretrasplante analizados, 38 (77,6%) pacientes
tuvieron inmunidad especifica frente a CMV negativa con un porcentaje de células
CD8'CD69'IFNy" <0,25%. De ellos, todos fueron negativos en la determinacion
realizada en la semana 2 postrasplante. ElI 50% consiguié una respuesta inmune
especifica positiva con una mediana de 0,38% (RIQ 0,28 — 0,64) en una mediana de
tiempo de 11 semanas (RIQ 3,9 — 17,3) postrasplante. El otro 50% de pacientes no
llegaron a alcanzar una respuesta inmune especifica positiva, con un porcentaje mediano
de células CD8"CDG69'IFNy" de 0,0% (0,0 — 0,0) a final de seguimiento (Fig. 22).

Los pacientes con inmunidad positiva pretrasplante tuvieron una probabilidad
5,7 veces mayor de tener inmunidad positiva a las 2 semanas postrasplante (p = 0,015,
IC95% 1,64 — 19,96) y una probabilidad 5,8 veces mayor de tener inmunidad positiva a
las 4 semanas del trasplante (p < 0,001, IC95% 2,70 — 12,28) que aquellos que carecian

de inmunidad especifica pretrasplante.
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Figura 22. Evolucion de la adquisicion de la inmunidad celular especifica postrasplante
frente a CMV (%CD8'CD69'IFNy" >0,25) en funcion de los datos de inmunidad

celular especifica pretrasplante.
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Tipo de anélisis estadistico: Kaplan-Meier

En la figura 23 se comparan los 11 pacientes con inmunidad positiva
(%CD8"CD69"IFNy” >0,25) en el momento pretrasplante frente a los 38 que no
presentaban inmunidad positiva (%CD8'CD69'IFNy* <0,25) en el momento
pretrasplante, a diferentes puntos destacados del seguimiento inmunovirol6gico y
respecto al porcentaje de células CD8"CD69" productoras de IFNy. De esta manera, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con
inmunidad positiva pretrasplante y los pacientes sin inmunidad pretrasplante en la
semana 2 después del trasplante: 0,27% (RIQ 0,14 — 0,85) vs. 0,01% (RIQ 0 — 0,085),
p = 0,002; en la semana 4 postrasplante: 0,92% (RIQ 0,38 — 1,29) vs. 0,03% (RIQ 0 —
0,13), p < 0,001; antes del primer episodio de replicacion: 3,54% (RIQ 0,43 — 6,65) vs.
0,03% (0 — 0,07), p = 0,022, y al final de seguimiento: 1,0% (RIQ 0,79 — 2,18) vs.
0,15% (0 — 0,76), p < 0,001.
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Figura 23. Porcentaje mediano de células CD8*CD69" que secretan IFNy en respuesta a
la estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados en funcion de los
datos de inmunidad celular (%CD8'CD69'IFNy" >0,25) pretrasplante. Los asteriscos
indican los hitos en los que existen diferencias significativas entre ambos grupos de
pacientes con y sin inmunidad. La linea discontinua indica un porcentaje de celulas

CD8'CD69'IFNy" =0,25%, a partir del cual se considera la respuesta inmune como

positiva.
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Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney

En la figura 24, se comparan los 11 pacientes con inmunidad positiva
(%CD8'CD69"IFNy" >0,25) en el momento pretrasplante frente a los 38 que no
presentaban inmunidad positiva (%CD8'CD69'IFNy" <0,25) en el momento
pretrasplante, a diferentes puntos destacados del seguimiento inmunoviroldgico, pero en

este caso respecto al porcentaje de células CD4"CD69" productoras de IFNy. De esta
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manera, sélo se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
pacientes con inmunidad positiva pretrasplante y los pacientes sin inmunidad
pretrasplante en la semana 2 después del trasplante: 0,02% (R1Q 0 —0,1) vs. 0% (RIQ 0
— 0,01), p = 0,015. Al igual que antes, el punto del seguimiento ‘Deteccion de la
inmunidad’ se refiere al momento de deteccion de un porcentaje de células
CD8'CD69'IFNy" >0,25%, ya que en el caso del porcentaje de células
CD4'CD69'IFNy" no se pudo determinar un punto de corte estadisticamente
significativo debido, probablemente, a la heterogeneidad de la muestra y a la reducida

respuesta encontrada.

Figura 24. Porcentaje mediano de células CD4"CD69" que secretan IFNy en respuesta a
la estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados en funcion de los
datos de inmunidad celular (%CD8"CD69'IFNy" >0,25) pretrasplante. Los asteriscos
indican los hitos en los que existen diferencias significativas entre ambos grupos de

pacientes con y sin inmunidad.
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Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney
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2.3. Cronologia de la respuesta inmune celular especifica considerando como
inmunidad positiva el porcentaje de células CD8"CD69IFNy" especificas
de CMYV 20,15

En la figura 25 se analiza la evolucion del porcentaje acumulado de pacientes
que adquieren inmunidad positiva frente a CMV (%CD8"CD69*IFNy* >0,15) a lo largo
del seguimiento. A las 2 semanas del trasplante, 27 pacientes (30,7%) tenian inmunidad
celular positiva especifica de CMV con una mediana de células CD8"CD69"IFNy" de
0,41% (RIQ 0,27 — 0,83). Otros 31 pacientes (35,2%) desarrollaron inmunidad celular
positiva con una mediana de 10,6 semanas desde el trasplante (RIQ 5,4 — 18,6), y un
porcentaje mediano de células CD8"CD69"IFNy" de 0,26% (RIQ 0,20 — 0,42), mientras
que 30 pacientes (34,1%) nunca alcanzaron inmunidad celular positiva al final del

seguimiento (Fig. 25).

Figura 25. Evolucion de la adquisiciéon de inmunidad celular especifica de CMV en
receptores de trasplante a partir de la segunda semana postrasplante con un punto de
corte de %CD8"CD69"IFNy* >0,15.
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Tipo de analisis estadistico: Kaplan-Meier
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En la figura 26 se comparan los 27 pacientes con inmunidad positiva
(%CD8"CD69"IFNy" >0,15) en la semana 2 postrasplante frente a los 61 que no
presentaban inmunidad positiva (%CD8'CD69'IFNy* <0,15) en la semana 2
postrasplante, a diferentes puntos destacados del seguimiento inmunovirolégico y
respecto al porcentaje de células CD8"CD69" productoras de IFNy. De esta manera, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con
inmunidad positiva y los pacientes sin inmunidad en la semana 4 postrasplante: 0,42%
(RIQ 0,33 - 0,94) vs. 0,03% (RIQ 0 - 0,16), p < 0,001; en el momento de deteccion de
inmunidad: 0,36% (RIQ 0,28 — 0,83) vs. 0,26% (RIQ 0,2 — 0,42), p = 0,024; antes del
primer episodio de replicacién: 0,43% (RIQ 0,32 — 0,76) vs. 0,05% (0,005 — 0,15),
p = 0,006, y al final de seguimiento: 0,54% (RIQ 0,36 — 2,17) vs. 0,09% (0 — 0,57),
p <0,001.
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Figura 26. Porcentaje mediano de células CD8*CD69" que secretan IFNy en respuesta a
la estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados en funcion de los
datos de inmunidad celular (%CD8"CD69'IFNy" >0,15) a las 2 semanas postrasplante.
Los asteriscos indican los hitos en los que existen diferencias significativas entre ambos
grupos de pacientes con y sin inmunidad. La linea discontinua indica un porcentaje de
células CD8'CD69'IFNy" =0,15%, a partir del cual se considera la respuesta inmune

como positiva.
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Tipo de andlisis estadistico: U de Mann-Whitney

En la figura 27, se comparan los 27 pacientes con inmunidad positiva
(%CD8'CD69'IFNy" >0,15) en la semana 2 postrasplante frente a los 61 que no
presentaban inmunidad positiva (%CD8'CD69'IFNy" <0,15) en la semana 2
postrasplante, a diferentes puntos destacados del seguimiento inmunoviroldgico, pero en

esta ocasion respecto al porcentaje de células CD4"CD69" productoras de IFNy. No se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con
inmunidad positiva y los pacientes sin inmunidad en ninguno de los momentos del
seguimiento analizados. El punto del seguimiento ‘Deteccion de la inmunidad’ se
refiere al momento de deteccion de un porcentaje de células CD8*CD69*IFNy" >0,15%,
ya que en el caso del porcentaje de células CD4"CD69IFNy” no se pudo determinar un
punto de corte estadisticamente significativo debido probablemente a la heterogeneidad
de la muestra y a la reducida respuesta encontrada.

Figura 27. Porcentaje mediano de células CD4"CD69" que secretan IFNy en respuesta a
la estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados en funcion de los

datos de inmunidad celular (%CD8*CD69'IFNy" >0,15) a las 2 semanas postrasplante.
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Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney

Al analizar los 49 pacientes con muestras pretrasplante, 16 (32,7%) pacientes

tuvieron inmunidad especifica frente a CMV positiva (considerando el punto de corte de
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>0,15%) en la muestra pretrasplante con una mediana de células CD8"CD69'IFNy" de
0,33% (RIQ 0,22 — 0,97). El 50% de los pacientes conservd la inmunidad positiva en la
determinacidn realizada en la semana 2 postrasplante. EI 25% de los pacientes recuperd
valores de porcentaje de células CD8"CD69'IFNy" >0,15% a la cuarta semana y el
18,8% de pacientes en la semana 13,1. El 6,3% restante nunca alcanzaron inmunidad

celular positiva al final del seguimiento.

De los 49 pacientes con muestra pretrasplante analizados, 33 (67,3%) pacientes
tuvieron inmunidad especifica frente a CMV negativa con un porcentaje de células
CD8'CD69'IFNy" <0,15% en el momento pretrasplante. El 51,5% consiguié una
respuesta inmune especifica positiva a una mediana de 9,1 semanas (RIQ 3,4 — 19,0)
desde el trasplante y con una mediana de células CD8*CD69'IFNy" de 0,26% (RIQ 0,21
— 0,66) (Fig. 28). El otro 48,5% de pacientes no llegaron a alcanzar una respuesta
inmune especifica positiva, con un porcentaje mediano de células CD8"CD69'IFNy™ de
0,0% (0,0 — 0,0) a final de seguimiento (Fig. 28).

Los pacientes con inmunidad positiva pretrasplante tuvieron una probabilidad
3,38 veces mayor de tener inmunidad positiva a las 2 semanas postrasplante (p = 0,041,
1C95% 1,13 — 10,1) y una probabilidad 3,54 veces mayor de tener inmunidad positiva a
las 4 semanas del trasplante (p < 0,001, 1C95% 1,73 — 7,23) que aquellos que carecian
de inmunidad especifica pretrasplante.
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Figura 28. Evolucién de la adquisicion de inmunidad celular especifica postrasplante
frente a CMV (%CD8'CD69'IFNy* >0,15) en funcion de los datos de inmunidad

celular especifica pretrasplante.
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Tipo de analisis estadistico: Kaplan-Meier

En la figura 29 se comparan los 16 pacientes con inmunidad positiva
(%CD8'CD69'IFNy" >0,15) en el momento pretrasplante frente a los 33 que no
presentaban inmunidad positiva (%CD8'CD69'IFNy" <0,15) en el momento
pretrasplante, a diferentes puntos destacados del seguimiento inmunovirolégico y
respecto al porcentaje de células CD8"CD69" productoras de IFNy. De esta manera, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con
inmunidad positiva pretrasplante y los pacientes sin inmunidad pretrasplante en la
semana 2 después del trasplante: 0,16% (RIQ 0,075 — 0,61) vs. 0,01 (RIQ 0 — 0,058),
p = 0,005; en la semana 4 postrasplante: 0,47% (RIQ 0,28 —0,93) vs. 0,025% (RI1Q 0 —
0,12), p < 0,001, y al final de seguimiento: 0,87% (RIQ 0,46 — 1,9) vs. 0,13% (RIQ 0 —
0,77), p = 0,002.
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Figura 29. Porcentaje mediano de células CD8*CD69" que secretan IFNy en respuesta a
la estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados en funcion de los
datos de inmunidad celular (%CD8'CD69'IFNy" >0,15) pretrasplante. Los asteriscos
indican los hitos en los que existen diferencias significativas entre ambos grupos de
pacientes con y sin inmunidad. La linea discontinua indica un porcentaje de celulas

CD8'CD69'IFNy" =0,15%, a partir del cual se considera la respuesta inmune como

positiva.
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Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney

En la figura 30 se comparan los 16 pacientes con inmunidad positiva
(%CD8'CD69'IFNy" >0,15) en el momento pretrasplante frente a los 33 que no
presentaban inmunidad positiva (%CD8'CD69'IFNy” <0,15) en el momento
pretrasplante, a diferentes puntos destacados del seguimiento inmunoviroldgico, pero en

este caso respecto al porcentaje de células CD4"CD69" productoras de IFNy. De esta
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manera, sélo se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
pacientes con inmunidad positiva pretrasplante y los pacientes sin inmunidad
pretrasplante en el momento de deteccién de la inmunidad: 0,02% (RIQ 0 — 0,1) vs. 0%
(RIQ 0 —0,01), p=0,007. Como se explicé antes, el punto del seguimiento ‘Deteccion
de la inmunidad’ se refiere al momento de deteccion de un porcentaje de células
CD8'CD69'IFNy" >0,25%, ya que en las células CD4"CD69'IFNy" no se pudo
determinar un punto de corte estadisticamente significativo debido, probablemente, a la

heterogeneidad de la muestra y a la reducida respuesta encontrada.

Figura 30. Porcentaje mediano de células CD4"CD69" que secretan IFNy en respuesta a
la estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados en funcion de los
datos de inmunidad celular (%CD8"CD69'IFNy" >0,15) pretrasplante. Los asteriscos
indican los hitos en los que existen diferencias significativas entre ambos grupos de

pacientes con y sin inmunidad.
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Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney
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A modo resumen, en las figuras 31 y 32 se pueden observar los hitos mas
destacados para las respuestas inmunes CD8'CD69'IFNy" y CD4'CD69'IFNy",

respectivamente, para todos los pacientes con muestra disponible.

Figura 31. Porcentaje de células CD8'CD69" que secretan IFNyen respuesta a la
estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados. Las lineas
discontinuas indican un porcentaje de células CD8'CD69'IFNy" =0,25% y 0,15%,
respectivamente, a partir de los cuales se consideran las respuestas inmunes como

positivas segun el punto de corte establecido.
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Figura 32. Porcentaje de células CD4°CD69" que secretan IFNyen respuesta a la

estimulacion in vitro por CMV en los principales hitos indicados.
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2.4. Punto de corte de 0,15 en la semana 2 como predictor del punto de corte de

0,25 en la semana 4 postrasplante

Se analizaron 88 pacientes con datos de inmunidad en las semanas 2 y 4
postrasplante. De los 27 pacientes con inmunidad positiva en la segunda semana
considerando el punto de corte >0,15%, 26 (96,3%) tuvieron valores de células T
CD8'CD69'IFNy" >0,25% en la determinacién de las cuatro semanas postrasplante. Sin
embargo, de los 61 (69,3%) pacientes con inmunidad negativa en la segunda semana
considerando el punto de corte >0,15%, s6lo 6 (9,8%) tuvieron valores de células T
CD8+CD69+IFNy+ >0,25 a las 4 semanas (p < 0,001). Ademas, mientras que a las 2
semanas postrasplante sélo el 57,1% de los pacientes conservo la inmunidad positiva
pretrasplante (CD8"CD69"IFNY" >0,25%), a las 4 semanas la conservé el 90,9% de los
pacientes. En cambio, cuando se tiene en cuenta un punto de corte para la inmunidad de
CD8'CD69IFNY" >0,15%, sélo el 50% de los pacientes conservo la inmunidad positiva
pretrasplante en la semana 2 postrasplante, llegando a recuperarlo el 75% de los

pacientes en la semana 4.

Estos datos indican que un porcentaje de células T CD8"CD69IFNy" >0,15% a

las 2 semanas es un predictor de conseguir 0,25% a las 4 semanas postrasplante.

3. Relacion de la respuesta inmune especifica de células T frente a CMV con el

desarrollo de infeccion por CMV en los receptores de 6rgano sélido de bajo

riesgo de enfermedad por CMV

3.1. Relacion de la respuesta de células T frente a CMV con el nivel de

replicacion e indicacidn de tratamiento anticipado

En la muestra pretrasplante, el porcentaje mediano de células CD8"CD69"IFNy"
no fue significativamente diferente en los pacientes que no desarrollaron infeccién por
CMV en el postrasplante comparados con los pacientes que si tuvieron infeccion:
0,035% (RI1Q 0 — 0,35) vs. 0,02% (RIQ 0 — 0,135), p = 0,406.

De la misma forma, tampoco se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy" determinado en la muestra pretrasplante

entre los pacientes que aclararon la infeccion por CMV espontaneamente sin necesidad
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de tratamiento antiviral, y aquellos en los que se indic6 la administracion de tratamiento
antiviral: 0,02% (RIQ 0 — 0,275) vs. 0,005% (RIQ 0 — 0,55), p = 0,24.

No hubo diferencias en el porcentaje de células T CD4"CD69'IFNy*
determinado en la muestra pretrasplante entre los pacientes que desarrollaron
replicacion y los que no: 0% (RIQ 0 — 0,015) vs. 0% (RIQ 0 — 0,033), p = 0,322, o entre
pacientes que aclararon espontaneamente los episodios de infeccion y a los que se
indicd tratamiento anticipado: 0% (RIQ 0 — 0,025) vs. 0% (RIQ 0 — 0,025), p = 0,826.

En pacientes que no desarrollaron viremia en el postrasplante, el recuento
linfocitario pretrasplante fue de 108,3 células CD8"/ul (RIQ 38,3 — 275,8) y de 214,4
células CD4"/ul (102,2 — 524,3), mientras que en aquellos que desarrollaron viremia fue
de 63,3 células CD8"/ul (RIQ 31,6 — 291,4) y 132,9 células CD4*/ul (RIQ 76,1 —
445,1), con valores de p no significativos de 0,403 y 0,298, respectivamente.

Cuando se compararon los niveles de células CD8" y CD4" pretrasplante en
pacientes que recibieron y que no recibieron tratamiento anticipado se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. En el caso de la subpoblacién de linfocitos
CD8", la mediana del valor pretrasplante en los pacientes que aclararon
espontaneamente la infeccion o no replicaron fue de 121,8 cél/ul (RIQ 43,3 — 305,4),
mientras que en los pacientes en los que se indicO tratamiento anticipado fue
significativamente menor: 43,6 cél/ul (RIQ 25,8 — 75,9), p = 0,014. Del mismo modo,
los valores medianos de linfocitos CD4" pretrasplante en los pacientes que aclararon
espontaneamente la infeccion fue de 223,4 cél/ul (RIQ 104,4 — 652,1), mientras que en
los pacientes en los que se indico tratamiento fue significativamente menor: 128,9 cél/ul
(RIQ 72,1 -177,5), p = 0,032.

De la misma manera, se compararon las respuestas de las células T CD8" y
CD4" especificas frente a CMV, asi como el recuento linfocitario de cada subpoblacion,
a las dos y a las cuatro semanas del trasplante respecto de los pacientes con y sin
replicacion postrasplante (Tabla 16) y respecto a aquéllos con y sin indicacion de
tratamiento anticipado (Tabla 17), no encontrandose diferencias significativas entre

ambos grupos de pacientes.
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Tabla 16. Porcentaje de células T CD8"CD69IFNy” y CD4"CD69'IFNy", asi como

subpoblaciones linfocitarias de CD8" y CD4" expresados en células/ul, a las 2 y a las 4

semanas postrasplante de los pacientes que desarrollan o no infeccion por CMV durante

el seguimiento.

Pacientes con

Pacientes sin

Variable eplsqdlo.s,de eplsqdlog,,de p
replicacion, replicacion,
N=54 N=52

% CD8'CD69'IFNy" a las 2 0,05(0-0,2) 0,03 (0 -0,25) 0,917
semanas, mediana (R1Q)

% CD4"CD69'IFNy" a las 2 0(0-0,01) 0,01 (0—0,04) 0,050
semanas, mediana (RI1Q)

Total CD8" (cél/ul) a las 2 188,4 (114,2 -295,3)  158,4 (73,6 —287,6) 0,694
semanas, mediana (RI1Q)

Total CD4" (cél/ul) a las 2 419,7 (236,2 —-839,1) 341,5(203,5-651,3) 0,334
semanas, mediana (R1Q)

% CD8'CD69'IFNy" a las 4 0,095 (0-0,39) 0,185(0,01-0,46) 0,420
semanas, mediana (RI1Q)

% CD4"CDG69'IFNy" a las 4 0(0-0,02) 0,01 (0-0,035) 0,317
semanas, mediana (RI1Q)

Total CD8" (cél/ul) a las 4 220,8 (72,2 -284,4)  253,9 (154,4-401,9) 0,140
semanas, mediana (RI1Q)

Total CD4" (cél/ul) a las 4 507,8 (301,5-835,8) 488,9(315,5-898,9) 0,791

semanas, mediana (RI1Q)

Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney
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Tabla 17. Porcentaje de células T CD8"CD69IFNy” y CD4"CD69'IFNy", asi como
subpoblaciones linfocitarias de CD8" y CD4" expresados en células/ul, a las 2 y a las 4

semanas postrasplante de los pacientes en funcion de la indicacion de tratamiento

durante el seguimiento.

Pacientes con

Pacientes sin

Variable tratamiento, tratamiento, P
N=32 N=74

% CD8'CD69'IFNy" a las 2 0,04 (0,005-0,1) 0,04 (0-0,27) 0,790
semanas, mediana (RI1Q)

% CD4"CD69'IFNy" a las 2 0(0-0,01) 0,01 (0-0,02) 0,055
semanas, mediana (R1Q)

Total CD8" (cél/ul) a las 2 188,4 (91,2—-352,4) 172,9(103,5-277,9) 0,812
semanas, mediana (RI1Q)

Total CD4" (cél/ul) a las 2 462,8 (276,2 —888,9)  345,2 (210,9-673,9) 0,175
semanas, mediana (R1Q)

% CD8'CDG69'IFNy" a las 4 0,08 (0-0,41) 0,185(0,02-0,44) 0,274
semanas, mediana (RI1Q)

% CD4"CD69'IFNy" a las 4 0,01 (0 -0,06) 0,01 (0-0,02) 0,546
semanas, mediana (RI1Q)

Total CD8" (cél/ul) a las 4 213,1 (64,8 -267,1)  255,4 (155,9-397,7) 0,073
semanas, mediana (R1Q)

Total CD4" (cél/ul) a las 4 439,5 (308,9 -900,6) 507,8 (311,9-857,2) 0,990

semanas, mediana (RI1Q)

Tipo de analisis estadistico: U de Mann-Whitney

Resulta interesante el hecho de que durante los 3 primeros meses la poblacién de

células T CD8" totales es mayor en el grupo de pacientes que no replica. A partir del

cuarto mes, la poblacion de CD8" totales se mantiene constante en el grupo que no

replica, mientras que en el grupo de pacientes que si replica el nimero total de linfocitos

T CD8" aumenta progresivamente mes a mes, siendo las diferencias entre ambos grupos

de pacientes estadisticamente significativas en los meses 9 y 10.
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3.2. Valoracion de la respuesta inmune especifica de células T frente a CMV
como factor de riesgo de enfermedad por CMV en los pacientes evaluables

de bajo riesgo

Aunqgue debido al reducido tamafio de la poblacién no se pudieron realizar
andlisis bivariante ni multivariante para estudiar la relacion entre la enfermedad por
CMV vy la inmunidad especifica frente a CMV de células T, todas los casos de infeccion
sintomatica ocurrieron en pacientes sin inmunidad celular especifica frente a CMV con
porcentajes de células T CD8"CD69'IFNy” en un rango entre 0% — 0,06%.

3.3. Definicion de un umbral de respuesta inmune especifica de células T frente
a CMV con efecto terapéutico a partir del cual el paciente de bajo riesgo

por enfermedad puede controlar espontaneamente la viremia por CMV

3.3.1. Determinacion del umbral mediante curvas ROC

Para determinar un umbral de respuesta inmune celular especifica frente a CMV
predictor de viremia tras el trasplante se llevaron a cabo una serie de curvas ROC. Se
probo la respuesta inmune de células T CD8'CD69'IFNy” a diferentes tiempos del
seguimiento inmunovirolégico (pretrasplante, semana 2 postrasplante, semana 4 y final
de seguimiento) como predictor de desarrollar viremia. La curva con mayor area bajo la
curva (AUC = 0,565) se obtuvo con la respuesta inmune de células T CD8"CD69"IFNy”

en la semana 4 postrasplante (Fig. 33A).

Cuando se tom6 como variable resultado la indicacion de tratamiento anticipado
(debido a que se trata de una variable resultado del control espontaneo de la viremia por
CMV), la curva con mayor area bajo la curva (AUC = 0,6) se obtuvo con la respuesta

inmune de células T CD8*CD69IFNy" en la semana 4 postrasplante (Fig. 33B).

Asi pues, la determinacion de un punto de corte para la respuesta inmune celular
especifica en funcion de la indicacion de tratamiento anticipado o la viremia a partir de
una curva ROC no fue posible, ya que el &rea bajo la curva obtenida fue menor a 0,7,

que es el limite para considerar una prueba diagndstica estadisticamente buena.
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En base a estos resultados, se realizé la curva ROC separando la poblacion por
tipo de trasplante. Debido al pequefio nimero de trasplantes cardiacos y hepato-renales
realizados e incluidos en la cohorte estudiada no se pudieron analizar los datos de
inmunidad y tratamiento aislados. En el grupo de trasplante renal, se obtuvo una AUC
de 0,6 para la respuesta inmune de células T CD8'CD69'IFNy” en el momento
pretrasplante (Fig. 33C), mientras que en el grupo de trasplante hepatico el AUC fue de
0,847 para la respuesta inmune de células T CD8'CD69'IFNy" en la semana 4

postrasplante (Fig. 33D).
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Figura 33. Curvas ROC de la respuesta inmune celular especifica frente a CMV
(porcentaje de células T CD8"CD69'IFNy"). A. Curva ROC de todos los pacientes
trasplantados (N=106) del porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy* en la semana 4
postrasplante frente a la viremia. B. Curva ROC de todos los pacientes trasplantados
(N=106) del porcentaje de células T CD8"CD69'IFNy" en la semana 4 postrasplante
frente a la indicacion de tratamiento. C. Curva ROC de los pacientes trasplantados
renales (N=54) del porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy’" en el momento
pretrasplante frente a la indicacion de tratamiento. D. Curva ROC de los pacientes
trasplantados hepaticos (N=46) del porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy" en la
semana 4 postrasplante frente a la indicacion de tratamiento.
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Debido a que no se pudo determinar, en base al analisis realizado, un punto de
corte de inmunidad celular especifica con valores éptimos de sensibilidad y
especificidad con un valor predictivo negativo suficientemente alto como para poderlo
aplicar en la préctica clinica, el resto de andlisis realizado en la cohorte se llevo a cabo
utilizando los dos puntos de corte de porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy” de 0,15
y 0,25% utilizados en estudios previamente publicados.

3.3.2. Relacion entre la respuesta inmune de células T especifica (utilizando

el punto de corte de >0,25%) y la infeccion por CMV

3.3.2.1. Respuesta inmune pretrasplante de células T especifica frente
a CMV utilizando un punto de corte de 0,25%

En primer lugar, se analizo la relacion entre la presencia de inmunidad celular
especifica (tomando como punto de corte 0,25%) y el desarrollo de viremia de CMV en
el grupo de pacientes con muestra pretrasplante. De los 49 pacientes, 11 (22,4%) tenian
inmunidad de células T especifica de CMV (CD8'CD69"IFNy" >0,25%), frente a los 38
(77,6%) que no tenian (CD8"CD69"IFNy* <0,25%) en el momento pretrasplante. No se
encontraron diferencias significativas en la proporcion de pacientes que desarrollaron
viremia, que fue del 18,2% en pacientes con inmunidad y del 50% en pacientes sin
inmunidad (RR 0,36 1C95% 0,09 — 1,33, p = 0,087). Esta diferencia fue similar cuando
se compard la proporcion de pacientes que desarrollaron viremias por encima de 2000
Ul/ml, que fue del 0% en pacientes con inmunidad y del 26,3% en pacientes sin
inmunidad (p = 0,090). EI nimero de episodios de replicacion fue significativamente
menor en los pacientes con inmunidad que en pacientes sin inmunidad pretrasplante: 0
(0-1)vs. 0,5 (0 - 3), p=0,045. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en la
duracion de la viremia en pacientes con y sin inmunidad: 32 + 35,4 dias y 34 + 19,4
dias, p = 0,472; en las cargas virales picos: 370,5 Ul/ml (RIQ 271 - 470) y 2857 (RIQ
386 - 4186) en pacientes con y sin inmunidad (p = 0,151). Para analizar la relacién entre
el umbral de 0,25% y el aclaramiento espontaneo de la viremia por CMV sin necesidad
de tratamiento, se tom6 como variable resultado la indicacién de tratamiento anticipado.
Mientras que el 31,6% de los pacientes sin inmunidad celular especifica pretrasplante

requirieron tratamiento anticipado, ningin de los paciente con inmunidad celular

107



VI.RESULTADOS

especifica pretrasplante recibi6 tratamiento anticipado (p = 0,045). O lo que es lo
mismo, todos los pacientes de bajo riesgo de enfermedad por CMV con un porcentaje
de células CD8'CD69'IFNy" especificas frente a CMV >0,25 controlaron
espontaneamente los episodios de infeccién por CMV, bien porque no llegaron a tener
viremia 0 no fue detectada en las visitas de seguimiento o bien porque si desarrollaron
viremias fueron capaces de controlarla sin necesidad de recibir tratamiento antiviral. Por
altimo, los 3 episodios de enfermedad detectados ocurrieron en pacientes sin respuesta

inmune celular especifica frente a CMV (Tabla 18).

Tabla 18. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes con y sin respuesta
inmune celular pretrasplante especifica frente a CMV, considerando como punto de
corte 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=11 N=38

Pacientes con infeccién por CMV, 2 (18,2%) 19 (50,0%) 0,087
n (%)
Pacientes con cargas virales >2000 0 (0%) 10 (26,3%) 0,090
Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-1) 0,5(0-3) 0,045
(rango)
Duracion viremia (dias), media + DE 32,0+354 34,0+194 0,472
Carga viral pico (Ul/ml), mediana 370 (271-470) 2857 (386 —4186) 0,151
(RIQ)
Tratamiento anticipado, n (%) 0 (0%) 12 (31,6%) 0,045
Duracion tratamiento (dias), 0 27,5 (23,3 - 36) ND
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (15,8%) 1,000

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos

no disponibles

3.3.2.1.1. Respuesta inmune pretrasplante de células T especifica
frente a CMV en receptores renales utilizando un punto de
corte de 0,25%
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Se analizo la relacion entre la respuesta inmune especifica frente a CMV vy el
desarrollo de infeccion por CMV en los 54 receptores renales evaluables. De los 24
pacientes con trasplante renal con muestra pretrasplante, 7 (29,2%) tenian inmunidad de
células T especifica de CMV, frente a los 17 (70,8%) que no tenian en el momento
pretrasplante. Aunque no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las
variables analizadas, la proporcion de pacientes con inmunidad y sin inmunidad que
desarrollaron viremia fue del 28,6% y del 52,9%, respectivamente (RR 0,54 1C95%
0,15 - 1,89, p = 0,386). Ningun paciente con inmunidad desarrollé cargas virales por
encima de 2000 Ul/ml, hecho que ocurrid en el 29,4% de pacientes sin inmunidad (p =
0,272). Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
episodios de replicacién: 0 (0 -1) vs. 1 (0 — 3), p = 0,172; en la duracion de la viremia:
32 +£ 35,4 vs. 47,9 £ 20,3 dias, p = 0,346; carga viral pico: 370,5 Ul/ml (RIQ 271 - 470)
vs. 2857 (RIQ 379 - 4541), p = 0,239; indicacion de tratamiento anticipado: 0% vs.
35,3%, entre los pacientes con y sin inmunidad (p = 0,130). Por ultimo, no hubo casos

de enfermedad por CMV en este grupo (Tabla 19).

Tabla 19. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes renales con y sin

respuesta inmune celular CMV especifica pretrasplante con un punto de corte de 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=7 N=17

Pacientes con infeccion por CMV, 2 (28,6%) 9 (52,9%) 0,386
n (%)
Pacientes con cargas virales 22000 0 (0%) 5 (29,4%) 0,272
Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-1) 1(0-3) 0,172
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ DE 32+354 47,9 £ 20,3 0,346

Carga viral pico (Ul/ml), mediana 370,5 (271 —-470) 2857 (379 —4541) 0,239
(RIQ)

Tratamiento anticipado, n (%) 0 (0%) 6 (35,3%) 0,130
Duracion tratamiento (dias), 0 28 (16,3 —-42,3) ND
mediana (RI1Q)

Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 0 (0%) ND

Tipo de anélisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos

no disponibles
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3.3.2.1.2. Respuesta inmune pretrasplante de células T especifica
frente a CMV en receptores hepaticos utilizando un punto de
corte de 0,25%

Se analizo la relacion entre la respuesta inmune especifica frente a CMV vy el
desarrollo de infeccion por CMV en los 46 receptores hepaticos evaluables. De los 24
pacientes con trasplante hepatico con muestra pretrasplante, 4 (16,7%) tenian inmunidad
de células T especifica de CMV, frente a 20 (83,3%) que no tenian en el momento
pretrasplante. Aunque no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las
variables analizadas, la proporcion de pacientes con inmunidad y sin inmunidad que
desarrollaron viremia fue del 0% y del 45%, respectivamente (p = 0,259). Ningun
paciente con inmunidad desarroll6 cargas virales por encima de 2000 Ul/ml, hecho que
ocurrié en el 25% de pacientes sin inmunidad (p = 0,544). Tampoco hubo diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de episodios de replicacion: 0 vs. 0 (0 — 2),
p = 0,105; ni en la indicacion de tratamiento anticipado: 0% vs. 30% (p = 0,539). Por
altimo, los 3 episodios de enfermedad detectados en pacientes con trasplante hepatico
ocurrieron en pacientes sin respuesta inmune celular especifica frente a CMV (Tabla
20).
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Tabla 20. Caracteristicas de la infeccién por CMV en pacientes con trasplante hepatico
con y sin respuesta inmune celular pretrasplante especifica frente a CMV utilizando un
punto de corte de 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=4 N=20

Pacientes con infeccion CMV, 0 (0%) 9 (45%) 0,259
n (%)
Pacientes con cargas virales 22000 0 (0%) 5 (25%) 0,544
Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0 0(0-2) 0,105
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 0 34+15,6 ND
DE
Carga viral pico (Ul/ml), mediana 0 3085 (740 — 4886,5) ND
(RIQ)
Tratamiento anticipado, n (%) 0 (0%) 6 (30%) 0,539
Duracion tratamiento (dias), 0 26,5 (23,8 -37) ND
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (15%) 1,000

Tipo de andlisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos

no disponibles

3.3.2.2. Respuesta inmune de células T especificas frente a CMV a las

2 semanas del trasplante utilizando un punto de corte de 0,25%

Se analizd la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 2
semanas postrasplante (tomando como punto de corte 0,25%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 88 receptores de TOS con muestras disponibles. De los 88
pacientes, 25 (28,4%) tenian inmunidad de células T especifica de CMV, frente a los 63
(71,3%) que no tenian inmunidad a las dos semanas postrasplante. No encontramos
diferencias significativas entre los pacientes con o sin inmunidad a las 2 semanas
postrasplante en la proporcion de pacientes con viremia: 48,0% vs. 55,6%, (RR 0,86
IC95% 0,54 — 1,37, p = 0,522); el numero de episodios de replicaciéon: 0 (0 - 2) vs. 1 (0 -
3), p = 0,256; la duracion de la viremia: 30,5 + 19,1 vs. 40 £ 23,9 dias, p = 0,181; la
carga viral pico: 739 Ul/ml (RIQ 595,5 — 3182,5) vs. 2857 (RIQ 677 - 5578), p = 0,251;

ni el porcentaje de pacientes a los que se indico tratamiento anticipado: 16% vs. 36,5%
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(RR 0,44 1C95% 0,17 — 1,14, p = 0,06). Sin embargo, cuando se comparo la proporcion
de pacientes con viremias por encima de 2000 Ul/ml, resultd significativamente menor
en pacientes con inmunidad (12,0% vs. 33,3%, RR 0,36 1C95% 0,12 — 1,10, p = 0,043).
Por ultimo, los 3 episodios de enfermedad detectados ocurrieron en pacientes sin

respuesta inmune celular especifica frente a CMV (Tabla 21).

Tabla 21. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes con y sin respuesta
inmune celular CMV especifica a las 2 semanas postrasplante utilizando un punto de
corte de 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=25 N=63

Pacientes con infeccion CMV, 12 (48,0%) 34 (55,6%) 0,522
n (%)
Pacientes con cargas virales > 2000 3 (12,0%) 21 (33,3%) 0,043
Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-2) 1(0-3) 0,256
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 30,5+£19,1 40,9 £ 23,9 0,181
DE
Carga viral pico (Ul/ml), mediana 739 (595,5 - 3182,5) 2857(677 - 5578) 0,251
(RIQ)
Tratamiento anticipado, n (%) 4 (16,0%) 23 (36,5%) 0,060
Duracion tratamiento (dias), 29,5 (22,5-40,3) 29 (20-37) 0,722
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (8,8%) 0,557

Tipo de andlisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

A las 2 semanas del trasplante tener inmunidad celular especifica frente a CMV
(>0,25%) fue un factor protector independientemente relacionado con la presencia de
viremia >2000 Ul/ml controlado por otras posibles variables confusoras como son el
tipo de trasplante, el tratamiento de induccidn, la serologia del donante y/o el rechazo
previo a la infeccion por CMV (OR 0,031, 1C95% 0,003 - 0,359, p = 0,006) (Tabla 22).
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Tabla 22. Analisis multivariante de las variables confusoras del efecto de la inmunidad

celular especifica a las 2 semanas (>0,25%) en el desarrollo de viremia de CMV >2000

ul/ml.

Variable OR 1.C. 95,0% P
Edad 0,967 0,867-1,078 0,545
Trasplante renal 2,832 0,386-20,768 0,306
Tratamiento de induccion 0,770 0,093-6,381 0,809
Serologia CMV de donante positiva 0,482 0,020-11,699 0,654
Rechazo tratado con bolos esteroides 0,098 0,007-1,403 0,087
previo

% de células CD8" CMV especificas 0,031 0,003-0,359 0,006

productoras de IFNy > 0,25 a las 2
semanas postrasplante

Tipo de andlisis estadistico: Regresion logistica binaria

A las 2 semanas del trasplante tener inmunidad celular especifica frente a CMV

(>0,25%) fue un factor protector independientemente relacionado con la indicacion de

tratamiento anticipado controlado por otras posibles variables confusoras como son el

tipo de trasplante, el tratamiento de induccion, la serologia del donante y/o el rechazo
previo a la infeccion por CMV (OR 0,192, 1C95% 0,046 — 0,813, p = 0,025) (Tabla 23).
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Tabla 23. Analisis multivariante de las variables confusoras del efecto de la inmunidad

celular especifica a las 2 semanas (>0,25%) en la indicacién de tratamiento anticipado.

Variable
OR 1.C. 95,0% P

Edad 1,017 0,962-1,074 0,556
Trasplante renal 2,447 0,687-8,717 0,168
Tratamiento de induccion 1,667 0,448-6,197 0,446
Serologia CMV de donante positiva 0,993 0,147-5,939 0,941
Rechazo tratado con bolos esteroides 2,116 0,346-12,944 0,417
previo

% de células CD8" CMV especificas 0,192 0,046-0,813 0,025

productoras de IFNy > 0,25 a las 2
semanas postrasplante

Tipo de analisis estadistico: regresion logistica binaria

3.3.2.2.1. Respuesta inmune de celulas T especifica frente a
CMV a las 2 semanas postrasplante en receptores renales

utilizando un punto de corte de 0,25%.

Se analizoé la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 2
semanas postrasplante (tomando como punto de corte 0,25%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 54 receptores renales evaluables. A las 2 semanas
postrasplante, se pudieron analizar muestras de 46 pacientes, de los cuales 14 (30,4%)
tenian inmunidad de células T especifica de CMV, frente a los 32 (69,6%) que no tenian
inmunidad. No se encontraron diferencias significativas entre los pacientes con o sin
inmunidad a las 2 semanas postrasplante en la proporcion de pacientes con viremia:
64,3% vs. 62,5%, (RR 1,03 IC95% 0,64 — 1,65, p = 0,908); en la proporcion de
pacientes con viremia por encima de 2000 Ul/ml: 21,4% vs. 43,8%, (RR 0,45 1C95%
0,15 - 1,44, p = 0,149); en el numero de episodios de replicacion: 1 (0 -2) vs. 1 (0 — 3),
p = 0,473; la duracion de la viremia: 31 + 21,8 vs. 47,6 + 25,7 dias, p = 0,094; ni la
carga viral pico: 613 Ul/ml (R1Q 601 — 6119,5) vs. 2975,5 (RIQ 482 — 5797), p = 0,604.
De los pacientes con inmunidad celular especifica a las 2 semanas postrasplante, en el
28,6% se indicd tratamiento anticipado, mientras que de los pacientes sin inmunidad
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celular especifica se indic6 en el 43,8% (p = 0,332). Por ultimo, no hubo casos de
enfermedad por CMV en este grupo (Tabla 24).

Tabla 24. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes renales con y sin
respuesta inmune celular CMV especifica a las 2 semanas postrasplante con un punto de
corte de 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=14 N=32

Pacientes con infeccion CMV, 9 (64,3%) 20 (62,5%) 0,908
n (%)
Pacientes con cargas virales 3 (21,4%) 14 (43,8%) 0,149
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 1(0-2) 1(0-3) 0,473
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 31+218 47,6 £ 25,7 0,094
DE
Carga viral pico (Ul/ml), mediana 613 (601 — 6119,5) 2975,5 (482 -5797) 0,604
(RIQ)
Tratamiento anticipado, n (%) 4 (28,6%) 14 (43,8%) 0,332
Duracion tratamiento (dias), 29,5 (23-138,5) 33 (26 - 44) 0,671
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 0 (0%) ND

Tipo de andlisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

3.3.2.2.2. Respuesta inmune de células T especifica frente a
CMV a las 2 semanas postrasplante en receptores hepaticos
utilizando un punto de corte de 0,25%

Se analizo la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 2
semanas postrasplante (tomando como punto de corte 0,25%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 46 receptores hepaticos evaluables. De los 37 pacientes con
muestra disponible para el andlisis a las 2 semanas, 10 (27%) tenian inmunidad de
células T especifica de CMV, frente a los 27 (73%) que no tenian inmunidad. No se
encontraron diferencias significativas entre los receptores de trasplante hepéatico con o

sin inmunidad a las 2 semanas postrasplante en la proporcion de pacientes con viremia:
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30% vs. 48,1%, p = 0,461; la proporcidn de pacientes con viremia por encima de 2000
Ul/ml: 0% vs. 25,9%, p = 0,154; el nimero de episodios de replicacion: 0 (0 — 1) vs. 0
(0 — 2), p = 0,218; la duracion de la viremia: 29 + 10,6 dias vs. 32,9 + 18,2 dias,
p = 1,000; ni en la carga viral pico: 865 (307 — 1183) vs. 2191 (RIQ 879 — 4912), p =
0,201. Mientras que a ningun paciente con inmunidad celular especifica a las 2 semanas
se le indicd posteriormente tratamiento anticipado, en el 33,3% de los pacientes sin
inmunidad celular especifica si se hizo (p = 0,079). Por ultimo, todos los episodios de
enfermedad ocurrieron en los pacientes sin inmunidad celular especifica frente a CMV
(Tabla 25).

Tabla 25. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes hepaticos con y sin
respuesta inmune celular CMV especifica a las 2 semanas postrasplante con un punto de
corte de 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=10 N=27

Pacientes con infeccion CMV, 3 (30%) 13 (48,1%) 0,461
n (%)
Pacientes con cargas virales 22000 0 (0%) 7 (25,9%) 0,155
Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-1) 0(0-2) 0,218
(rango)
Duracion viremia (dias), media + 29+ 10,6 32,9+18,2 1,000
DE
Carga viral pico (Ul/ml), mediana 865 (307 —1183) 2191 (879 -4912) 0,201
(RIQ)
Tratamiento anticipado, n (%) 0 (0%) 9 (33,3%) 0,079
Duracion tratamiento (dias), 0 23 (17-31) ND
mediana (RI1Q)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (11,1%) 0,548

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos
no disponibles

3.3.2.3  Respuesta inmune de células T especifica frente a CMV a las 4

semanas del trasplante utilizando un punto de corte de 0,25%

116



VI.RESULTADOS

Se analizd la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 4
semanas postrasplante (tomando como punto de corte 0,25%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 106 pacientes disponibles. De ellos, 39 (36,8%) tenian
inmunidad de células T especifica de CMV, frente a los 67 (63,2%) que no tenian
inmunidad. No se encontraron diferencias significativas entre los pacientes con o0 sin
inmunidad a las 4 semanas postrasplante en la proporcion de pacientes con viremia:
46,2% vs. 53,7% (RR 0,86 1C95% 0,57 — 1,29, p = 0,452); el nimero de episodios de
replicacion: 0 (0 - 2) vs. 1 (0 — 3), p = 0,326; la duracion de la viremia: 31,7 + 20,1 dias
vs. 42,4 + 23,9 dias, p = 0,106; ni en la carga viral pico: 834 Ul/ml (RIQ 560 — 4354,25)
vs. 2862 (RIQ 955 — 4089,5), p = 0,169. Sin embargo, cuando se comparo la proporcion
de pacientes con viremia por encima de 2000 Ul/ml, resulto significativamente menor
en pacientes con inmunidad que sin inmunidad (12,8% vs. 32,8%, RR 0,39 1C95% 0,16
— 0,95, p = 0,023). Ademas, el porcentaje de pacientes en los que se indico tratamiento
anticipado fue significativamente menor en los pacientes con inmunidad que en los
pacientes sin inmunidad (15,4% vs. 38,8%, RR 0,40 1C95% 0,18 — 0,48, p = 0,011). Por
Gltimo, los 3 episodios de enfermedad detectados ocurrieron en pacientes sin respuesta

inmune celular especifica frente a CMV (Tabla 26).
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Tabla 26. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes con y sin inmunidad
celular especifica frente a CMV a las 4 semanas postrasplante utilizando el punto de
corte de 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=39 N=67

Pacientes con infeccion CMV, 18 (46,2%) 36 (53,7%) 0,452
n (%)
Pacientes con cargas virales 5 (12,8%) 22 (32,8%) 0,023
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-2) 1(0-3) 0,326
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 31,7+ 20,1 42,4 £ 23,9 0,106
DE
Carga viral pico (Ul/ml), 834 (560 — 4354,25) 2862 (955 —4089,5) 0,169
mediana (RI1Q)
Tratamiento anticipado, n (%) 6 (15,4%) 26 (38,8%) 0,011
Duracion tratamiento (dias), 30 (23,5 - 36,8) 29 (19,8 — 38,8) 0,772
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3(8,3%) 0,543

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

A las 4 semanas del trasplante, tener inmunidad celular especifica frente a CMV
(>0,25%) fue un factor protector independientemente relacionado con el desarrollo de
viremias >2000 Ul/ml controlado por otras posibles variables confusoras como son el
tipo de trasplante, tratamiento de induccion, serologia del donante y/o rechazo previo a
la infeccion por CMV (OR 0,131 1C95% 0,023-0,739, p=0,021) (Tabla 27).
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Tabla 27. Anéalisis multivariante de variables confusoras del efecto de la inmunidad

celular especifica a las 4 semanas (>0,25%) en el desarrollo de viremia de CMV>2000

Ul/ml.
Variable
OR 1.C. 95,0% P

Edad 0,989 0,912-1,072 0,782
Trasplante renal 1,936 0,332-11,279 0,463
Tratamiento de induccion 0,665 0,109-4,074 0,660
Serologia CMV de donante positiva 0,982 0,068-14,126 0,989
Rechazo tratado con bolos esteroides 0,177 0,024-1,297 0,088
previo

% de células CD8" CMV especificas 0,311 0,023-0,739 0,021

productoras de IFNy > 0,25 a las 4
semanas postrasplante

Tipo de analisis estadistico: regresion logistica binaria

A las 4 semanas del trasplante, tener inmunidad celular especifica frente a CMV

(>0,25%) fue un factor protector independientemente relacionado con la indicacion de

tratamiento anticipado controlado por otras posibles variables confusoras como son el

tipo de trasplante, tratamiento de induccion, serologia del donante y/o rechazo previo a

la infeccion por CMV (OR 0,221, 1C95% 0,066 — 0,736, p = 0,014) (Tabla 28).
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Tabla 28. Analisis multivariante de variables confusoras del efecto de la inmunidad

celular especifica a las 4 semanas (>0,25%) en la indicacién de tratamiento anticipado.

Variable
OR 1.C. 95,0% P

Edad 1,025 0,974-1,079 0,342
Trasplante renal 2,219 0,664-7,415 0,195
Tratamiento de induccion 1,073 0,312-3,694 0,911
Serologia CMV de donante positiva 1,514 0,257-8,925 0,647
Rechazo tratado con bolos esteroides 2,464 0,563-10,777 0,231
previo

% de células CD8" CMV especificas 0,221 0,066-0,736 0,014

productoras de IFNy > 0,25 a las 4
semanas postrasplante

Tipo de analisis estadistico: regresion logistica binaria

3.3.2.3.1. Respuesta inmune de células T especifica frente a
CMV a las 4 semanas postrasplante en receptores renales

utilizando un punto de corte de 0,25%

Se analizd la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 4
semanas postrasplante (tomando como punto de corte 0,25%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 54 receptores de trasplante renal evaluables. De ellos, 22
(40,7%) tenian inmunidad de células T especifica de CMV, frente a los 32 (59,3%) que
no tenian inmunidad a las 4 semanas postrasplante. No se encontraron diferencias
significativas entre los receptores de trasplante renal con o sin inmunidad a las 4
semanas postrasplante en la proporcién de pacientes con viremia: 59,4% vs. 59,1% (RR
1,0 IC95% 0,63 — 1,56, p = 0,983), ni en la proporcién de pacientes con viremia por
encima de 2000 Ul/ml: 22,7% vs. 37,5% (RR 0,61 1C95% 0,25 — 1,48, p = 0,251).
Tampoco se encontraron diferencias en el nimero de episodios de replicacion: 1 (0 -2)
vs. 1 (0 - 3), p = 0,525; la duracion de la viremia: 33,2 + 23,1 vs. 47,5 + 25,1 dias, p =
0,115; la carga viral pico: 1064 Ul/ml (R1Q 601 — 7130) vs. 2857 (RIQ 423 - 4896), p =
0,954; ni en la indicacion de tratamiento anticipado: 27,3% vs. 40,6% (p = 0,313). Por
altimo, no ocurrieron episodios de enfermedad por CMV en este grupo (Tabla 29).
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Tabla 29. Caracteristicas de la infecciéon por CMV en pacientes renales con y sin
respuesta inmune celular especifica frente a CMV a las 4 semanas postrasplante

utilizando un punto de corte de 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=22 N=32

Pacientes con infeccion CMV, 13 (59,1%) 19 (59,4%) 0,983
n (%)
Pacientes con cargas virales 5 (22,7%) 12 (37,5%) 0,251
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 1(0-2) 1(0-3) 0,525
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 33,2+£231 475+25,1 0,115
DE

Carga viral pico (Ul/ml), mediana 1064 (601 —7130) 2857 (423 —4896) 0,954
(RIQ)

Tratamiento anticipado, n (%) 6 (27,3%) 13 (40,6%) 0,313
Duracion tratamiento (dias), 30 (23,5-36,8) 32 (19,5-51) 0,759
mediana (RI1Q)

Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 0 (0%) ND

Tipo de andlisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos

no disponibles

3.3.2.3.2. Respuesta inmune de células T especifica frente a
CMV a las 4 semanas postrasplante en receptores hepaticos

utilizando un punto de corte de 0,25%

Se analiz6 la relacidn entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 4
semanas del trasplante (tomando como punto de corte 0,25%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 46 receptores hepaticos evaluables. De ellos, 16 (34,8%)
tenian inmunidad de células T especifica de CMV, frente a los 30 (65,2%) que no tenian
inmunidad a las 4 semanas postrasplante. No se encontraron diferencias significativas
entre los receptores de trasplante hepatico con o sin inmunidad a las 4 semanas del
trasplante en la proporcion de pacientes con viremia: 31,3% vs. 46,7% (RR 0,67 1C95%
0,29 — 1,52, p = 0,362); en el numero de episodios de replicacion: 0 (0 — 2) vs. 0 (0 - 3),
p = 0,340; ni en la duracion de la viremia: 27,8 £+ 9,1dias vs. 38,6 + 20,7 dias, p = 0,354.

Sin embargo, la proporcion de pacientes con viremia por encima de 2000 Ul/ml en
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pacientes con inmunidad fue significativamente menor que la de los pacientes sin
inmunidad: 0% vs. 30% (p = 0,018), asi como la carga viral pico: 803 (RIQ 277 — 1024)
vs. 3003 (RIQ 1053,5 — 4356), p = 0,010. Ningun paciente con inmunidad celular
especifica pretrasplante requirio indicacion de tratamiento anticipado respecto al 40%
de los pacientes sin inmunidad celular especifica que si lo requirieron (p = 0,004). Por
altimo, los 3 episodios de enfermedad por CMV ocurrieron en pacientes sin respuesta

inmune celular especifica frente a CMV (Tabla 30).

Tabla 30. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes hepaticos con y sin
respuesta inmune celular CMV especifica a las 4 semanas postrasplante con un punto de
corte de 0,25%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=16 N=30

Pacientes con infeccion CMV, 5 (31,3%) 14 (46,7%) 0,362
n (%)
Pacientes con cargas virales 0 (0%) 9 (30%) 0,018
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-2) 0(0-3) 0,340
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 27,8+9,1 38,6 + 20,7 0,354
DE
Carga viral pico (Ul/ml), 803 (277 —1024) 3003 (1053,5—4356) 0,010
mediana (RI1Q)
Tratamiento anticipado, n (%) 0 (0%) 12 (40%) 0,004
Duracion tratamiento (dias), 0 24 (19,3 -32) ND
mediana (RI1Q)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (10%) 0,542

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos

no disponibles

3.3.3. Relacidn entre la respuesta inmune de células T especifica (utilizando

el punto de corte de >0,15%) y la infeccion por CMV

122



VI.RESULTADOS

3.3.3.1. Respuesta inmune pretrasplante de células T especifica frente
a CMV utilizando un punto de corte de 0,15%

Se analizo la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica en el
momento pretrasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en el grupo de 49 receptores de trasplante con muestra pretrasplante
disponible. De ellos, 16 (32,7%) tenian inmunidad de células T especifica de CMV
(CD8'CDG69'IFNY" >0,15%), frente a los 33 (67,3%) con inmunidad negativa
(CD8'CD69'IFNy" <0,15%). No se encontraron diferencias significativas entre los
receptores de trasplante con o sin inmunidad en el momento pretrasplante en la
proporcidn de pacientes con viremia: 31,3% vs. 48,5% (RR 0,64 1C95% 0,29 — 1,45, p =
0,253); en la proporcion de pacientes con viremia por encima de 2000 Ul/ml: 31,3% vs.
48,5% (RR 0,52, IC95% 0,12 — 2,15, p = 0,464); en el nimero de episodios de
replicacion: 0 (0 - 2) vs. 0 (0 — 3), p = 0,184; en la duracion de la viremia: 35,6 + 24,1
dias vs. 39,8 + 19,6 (p = 0,694); ni en la carga viral pico: 803 Ul/ml (RIQ 370,5 - 3143)
vs. 2029 (RIQ 375,5 — 4718,5), p = 0,457. Para analizar la relacion entre el umbral de
0,15% vy el aclaramiento espontaneo de los episodios de infeccion por CMV sin
necesidad de tratamiento, al igual que antes, se tom6 como variable resultado la
indicacion de tratamiento anticipado. El porcentaje de pacientes que requirio
tratamiento no fue significativamente diferente en los pacientes con inmunidad respecto
a los pacientes sin inmunidad: 12,5% vs. 30,3%, (RR 0,41, 1C95% 0,10 — 1,67, p =
0,290). Los 3 episodios de enfermedad ocurrieron en pacientes sin respuesta inmune

celular especifica frente a CMV (Tabla 31).
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Tabla 31. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes con y sin respuesta
inmune celular especifica frente a CMV pretrasplante utilizando un punto de corte de
0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=16 N=33

Pacientes con infecciéon CMV, 5 (31,3%) 16 (48,5%) 0,253
n (%)
Pacientes con cargas virales 5 (31,3%) 16 (48,5%) 0,464
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-2) 0(0-3) 0,184
(rango)
Duracion viremia (dias), media 356+24,1 39,81 +19,6 0,694
+ DE
Carga viral pico (Ul/ml), 803 (370,5 -3143) 2029 (375,5—-4718,5) 0,457
mediana (RI1Q)
Tratamiento anticipado, n (%) 2 (12,5%) 10 (30,3%) 0,290
Duracion tratamiento (dias), 19 (14 - 24) 29,5 (23,8 —40) 0,176
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3(9,1%) 0,549

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

3.3.3.1.1. Respuesta inmune pretrasplante de células T especifica
frente a CMV en receptores renales utilizando un punto de
corte de 0,15%

Se analizo la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica en el
momento pretrasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 54 receptores de trasplante renal evaluables. De los 24
pacientes con muestra pretrasplante, 10 (41,7%) tenian inmunidad de células T
especifica de CMV, frente a los 14 (58,3%) que no tenian inmunidad. No se encontraron
diferencias significativas entre los receptores de trasplante renal con o sin inmunidad en
el momento pretrasplante en la proporciéon de pacientes con viremia: 30% vs. 57,1%
(RR 0,53, 1C95% 0,18 — 1,50, p = 0,240); en la proporcidn de pacientes con viremia por
encima de 2000 Ul/ml: 10% vs. 28,6% (RR 0,35, 1C95% 0,05 — 2,68, p = 0,358); en el
numero de episodios de replicacion: 0 (0 — 1) vs. 1 (0 — 3), p = 0,087; en la duracion de
la viremia: 42,3 + 30,7 vs. 46 + 20,8 dias, p = 0,838; ni la carga viral pico: 470 Ul/ml
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(271 - 2857) vs. 2019,5 (RIQ 375,5 — 4718,5), p = 0,414. Mientras que a s6lo un
paciente (10%) con inmunidad celular especifica pretrasplante se le indico tratamiento

anticipado, el 35,7% de los pacientes sin inmunidad celular especifica si lo requirieron

(p = 0,341). Por ultimo, no se detectaron episodios de enfermedad por CMV en los

receptores de trasplante renal (Tabla 32).

Tabla 32. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes con trasplante renal con

y sin respuesta inmune celular especifica frente a CMV en el pretrasplante utilizando un

punto de corte de 0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=10 N=14

Pacientes con infeccion CMV, 3 (30%) 8 (57,1%) 0,240
n (%)
Pacientes con cargas virales 1 (10%) 4 (28,6%) 0,358
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-1) 1(0-23) 0,087
(rango)
Duracion viremia (dias), media 42,3 £ 30,7 46 + 20,8 0,838
+ DE
Carga viral pico (Ul/ml), 470 (271 —-2857) 2019,5 (375,5-4718,5) 0,414
mediana (RI1Q)
Tratamiento anticipado, n (%) 1 (10%) 5 (35,7%) 0,341
Duracion tratamiento (dias), 14 30 (21,5-47,5) 0,143
mediana (RI1Q)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 0 (0%) ND

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos

no disponibles

3.3.3.1.2. Respuesta inmune pretrasplante de células T especifica

frente a CMV en receptores hepaticos utilizando un punto de
corte de 0,15%

Se analizo la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica en el

momento pretrasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior

de viremia de CMV en los 46 receptores hepaticos evaluables. De los 24 pacientes con
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muestra pretrasplante, 6 (25%) tenian inmunidad de células T especifica de CMV, frente
a los 18 (75%) que no tenian inmunidad. No se encontraron diferencias significativas
entre los receptores de trasplante hepatico con o sin inmunidad en el momento
pretrasplante en la proporcion de pacientes con viremia: 33,3% vs. 38,9% (RR 0,86
1C95% 0,24 — 3,06, p = 1,000); en la proporcién de pacientes con viremia por encima de
2000 Ul/ml: 16,7% vs. 22,2% (RR 0,75, 1C95% 0,10 — 5,8, p = 1,000); en el numero de
episodios de replicacion: 0 (0 — 2) vs. 0 (0 — 2), p = 0,907; en la duracion de la viremia:
25,5 + 9,2 dias vs. 36,4 £ 16,7 dias, p = 0,242; ni en la carga viral pico: 2116,5 Ul/ml
(803 — 3430) vs. 3085 Ul/ml (RIQ 677 — 6024), p = 0,770. No hubo diferencias
significativas entre los pacientes hepaticos con y sin inmunidad celular especifica que
requirieron la indicacion de tratamiento anticipado: 16,7% vs. 30% de (p = 1,000). Por
altimo, los 3 episodios de enfermedad ocurrieron en pacientes sin respuesta inmune
celular CMV especifica (Tabla 33).

Tabla 33. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes hepéticos con y sin
respuesta inmune celular CMV especifica pretrasplante con un punto de corte de 0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=6 N=18

Pacientes con infeccion CMV, 2 (33,3%) 7 (38,9%) 1,000
n (%)
Pacientes con cargas virales 1 (16,7%) 4 (22,2%) 1,000
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-2) 0(0-2) 0,907
(rango)
Duracion viremia (dias), media + 255+9.22 36,4 + 16,7 0,242
DE
Carga viral pico (Ul/ml), 2116,5 (803 —3430) 3085 (677 —6024) 0,770
mediana (RI1Q)
Tratamiento anticipado, n (%) 1 (16,7%) 5 (27,8%) 1,000
Duracion tratamiento (dias), 24 (24-24) 29 (23,5 -41) 0,552
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (16,7%) 0,546

Tipo de andlisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.
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3.3.3.2. Respuesta inmune de células T especifica frente a CMV a las 2

semanas del trasplante utilizando un punto de corte de 0,15%

Se analiz6 la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 2
semanas del trasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 88 pacientes con muestras disponibles. De ellos, 27 (31,7%)
tenian inmunidad de células T especifica de CMV, frente a 61 (69,3%) que no tenian
inmunidad a las 2 semanas postrasplante. No se encontraron diferencias significativas
entre los pacientes con o sin inmunidad a las 2 semanas postrasplante en la proporcion
de pacientes con viremia: 44,4% vs. 57,4% (RR 0,77 1C95% 0,48 — 1,24, p = 0,262); el
numero de episodios de replicacion: 0 (0 - 2) vs. (0 — 3), p = 0,096; la duracion de la
viremia: 30,5 £ 19,1 vs. 41,6 + 23,9 dias, p = 0,176; ni en la carga viral pico: 739 Ul/ml
(R1Q 595,5 — 3182) vs. 2857 (RIQ 677 - 5578), p = 0,251. Sin embargo, cuando se
compar0 la proporcién de pacientes con viremia por encima de 2000 Ul/ml, resultd
significativamente menor en pacientes con inmunidad que sin inmunidad (11,1% vs.
34,4%; RR 0,32, 1C95% 0,11 — 0,99, p = 0,024), asi como el porcentaje de pacientes en
los que se indic6 tratamiento anticipado (14,8% vs. 37,7%; RR 0,39, 1C95% 0,15 —
1,02, p = 0,032). Por ultimo, los 3 episodios de enfermedad ocurrieron en pacientes sin

respuesta inmune celular CMV especifica (Tabla 34).
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Tabla 34. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes con y sin respuesta
inmune celular CMV especifica a las 2 semanas postrasplante con un punto de corte de
0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=27 N=61

Pacientes con infeccion CMV, 12 (44,4%) 35 (57,4%) 0,262
n (%)
Pacientes con cargas virales 3 (11,1%) 21 (34,4%) 0,024
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-2) 1(0-3) 0,096
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 30,5+£19,1 41,6 £23,9 0,176
DE
Carga viral pico (Ul/ml), mediana 739 (595,5-3182) 2857 (677 —5578) 0,251
(RIQ)
Tratamiento anticipado, n (%) 4 (14,8%) 23 (37,7%) 0,032
Duracion tratamiento (dias), 29,5 (22,5 -40,3) 29,0 (20 - 37) 0,722
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (8,8%) 0,557

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

A las 2 semanas del trasplante, tener inmunidad celular especifica frente a CMV
(>0,15%) fue un factor protector independientemente relacionado con la presencia de
viremia >2000 Ul/ml controlado por otras posibles variables confusoras como son el
tipo de trasplante, tratamiento de induccion, serologia del donante y/o rechazo previo a
la infeccion por CMV (OR 0,107, 1C95% 0,020 — 0,558, p = 0,008) (Tabla 35).
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Tabla 35. Analisis multivariante de variables confusoras del efecto de la inmunidad

celular especifica a las 2 semanas (>0,15%) en el desarrollo de viremia de CMV >2000

ul/ml.
Variable
OR 1.C. 95,0% P

Edad 1,014 0,958-1,074 0,625
Trasplante renal 2,679 0,717-10,009 0,143
Tratamiento de induccion 1,445 0,370-5,653 0,597
Serologia CMV de donante positiva 0,699 0,099-4,922 0,719
Rechazo tratado con bolos esteroides 1,040 0,148-7,298 0,969
previo

% de células CD8" CMV especificas 0,107 0,020-0,558 0,008

productoras de IFNy > 0,15 a las 2
semanas postrasplante

Tipo de analisis estadistico: regresion logistica binaria

A las 2 semanas del trasplante, tener inmunidad celular especifica (>0,15%)

también fue un factor protector independientemente relacionado con la indicacion de

tratamiento anticipado controlado por otras posibles variables confusoras como son el

tipo de trasplante, tratamiento de induccion, serologia del donante y/o rechazo previo a

la infeccion por CMV (OR 0,165, 1C95% 0,039 - 0,692, p = 0,014) (Tabla 36).
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Tabla 36. Analisis multivariante de variables confusoras del efecto de la inmunidad

celular especifica a las 2 semanas (>0,15%) en la indicacién de tratamiento anticipado.

Variable
OR 1.C. 95,0% P

Edad 1,016 0,961-1,074 0,570
Trasplante renal 2,485 0,694-8,895 0,162
Tratamiento de induccion 1,625 0,433-6,094 0,471
Serologia CMV de donante positiva 0,804 0,121-5,358 0,821
Rechazo tratado con bolos esteroides 2,003 0,324-12,368 0,455
previo

% de células CD8" CMV especificas 0,165 0,039-0,692 0,014

productoras de IFNy > 0,15 a las 2
semanas postrasplante

Tipo de analisis estadistico: regresion logistica binaria

3.3.3.2.1. Respuesta inmune de células T especifica frente a
CMV a las 2 semanas postrasplante en receptores renales

utilizando un punto de corte de 0,15%

Se analizoé la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 2
semanas del trasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 54 receptores de trasplante renal con muestras disponibles.
De los 46 pacientes con muestra disponible, 15 (32,6%) tenian inmunidad de células T
especifica de CMV, frente a 31 (67,4%) que no tenian inmunidad a las 2 semanas
postrasplante. No se encontraron diferencias significativas entre los pacientes con o sin
inmunidad a las 2 semanas postrasplante en la proporcion de pacientes con viremia:
60% vs. 64,5% (RR 0,93 1C95% 0,57 — 1,52, p = 1,000); la proporcion de pacientes con
viremia por encima de 2000 Ul/ml: 20% vs. 45,2% (RR 0,44 1C95% 0,15 - 1,31, p =
0,097); el nimero de episodios de replicacion: 1 (0 -2) vs. 1 (0 — 3), p = 0,287; la
duracion de la viremia: 31 + 21,8 vs. 47,6 £ 25,7 dias, p = 0,094, la carga viral pico:
613 Ul/ml (RIQ 601 — 6119,5) vs. 2975,5 (RIQ 482 - 5797), p = 0,604; ni la indicacion
de tratamiento anticipado: 26,7% vs. 45,2% (p = 0,228). Por altimo, no se detectaron
casos de enfermedad por CMV en los pacientes de trasplante renal (Tabla 37).
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Tabla 37. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes con trasplante renal con
y sin respuesta inmune celular especifica frente a CMV a las 2 semanas postrasplante

utilizando un punto de corte de 0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=15 N=31

Pacientes con infeccion CMV, 9 (60%) 20 (64,5%) 0,766
n (%)
Pacientes con cargas virales 3 (20%) 14 (45,2%) 0,097
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 1(0-2) 1(0-3) 0,287
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 31+218 47,6 £ 25,7 0,094
DE

Carga viral pico (Ul/ml), mediana 613 (601 —6119,5) 2975,5 (482 —-5797) 0,604
(RIQ)

Tratamiento anticipado, n (%) 4 (26,7%) 14 (45,2%) 0,228
Duracion tratamiento (dias), 29,5 (22,5 -40,3) 33 (24,5 -47,5) 0,671
mediana (RIQ)

Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 0 (0%) ND

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos
no disponibles

3.3.3.2.2. Respuesta inmune de células T especifica frente a
CMV a las 2 semanas postrasplante en receptores hepaticos

utilizando un punto de corte de 0,15%

Se analizo la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 2
semanas del trasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 46 receptores hepaticos evaluables. De los 37 pacientes con
muestra disponible a las 2 semanas postrasplante, 11 (29,7%) tenian inmunidad de
células T especifica de CMV, frente a los 26 (70,3%) que no tenian inmunidad. No se
encontraron diferencias significativas entre los pacientes con o sin inmunidad a las 2
semanas postrasplante en la proporcién de pacientes con viremia: 27,3% vs. 50% (RR
0,55, 1C95% 0,19 — 1,54, p = 0,285); la proporcidn de pacientes con viremia por encima
de 2000 Ul/ml: 0% vs. 26,9%, p = 0,135; el niamero de episodios de replicacion: 0 (0 —
1) vs. 0,5 (0 — 2), p = 0,135; la duracion de la viremia: 29 + 10,6 dias vs. 32,9 + 18,2
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dias, p = 1,000; ni en la carga viral pico: 865 (307 — 1183) vs. 2191 (RI1Q 879 — 4912), p
= 0,201. Mientras que ningun paciente con inmunidad celular especifica pretrasplante
requirié indicacion de tratamiento anticipado, el 34,6% de los pacientes sin inmunidad
celular especifica si lo requirieron (p = 0,036). Por ultimo, los 3 episodios de
enfermedad ocurrieron en pacientes sin respuesta inmune celular CMV especifica
(Tabla 38).

Tabla 38. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes hepéaticos con y sin
respuesta inmune celular especifica frente a CMV a las 2 semanas postrasplante

utilizando un punto de corte de 0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P
inmunidad, N=11 inmunidad, N=26

Pacientes con infeccion CMV, n (%) 3 (27,3%) 13 (50%) 0,285
Pacientes con cargas virales >2000 0 (0%) 7 (26,9%) 0,080
Ul/ml, n (%)

N° episodios/paciente, mediana 0(0-1) 05(0-2) 0,135
(rango)

Duracion viremia (dias), media + DE 29 + 10,6 32,9+18,.2 1.000
Carga viral pico (Ul/ml), mediana 865 (307 — 1183) 2191 (879 -4912) 0,201
(RIQ)

Tratamiento anticipado, n (%) 0 (0%) 9 (34,6%) 0,036
Duracion tratamiento (dias), 0 23 (17 -31) ND
mediana (RIQ)

Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3(11,5%) 0,540

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos

no disponibles

3.3.3.3.  Respuesta inmune de células T especifica frente a CMV a las 4

semanas del trasplante utilizando un punto de corte de 0,15%

Se analizo la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 4
semanas del trasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 106 pacientes con muestras disponibles. De ellos, 44 (41,5%)
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tenian inmunidad de células T especifica de CMV, frente a los 62 (58,5%) que no tenian
inmunidad a las 4 semanas postrasplante. No se encontraron diferencias significativas
entre los receptores de trasplante con o sin inmunidad a las 4 semanas postrasplante en
la proporcidn de pacientes con viremia: 50,0% vs. 51,6% (RR 0,97, 1C95% 0,66 — 1,42,
p = 0,870); la proporcion de pacientes con viremias por encima de 2000 Ul/ml: 20,5%
vs. 29,0% (RR 0,70, 1C95% 0,35 — 1,42, p = 0,318); el numero de episodios de
replicacion: 0,5 (0 -2) vs. 1 (0 — 3), p = 0,845; la duracion de la viremia: 34,6 £ 21,3
dias vs. 42,8 £ 24,0 dias, p = 0,269; la carga viral pico: 1114,5 Ul/ml (RIQ 606,5 —
5651,0) vs. 2589 (RIQ 746,5 — 3373,25), p = 0,916; ni en la indicacion de tratamiento
anticipado: 22,7% vs. 35,5% (RR 0,64, 1C95% 0,24 — 1,21, p = 0,159). Los 3 episodios
de enfermedad ocurrieron en pacientes sin respuesta inmune celular CMV especifica
(4,8% vs. 0%, p = 0,265) (Tabla 39).

Tabla 39. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes con y sin respuesta
inmune celular especifica frente a CMV a las 4 semanas postrasplante con un punto de
corte de 0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=44 N=62

Pacientes con infeccion 22 (50,0%) 32 (51,6%) 0,870
CMV, n (%)
Pacientes con cargas virales 9 (20,5%) 18 (29,0%) 0,318
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, 0,5(0-2) 1(0-3) 0,845
mediana (rango)
Duracion viremia (dias), 34,6 +£21,3 42,8 £ 24,0 0,269
media £ DE
Carga viral pico (Ul/ml), 11145 (606,5 —5651) 2589 (746,5—3373,3) 0,916
mediana (RI1Q)
Tratamiento anticipado, 10 (22,7%) 22 (35,5%) 0,159
n (%)
Duracion tratamiento (dias), 35,5 (25,5 — 46) 25 (19-33,5) 0,328
mediana (RIQ)
Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (4,8%) 0,265

Tipo de andlisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney.

133



VI.RESULTADOS

A las 4 semanas del trasplante la presencia de inmunidad celular especifica
frente a CMV (=>0,15%) no fue un factor protector independientemente relacionado con
la presencia de viremia >2000 Ul/ml (OR 0,441, CI95% 0,145 - 1,342, p = 0,149)
(Tabla 40).

Tabla 40. Analisis multivariante de variables confusoras del efecto de la inmunidad
celular especifica a las 4 semanas (>0,15%) en el desarrollo de viremia de CMV >2000

Ul/ml.

Variable
OR 1.C. 95,0% P

Edad 1,018 0,966-1,072 0,505
Trasplante renal 2,289 0,683-7,672 0,180
Tratamiento de induccion 0,801 0,232-2,768 0,726
Serologia CMV de donante positiva 1,373 0,237-7,941 0,723
Rechazo tratado con bolos esteroides 1,292 0,274-6,097 0,746
previo

% de células CD8" CMV especificas 0,441 0,145-1,342 0,149

productoras de IFNy > 0,15 a las 4
semanas postrasplante

Tipo de analisis estadistico: regresion logistica

A las 4 semanas del trasplante la presencia de inmunidad celular especifica
frente a CMV (=0,15%) tampoco fue un factor protector independientemente
relacionado con la indicacion de tratamiento anticipado cuando se controlé por otras
variables confusoras (OR 0,377, 1C95% 0,126 — 1,122, p = 0,079) (Tabla 41).
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Tabla 41. Analisis multivariante de variables confusoras del efecto de la inmunidad

celular especifica a las 4 semanas (>0,15%) en la indicacién de tratamiento anticipado.

Variable
OR 1.C. 95,0% P

Edad 1,023 0,972-1,076 0,383
Trasplante renal 2,225 0,685-7,225 0,183
Tratamiento de induccion 1,025 0,308-3,403 0,968
Serologia CMV de donante positiva 1,444 0,250-8,337 0,681
Rechazo tratado con bolos esteroides 2,728 0,639-11,645 0,175
previo

% de células CD8" CMV especificas 0,377 0,126-1,122 0,079

productoras de IFNy > 0,15 a las 4
semanas postrasplante

Tipo de analisis estadistico: regresion logistica binaria

3.3.3.3.1. Respuesta inmune de células T especifica frente a
CMV a las 4 semanas postrasplante en receptores renales

utilizando un punto de corte de 0,15%

Se analizd la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 4
semanas del trasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 54 receptores renales evaluables. De los 54 pacientes con
muestra disponible, 26 (48,1%) tenian inmunidad de células T especifica de CMV,
frente a los 28 (51,9%) que no tenian inmunidad a las 4 semanas postrasplante. No se
encontraron diferencias significativas entre los receptores de trasplante renal con o sin
inmunidad a las 4 semanas postrasplante en la proporcion de pacientes con viremia:
65,4% vs. 53,6% (RR 1,22, IC95% 0,78 — 1,90, p = 0,377); la proporcion de pacientes
con viremia por encima de 2000 Ul/ml: 34,6% vs. 28,6%, (RR 1,21, 1C95% 0,55 — 2,67,
p = 0,633); el nimero de episodios de replicacién: 1 (0 -2) vs. 1 (0 — 3), p = 0,639; la
duracion de la viremia: 36,7 £ 23,6 vs. 47,4 + 26,1 dias, p = 0,290; la carga viral pico:
3849 Ul/ml (RIQ 612,5 — 7130) vs. 2566 Ul/ml (RIQ 386 — 3084, p = 0,206; ni en la
indicacion de tratamiento anticipado: 38,5% vs. 32,1% (p = 0,627). Por Gltimo, no se
detectaron casos de enfermedad por CMV en los pacientes de trasplante renal (Tabla
42).
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Tabla 42. Caracteristicas de la infecciéon por CMV en pacientes renales con y sin
respuesta inmune celular especifica frente a CMV a las 4 semanas postrasplante

utilizando un punto de corte de 0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=26 N=28

Pacientes con infeccion CMV, 17 (65,4%) 15 (53,6%) 0,377
n (%)
Pacientes con cargas virales 9 (34,6%) 8 (28,6%) 0,633
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 1(0-2) 1(0-3) 0,639
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 36,7 £ 23,6 47,4 £ 26,1 0,290
DE

Carga viral pico (Ul/ml), mediana 3849 (612,5—7130) 2566 (386 —3084) 0,206
(RIQ)

Tratamiento anticipado, n (%) 10 (38,5%) 9 (32,1%) 0,627
Duracion tratamiento (dias), 35,5 (25,5 —46) 26 (18 — 38) 0,111
mediana (RIQ)

Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 0 (0%) ND

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos
no disponibles.

3.3.3.3.2. Respuesta inmune de células T especifica frente a
CMV a las 4 semanas postrasplante en receptores hepaticos

utilizando un punto de corte de 0,15%

Se analizo la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica a las 4
semanas del trasplante (tomando como punto de corte 0,15%) y el desarrollo posterior
de viremia de CMV en los 46 receptores hepéticos evaluables. De ellos, 17 (37%) tenian
inmunidad de células T especifica de CMV, frente a los 29 (63%) que no tenian
inmunidad a las 4 semanas postrasplante. No se encontraron diferencias significativas
entre los receptores de trasplante hepatico con o sin inmunidad a las 4 semanas del
trasplante en la proporcion de pacientes con viremia: 29,4% vs. 48,3% (RR 0,61, 1C95%
0,27 — 1,39, p = 0,210); el nimero de episodios de replicacién: 0 (0 —2) vs. 0 (0 —3), p
= 0,235; ni en la duracion de la viremia: 27,8 £ 9,1 dias vs. 38,6 + 20,7 dias, p = 0,354.

Sin embargo, la proporcion de pacientes con viremia por encima de 2000 Ul/ml en
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pacientes con inmunidad fue menor (0%) que la de los pacientes sin inmunidad (31%)
(p = 0,017), asi como la carga viral pico: 803 Ul/ml (RIQ 277 — 1024) vs. 3003 Ul/ml
(R1Q 1053,5 — 4356), p = 0,010. Mientras que ningln paciente con inmunidad celular
especifica a las 4 semanas postrasplante requirio indicacion de tratamiento anticipado, el
41,4% de los pacientes sin inmunidad celular especifica si lo requirieron (p = 0,002).
Por ultimo, los 3 episodios de enfermedad ocurrieron en pacientes sin respuesta inmune
celular CMV especifica (Tabla 43).

Tabla 43. Caracteristicas de la infeccion por CMV en pacientes hepaticos con y sin
respuesta inmune celular especifica frente a CMV a las 4 semanas postrasplante

utilizando un punto de corte de 0,15%.

Variable Pacientes con Pacientes sin P

inmunidad, inmunidad,

N=17 N=29

Pacientes con infeccion CMV, 5 (29,4%) 14 (48,3%) 0,210
n (%)
Pacientes con cargas virales 0 (0%) 9 (31%) 0,017
>2000 Ul/ml, n (%)
N° episodios/paciente, mediana 0(0-2) 0(0-3) 0,235
(rango)
Duracion viremia (dias), media £ 27,8+9,1 38,6 + 20,7 0,354
DE

Carga viral pico (Ul/ml), mediana 803 (277 —1024) 3003 (1053,5 - 4356) 0,010
(RIQ)

Tratamiento anticipado, n (%) 0 (0%) 12 (41,4%) 0,002
Duracion tratamiento (dias), 0 24 (19,3 -32) ND
mediana (RI1Q)

Enfermedad CMV, n (%) 0 (0%) 3 (10,3%) 0,286

Tipo de analisis estadistico: chi-cuadrado, T-student y U de Mann-Whitney. ND: datos

no disponibles

En resumen, cuando se disminuye el punto de corte a 0,15%, el porcentaje de
pacientes con inmunidad celular especifica positiva pretrasplante aumenta a un tercio.
Sin embargo, este grado de inmunidad no se asocia con ninguna de las caracteristicas

relacionadas con la infeccion por CMV ni predice el control espontaneo de la infeccion
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por CMV. Lo mismo ocurre cuando se estudia esta relacion a las 4 semanas. Sin
embargo, cuando se estudia la inmunidad a las 2 semanas postrasplante, los pacientes
con inmunidad celular especifica frente a CMV positiva utilizando el punto de corte
>0,15% tienen un riesgo 0,165 veces inferior de requerir tratamiento que los pacientes
sin inmunidad, comportandose ademas como un factor protector independiente de

desarrollo de viremia elevada en el postrasplante.

Segun los datos expuestos, tener un porcentaje de células T CD8"CD69 IFNy”
especificas frente a CMV >0,15% en la cuarta semana del trasplante, que es el momento
a partir del cual se producen la mayoria de los episodios de viremia (mediana 5,7, RIQ
4 - 7,5 semanas), no es suficiente para controlar espontaneamente la infeccion. Sin
embargo, a las 2 semanas postrasplante este umbral es un predictor de conseguir un
porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy" especificas frente a CMV >0,25% a las 4
semanas, valor que si predice qué pacientes podran controlar espontdneamente la

infeccion por CMV.

Cuando se analiza la relacion entre la presencia de inmunidad celular especifica
y el desarrollo de infeccion por CMV postrasplante en funcién del 6rgano trasplantado
(en este caso, sblo en receptores renales y hepaticos debido al reducido tamafio muestral
de los receptores cardiacos y hepato-renales), los resultados obtenidos son similares en
el caso de los receptores hepaticos y no son reproducibles en los receptores renales. Es
decir, en los pacientes trasplantados de higado, tener un porcentaje de células T
CD8"CD69'IFNy" especificas frente a CMV >0,15% a las 2 semanas postrasplante si es
un factor predictor de qué pacientes podran controlar espontaneamente la infeccion por
CMV.

Sin embargo, en los pacientes trasplantados de rifion, ninguno de los puntos de
corte analizados en ninguno de los momentos, antes o después del trasplante, predijo
qué pacientes controlaran espontaneamente sin la indicacién de tratamiento anticipado

los episodios de replicacion por CMV.

Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en las curvas ROC del
apartado 3.3.1., asi como con los resultados obtenidos en otros estudios de nuestro
grupo, en los que el punto de corte para el inicio de tratamiento en receptores renales es

maés elevado (5500 Ul/ml) que en los receptores hepaticos (4000 Ul/ml), por lo que
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podria diferirse la indicacién de tratamiento anticipado para el grupo de pacientes

renales.

Unicamente con un punto de corte de 0,25% de células T CD8'CD68"IFNy" se
pudo predecir una menor indicacién de tratamiento anticipado para los pacientes de
TOS con inmunidad positiva (>0,25%). Sin embargo, ni con un punto de corte de
0,15%, ni en trasplantados renales o hepaticos por separado, hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con y sin inmunidad, a pesar de
existir una tendencia clara. Probablemente dicha circunstancia tenga su origen en el

menor tamafio muestral de la poblacion con muestras pretrasplante disponibles.

3.4. Definicion de un punto de corte de carga viral de CMV para el inicio del
tratamiento antiviral en funcion de la respuesta inmune especifica de

células T frente a CMV en pacientes de bajo riesgo

En pacientes con inmunidad, pre o postrasplante, no pudo determinarse ningun
punto de corte debido a que no se observo ningln episodio de enfermedad en estos
pacientes, que han realizado tratamiento anticipado y monitorizacion virolégica segun el

protocolo expuesto.

En pacientes sin inmunidad (pretrasplante <0,25%, a las 4 semanas <0,25% y a
las 2 semanas <0,15%), las curvas ROC analizando el desarrollo de viremia como

predictor del desarrollo de enfermedad por CMV se pueden observar en la Figura 34.
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Figura 34. Curvas ROC analizando el desarrollo de viremia como predictor de
desarrollo de enfermedad por CMV en pacientes con un porcentaje de células T
CD8'CD68'IFNy" menor a: A) 0,25 antes del trasplante, B) 0,25 a las 4 semanas
postrasplante y C) 0,15 a las 2 semanas postrasplante.
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Para los pacientes con un porcentaje de células T CD8'CD69 IFNy* <0,25% en
el momento pretrasplante, el AUC de la curva ROC fue de 0,933 (1C95% 0,84 — 1,03, p
= 0,016). El punto de corte que predice el desarrollo de enfermedad por CMV seria de
3589 Ul/ml (S = 100%, 1C95% 31 — 100, E =80%, 1C95% 67,66 — 96,84, VPP =50%,
1C95% 13,95 — 86,05, VPN =100%, 1C95% 81,5 - 100) (Tabla 44).
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Tabla 44. Puntos de corte de carga viral en pacientes sin inmunidad pretrasplante
(porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy” <0,25%). Se detallan los valores de
sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y del valor

predictivo negativo (VPN). La carga viral optima se definié en funcion de los valores
mas altos de VPN y VPP.

Punto
corte, S (1C95%0) E (1C95%) VPP (1C95%) VPN (1C95%)
ul/mi
133770 0(0-69) 100 (83,4 —100) ND 89,3 (70,6 — 97,2)
80034 0(0-69) 96 (77,7 —99,8) 0(0-94,5) 88,9 (69,7 —97,1)
16161 33,3 (17,7-87,5) 96 (77,7 —-99,8) 50(2,7-97,3) 92,3(73,4-98,7)
5460 66,7 (12,5-98,2) 96 (77,7—-99,8) 66,7 (12,5-98,2) 96 (12,5-98,2)
4541 66,7 (12,5-98,2) 92 (72,5-98,6) 50(9,2-90,8) 95,8 (76,9-99,8)
3967 66,7 (12,5-98,2) 88 (67,7 —96,8) 40 (7,3 -83) 95,7 (76,0 — 99,8)
3589 100 (31 -100) 88 (67,7-96,8) 50(14,0-86,1) 100 (81,5-100)
3257 100 (31 -100) 84 (63,1-94,8) 42,9(11,8-79,8) 100 (80,8 —100)
3084 100 (31 —100) 80 (58,7-92,4) 37,5(10,2—-74,1) 100 (80,0 —-100)
2970 100 (31 -100) 76 (54,5-89,8) 33,3(9,0-69,1) 100 (79,1 - 100)
2648 100 (31 - 100) 72 (50,4 - 87,1) 30 (8,1 -64,6) 100 (78,1 —100)
2047 100 (31 -100) 68 (46,5-84,3) 27,3(7,3-60,7) 100 (77,1 —-100)
1615 100 (31 -100) 64 (42,6 — 81,3) 25 (6,7 —-57,2) 100 (75,9 — 100)
1274 100 (31 -100) 60(38,9-78,2) 23,1(6,2—-54,00 100 (74,7 —-100)
964 100 (31 - 100) 56 (35,3—-75,00 21,4(57-51,2) 100 (73,2-100)
879 100 (31 - 100) 52 (31,8 -71,7) 20 (5,3 -48,6) 100 (71,7 — 100)
740 100 (31 -100) 48 (28,3-68,3) 18,8(5,0-46,3) 100 (69,9 —100)
676 100 (31 - 100) 44 (25,0-64,7) 17,7 (4,7-44,2) 100 (67,9 - 100)
603 100 (31 —100) 40 (21,8-61,1) 16,7 (4,4-42,3) 100 (65,6 —100)
458 100 (31 - 100) 36 (18,7-57,4) 15,8 (4,2-40,5) 100 (62,9 — 100)
379 100 (31 - 100) 32 (15,7 - 53,6) 15 (4,0 - 38,9) 100 (59,8 —100)
351 100 (31 -100) 28 (129-49,6) 14,3(3,8-37,4) 100 (56,1 —-100)
318 100 (31 -100) 24 (10,2 -45,5) 13,6(3,6-36,0) 100 (51,7 -100)
303 100 (31 -100) 20 (7,6 —41,3) 13,0(3,4—-34,7) 100 (46,3 — 100)
262 100 (31 - 100) 16 (5,3 -36,9) 12,5(3,3-33,5 100 (39,6 — 100)
216 100 (31 -100) 12 (3,2 - 32,3) 12 (3,2 - 32,3) 100 (31 -100)
203 100 (31 -100) 8(3,2-32,3) 11,5(3,2-32,3) 100 (31 -100)
198 100 (31 —100) 4(0,2-22,3) 11,1 (3,0-30,3) 100 (5,5 - 100)
197 100 (31 -100) 0 (0-16,6) 10,7 (2,9 —29,4) ND

S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo

negativo, ND: datos no disponibles
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Para los pacientes con un porcentaje de células T CD8"CD69IFNy* <0,25% a
las 4 semanas postrasplante, el AUC de la curva ROC fue de 0,910 (IC95% 0,81 — 1,01,
p = 0,018). El punto de corte que predice el desarrollo de enfermedad por CMV seria de
3589 Ul/ml (S = 100%, 1C95% 62,9 — 100, E = 93,4%, 1C95% 81,1 — 98,3, VPP = 75%,
IC95% 42,8 — 93,3, VPN =100%, 1C95% 89,8 — 100) (Tabla 45).

Tabla 45. Puntos de corte de carga viral en pacientes sin inmunidad a las 4 semanas
postrasplante (porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy" <0,25%). Se detallan los

valores de sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y del

valor predictivo negativo (VPN), La carga viral optima se definié en funcion de los

valores més altos del VPN y del VPP.

Punto
corte,
Ul/ml

S (1C95%)

E (1C95%)

VPP (1C95%)

VPN (1C95%)

133770
80034
18837
9581
7415
6533
5801
5237
4541
4030
3837
3774
3589
3316
3144
3084
3028
2946
2894
2862
2734
2589
2502
2315
2106

0 (0 69)

25 (1,3 - 78,1)
33,3 (1,8 - 87,5)
50 (9,2 — 90,8)
60 (17,0 — 92,7)
66,7 (24,1 — 94)
80 (29,9 — 98,9)
83,3 (36,5 - 99,1)
85,7 (42,0 — 99,3)
87,5 (46,7 — 99,3)
88,9 (50,7 — 99,4)
90 (54,1 — 99,5)
100 (62,9 — 100)
100 (65,6 — 100)
100 (67,9 — 100)
100 (69,9 — 100)
100 (71,7 — 100)
100 (73,2 — 100)
100 (74,7 — 100)
100 (75,9 — 100)
100 (77,1 — 100)
100 (78,1 — 100)
100 (79,1 — 100)
100 (80,0 — 100)
100 (80,8 — 100)

100 (91,4 — 100)
100 (91,3 — 100)
98,1 (88,4 — 99,9)
98,0 (88,2 — 99,9)
98 (87,9 — 99,9)
98,0 (87,8 — 99,9)
96 (85,1 — 99,3)
95,9 (84,9 — 99,3)
95,8 (84,6 — 99,3)
95,7 (84,3 — 99,3)
95,7 (84,0 — 99,2)
95,6 (83,6 — 99,2)
93,5 (81,1 - 98,3)
93,3 (80,7 — 98,3)
93,2 (80,3 - 98,2)
93,0 (79,9 - 98,2)
92,9 (79,5 — 98,1)
92,7 (79,0 - 98,1)
92,5 (78,5 — 98,0)
92,3 (78,0 - 98,0)
92,1 (77,5 - 97,9)
91,9 (76,9 — 97,9)
91,7 (76,4 — 97,8)
91,4 (75,8 — 97,8)
91,2 (75,2 — 97,7)

ND
100 (5,5 — 100)
50 (2,7 — 97,3)

66,7 (1,3 98,2)
75 (21,9 - 98,7)
80 (29,9 — 99,0)
66,7 (24,1 — 94)

71,4 (30,3 — 94,9)
75 (35,6 — 95,6)

77,8 (40,2 — 96,1)
80 (44,2 — 96,5)

81,8 (47,8 — 96,8)
75 (42,8 — 93,3)

76,9 (46,0 — 93,8)

78,6 (48,8 — 94,3)
80 (51,4 — 94,7)

81,3 (53,7 - 95,0)

82,4 (55,9 - 95,3)

83,3 (57,7 — 95,6)

84,2 (59,5 — 95,8)
85 (61,1 — 96,0)

85,7 (62,6 — 96,2)

86,4 (64,0 — 96,4)

87,0 (65,3 — 96,6)

87,5 (66,5 — 96,7)

94,6 (83,9 — 98,6)
94,4 (83,7 — 98,6)
96,2 (85,9 — 99,3)
96,2 (85,7 — 99,3)
96,1 (85,4 — 99,3)
96 (85,1 — 99,3)
98,0 (87,8 — 99,9)
97,9 (87,5 — 99,9)
97,9 (87,3 — 99,9)
97,8 (87,0 — 99,9)
97,8 (86,8 — 99,9)
97,7 (86,5 — 99,9)
100 (89,8 — 100)
100 (89,6 — 100)
100 (89,3 — 100)
100 (89,1 — 100)
100 (88,8 — 100)
100 (88,6 — 100)
100 (88,3 — 100)
100 (88,0 — 100)
100 (87,7 — 100)
100 (87,4 — 100)
100 (87,0 — 100)
100 (86,7 — 100)
100 (86,3 — 100)
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Punto
corte,
ul/ml

S (1C95%)

E (1C95%)

VPP (IC95%)

VPN (1C95%)

1943
1760
1615
1428
1278
1188
1095
1084
1027
966
957
816
676
667
636
608
513
404
382
375
365
344
314
293
283
252
216
203
198
197

100 (81,5 — 100)
100 (82,2 — 100)
100 (82,8 — 100)
100 (83,4 — 100)
100 (84,0 — 100)
100 (84,5 — 100)
100 (85,0 — 100)
100 (85,4 — 100)
100 (85,9 — 100)
100 (86,3 — 100)
100 (86,7 — 100)
100 (87,4 — 100)
100 (87,7 — 100)
100 (88,0 — 100)
100 (88,3 — 100)
100 (88,6 — 100)
100 (88,8 — 100)
100 (89,1 — 100)
100 (89,3 — 100)
100 (89,6 — 100)
100 (89,8 — 100)
100 (90,0 — 100)
100 (90,2 — 100)
100 (90,4 -100)
100 (90,6 — 100)
100 (90,8 — 100)
100 (90,9 — 100)
100 (91,1 — 100)
100 (91,3 — 100)
100 (91,4 — 100)

90,9 (74,5 — 97,6)
90,6 (73,8 — 97,6)
90,3 (73,1 — 97,5)
90 (72,3 — 97,4)
89,7 (71,5 - 97,3)
89,3 (70,6 — 97,2)
88,9 (69,7 — 97,1)
88,5 (68,7 — 97,0)
88 (67,7 — 96,9)
87,5 (66,5 — 96,7)
87 (65,3 — 96,6)
85,7 (62,6 — 96,2)
85 (61,1 — 96,0)
84,2 (59,5 — 95,8)
83,3 (57,7 — 95,6)
82,4 (55,8 — 95,3)
81,3 (53,7 — 95,0)
80 (48,8 — 94,3)
78,6 (48,8 — 94,3)
76,9 (46,0 — 93,8)
75 (42,8 — 93,3)
72,7 (39,3 - 92,7)
70 (35,4 — 91,9)
66,7 (30,9 — 91,0)
62,5 (25,9 — 89,8)
57,1 (20,2 — 88,2)
50 (14,0 — 86,1)
40 (7,3 — 83,0)
25 (1,3 - 78,1)
0 (0 - 69)

88 (67,7 — 96,9)
88,5 (68,7 — 97,0)
88,9 (69,7 — 97,1)
89,3 (70,6 — 91,2)
89,7 (71,5 - 97,3)
90 (73,3 - 97,4)
90,3 (73,1 97,5)
90,6 (73,8 — 97,6)
90,9 (74,5 - 97,6)
91,2 (75,2 - 97,7)
91,4 (75,8 — 97,8)
91,9 (77,0 - 97,9)
92,1 (77,5 - 97,9)
92,3 (78,0 - 98,0)
92,5 (78,5 — 98,0)
92,7 (79,0 — 98,1)
92,9 (79,5 - 98,1)
93,0 (80,3 - 98,2)
93,2 (80,3 - 98,2)
93,3 (80,7 — 98,3)
93,5 (81,1 98,3)
93,6 (81,4 — 98,3)
93,8 (81,8 — 98,4)
93,9 (82,1 - 98,4)
94 (82,5 — 98,4)
94,1 (82,8 — 98,5)
94,2 (83,1 — 98,5)
94,3 (83,4 — 98,5)
94,4 (83,7 — 98,6)
94,6 (83,9 — 98,6)

100 (85,9 — 100)
100 (85,4 — 100)
100 (85,0 — 100)
100 (84,5 — 100)
100 (84,0 — 100)
100 (83,4 — 100)
100 (82,8 — 100)
100 (82,2 — 100)
100 (81,5 — 100)
100 (80,8 — 100)
100 (80,0 — 100)
100 (78,1 — 100)
100 (77,1 — 100)
100 (75,9 — 100)
100 (74,7 — 100)
100 (73,2 — 100)
100 (71,7 — 100)
100 (67,9 — 100)
100 (67,9 — 100)
100 (65,6 — 100)
100 (62,9 — 100)
100 (59,8 — 100)
100 (56,1 — 100)
100 (51,7 — 100)
100 (46,3 — 100)
100 (39,6 — 100)
100 (31,0 — 100)
100 (19,8 — 100)
100 (5,5 — 100)
ND

S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo

negativo, ND: datos no disponibles

Para los pacientes con un porcentaje de células T CD8*CD69'IFNy* <0,15% a

las 2 semanas postrasplante, el AUC de la curva ROC fue de 0,882 (IC95% 0,77 — 1,0,
p = 0,027). El punto de corte que predice el desarrollo de enfermedad por CMV seria de
3476 Ul/ml (S = 100%, 1C95% 31 — 100, E = 78,4%, 1C95% 64,3 — 88,3, VPP = 21,4%,
1C95% 5,7 — 51,2, VPN =100%, 1C95% 89,1 - 100) (Tabla 46).
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Tabla 46. Puntos de corte de carga viral en pacientes sin inmunidad a las 2 semanas
postrasplante (porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy" <0,15%). Se detallan los

valores de sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y del

valor predictivo negativo (VPN). La carga viral optima se definio en funcion de los

valores més altos del VPN y del VPP.

Punto
corte, S (1C95%) E (1C95%) VPP (1C95%) VPN (1C95%)
ul/mi
133770 0(0-69) 100 (91,3 - 100) ND 94,4 (83,7 —98,6)
83765 0 (0-69) 98,0 (88,2 —99,9) 0(0-94,5) 94,3 (83,4 —98,5)
30030 0 (0-69) 96,1 (85,4 —99,3) 0(0-80,2) 94,2 (83,1 -98,5)
18837 33,3(1,8-87,5 96,1(854-99,3) 33,3(1,8-87,5 96,1(854-99,3)
9581 33,3(1,8-87,5 94,1(82,8-98,5 25(1,3-78,1) 96 (85,1 —99,3)
7415 33,3(1,8-87,5 92,2(80,3-97,5) 20(1,1-70,1) 95,9 (84,9-99,3)
6533 33,3(1,8-87,5 90,2(77,8-96,3) 16,7 (0,9-63,5) 95,8 (84,6 —-99,3)
5947 66,7 (12,5-98,2) 90,2 (77,8-96,3) 28,6 (51-69,7) 97,9 (87,3—-99,9)
5724 66,7 (12,5—-98,2) 88,2 (754-95,1) 25(45-64,4) 97,8(87,0—-99,9)
5237 66,7 (12,5-98,2) 86,3(73,1-93,9) 22,2(4,0-59,8) 97,8 (86,8—99,9)
4541 66,7 (125-98,2) 84,3(70,9-925 20(3,5-558) 97,7(86,5—-99,9)
4030 66,7 (12,5-98,2) 82,4 (68,6 -91,1) 18,2(3,2-52,3) 97,7 (86,2—-99,9)
3837 66,7 (12,5-98,2) 80,4 (66,5-89,7) 16,7 (2,9-49,1) 97,6 (85,9—-99,9)
3774 66,7 (12,5—-98,2) 78,4 (64,3-88,3) 154 (2,7-46,3) 97,6 (85,6 —99,9)
3476 100 (31 - 100) 78,4 (64,3-88,3) 21,4(57-51,2) 100 (89,1-100)
3144 100 (31 - 100) 76,5 (62,2 -86,8) 20 (5,3 —-48,6) 100 (88,8 — 100)
3084 100 (31 - 100) 74,5 (60,1 -85,2) 18,8 (5,0-46,3) 100 (88,6 —100)
2975 100 (31 —100) 72,6 (58,0 -83,7) 17,7 (4,7—-44,2) 100 (88,3 —100)
2862 100 (31 —100) 70,6 (56,0 -82,1) 16,7 (4,4—42,3) 100 (88,0 —100)
2734 100 (31 - 100) 68,6 (54,0 -80,5) 15,8 (4,2-40,5) 100 (87,7 —100)
2589 100 (31 - 100) 66,7 (52,0-78,9) 15(4,0-38,9) 100 (87,4 — 100)
2502 100 (31 - 100) 64,7 (50,0-77,2) 14,3(3,8-37,4) 100 (87,0-100)
2315 100 (31 - 100) 62,8 (48,1 -75,5) 13,6 (3,6 -36,0) 100 (86,7 —100)
1923 100 (31 —100) 60,8 (46,1 —-73,8) 13,0(3,4—34,7) 100 (86,3 —100)
1615 100 (31 - 100) 58,8 (42,3-70,4) 12,5(3,2-32,3) 100 (85,4 —100)
1428 100 (31 - 100) 56,9 (42,3-70,4) 12(3,2-32,3) 100 (85,4 — 100)
1278 100 (31 - 100) 54,9 (40,5-68,6) 11,5(3,0-31,3) 100 (85,0-100)
1196 100 (31 —100) 52,9 (38,6 -66,8) 11,1(2,9-30,3) 100 (84,5-100)
1110 100 (31 —100) 51,0 (36,8 —-65,1) 10,7 (2,8—-29,4) 100 (84,0 —100)
1095 100 (31 - 100) 49,0 (35,0-63,2) 10,3(2,7—-28,5) 100 (83,4—100)
1084 100 (31 - 100) 47,0 (33,2-61,4) 10(2,6 —27,7) 100 (82,8 — 100)
1019 100 (31 - 100) 45,1 (31,4-59,6) 9,7(25-26,9) 100 (82,2—100)
957 100 (31 - 100) 43,1 (29,6 -57,7) 9,4(25-26,2) 100 (81,5-100)
879 100 (31 - 100) 41,2 (279-55,8) 9,1(2,4-255) 100 (80,8 —100)
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Punto
corte,
ul/ml

S (1C95%)

E (1C95%)

VPP (1C95%)

VPN (1C95%)

740
668
636
608
567
477
404
382
375
365
328
293
283
262
238
228
218
208
203
198
197

100 (31— 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)
100 (31 - 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)
100 (31 - 100)
100 (31 — 100)
100 (31 - 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)
100 (31 - 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)
100 (31 - 100)
100 (31 — 100)
100 (31 — 100)

39,2 (26,2 53,9)
37,3 (24,5 - 52,0)

35,3 (22,8 — 50)

33,3 (21,2 - 48,0)
31,4 (19,5 — 46,0)
29,4 (17,9 — 44,0)
27,5 (16,3 — 42,0)
25,5 (14,8 — 39,9)
23,5 (13,3 - 37,8)
21,6 (11,8 - 36,7)
19,6 (10,3 — 33,6)
17,7 (8,9 — 31,4)
15,7 (7,5 - 29,1)
13,7 (6,2 — 26,9)
11,8 (4,9 — 24,6)

9,8 (3,7 22,2)
7.8 (2,5 19,8)
5,9 (1,5 - 17,2)
3,9 (0,7 — 14,6)
2,0(0,1-11,8)
0(0-8,7)

8,8 (2,3 24,8)
8,6 (2,2 - 24,2)
8,3 (2,2 - 23,6)
8,1 (2,1 23,0)
7.9 (2,1 -22,5)
7.7 (2,0 - 22,0)
7.5 (2,0 - 21,5)
7.3 (1,9 - 21,0)
7.1 (1,9 - 20,6)
7.0 (1,8 - 20,1)
6,8 (1,8—-19,7)
6,7 (1,7 - 19,3)
6,5 (1,7 — 18,9)
6,4 (5,8 — 25,5)
6,3 (1,6 - 18,2)
6,1 (1,6 - 17,9)
6 (1,6 - 17,5)
59 (1,5 - 17,2)
5.8 (1,5 — 16,9)
57 (1,5 — 16,6)
5,6 (1,5 — 16,3)

100 (80,0 — 100)
100 (79,1 — 100)
100 (78,1 — 100)
100 (77,1 — 100)
100 (75,9 — 100)
100 (74,7 — 100)
100 (73,2 — 100)
100 (71,7 — 100)
100 (69,9 — 100)
100 (67,9 — 100)
100 (65,6 — 100)
100 (62,9 — 100)
100 (59,8 — 100)
100 (56,1 — 100)
100 (51,7 — 100)
100 (46,3 — 100)
100 (39,6 — 100)
100 (31 - 100)
100 (19,8 — 100)
100 (5,5 — 100)
ND

S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo

negativo, ND: datos no disponibles

145






VII. DISCUSION




VI1.DISCUSION

En la presente tesis se ha comprobado en una cohorte de receptores de TOS de
rifidn e higado con serologia pretrasplante positiva, considerados de bajo riesgo de
enfermedad por CMV, que siguiendo una estrategia de tratamiento anticipado se puede
identificar qué pacientes van a controlar espontdneamente la viremia de CMV tras el
trasplante a través de la monitorizacion de la respuesta inmune celular especifica frente
a CMV, principalmente a través de la respuesta CD8"CD69'IFNy", con las muestras
obtenidas inmediatamente antes del trasplante, a las 2 semanas y a las 4 semanas
después del trasplante.

La monitorizacién viroldgica se realiz6 a través de PCR a tiempo real, cuya
mayor sensibilidad, especificidad y eficacia como método diagndstico de la infeccion
por CMV ha sido demostrada en numerosos estudios, con un punto de corte especifico
para pacientes de bajo riesgo establecido previamente en nuestro laboratorio de 3983
Ul/ml (100). De esta manera, el presente estudio se convierte en el Unico que utiliza un
punto de corte estandarizado y comparable en otros centros de estudio para guiar el uso

de tratamiento anticipado en pacientes TOS de bajo riesgo.

Para la inmunomonitorizacion se utilizé la tincién intracelular de citoquinas y
posterior medicion mediante citometria de flujo. Aunque los ensayos de ELISpot y
QuantiFERON® son maés sencillos, requieren menor infraestructura e incluso existe una
estandarizacion de ambos gracias a su comercializacion, la citometria de flujo ofrece
una panoramica mas especifica en cuanto a la determinacion de la respuesta inmune,
dado que permite la caracterizacion y cuantificacion de méas subpoblaciones celulares,
asi como la deteccion simultanea de varias citoquinas expresadas o secretadas. Ademas,
en un estudio desarrollado en nuestro laboratorio en el que se comparaba la capacidad
de discriminar aquellos receptores de TOS que desarrollaban infeccion y controlaban la
infeccion espontaneamente sin necesidad de indicacion de tratamiento anticipado en
funcion de la respuesta inmune medida por QuantiFERON® o por citometria de flujo
(centrandose en el porcentaje de CD8'CD69'IFNy"), se concluyé que esta Gltima
técnica fue capaz de predecir qué pacientes tendran replicacion posterior y cuéles
requeriran tratamiento antivirico, mientras que con el ensayo comercial no se obtuvo
correlacion estadisticamente significativa en ningin caso. En cualquier caso, los
estudios previos con pacientes de alto riesgo realizados en nuestro laboratorio mostraron
que la tincion intracelular de citoquinas y medicion por citometria de flujo y, en

concreto un porcentaje de células T CD8"CD69 TFNy" >0,25, resultd una técnica eficaz
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para la inmunomonitorizacion durante el tratamiento anticipado en los receptores de
TOS con serologia pretrasplante negativa para CMV. Para la estimulacién de las células
T especificas frente a CMV se us6 una mezcla de péptidos solapantes que cubren la
totalidad de las secuencias de las proteinas pp65 y IE-1. Aunque existe contradiccion en
la literatura acerca de la consistencia y variabilidad en las respuestas producidas por esta
combinacién de péptidos, parece que inducen una mayor estimulacion de los linfocitos
T CD8" respecto a los CD4" (136, 139). En cualquier caso, son los antigenos
predominantes en la mayoria de publicaciones en las que se realiza la monitorizacion de
la respuesta inmune (114, 137), encontrdndose resultados similares en la respuesta
inmune celular especifica frente a CMV cuando se utilizan lisados virales u otros
métodos de deteccion (138). Para seleccionar las células T CD8" y CD4" especificas
frente a CMV se utilizo el marcador de superficie de linfocitos T CD69", que se expresa

en respuesta a la estimulacion antigénica de CMV (145, 146).

Se analizaron para el estudio un total de 106 receptores de trasplante de 6rgano
solido. Los receptores cardiacos fueron de forma significativa no incluidos o no
evaluables con mayor frecuencia que el resto de receptores de trasplante. EI motivo
principal es que la mayoria de pacientes residian fuera de la provincia de Sevilla y no
les fue posible seguir una monitorizacion inmunovirolégica adecuada. Otro motivo
frecuente para la no inclusion de receptores renales fue su mayor riesgo inmunolégico

por la administracion de induccién con timoglobulina, que ocurrié en 43 pacientes.

1. Incidencia de infeccién y enfermedad por CMV en pacientes de bajo riesgo de

enfermedad por CMV

1.1. Replicacién por CMV

Uno de cada dos pacientes incluidos en esta cohorte tuvo una infeccién
asintomatica por CMV. Esta incidencia es similar a la descrita en estudios previos de
pacientes de bajo riesgo de nuestro entorno (19, 100) y también esta dentro del rango de
estudios recientes publicados de receptores con serologia pretrasplante positiva, que
oscilan entre un 10-82% (132, 140). La gran variabilidad de incidencia de infeccion por

CMV en las diferentes cohortes publicadas esta relacionada con las diferencias entre las
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variables importantes para el desarrollo de infeccion por CMV como la proporcion de
donantes seropositivos y seronegativos, las diferencias en el uso de timoglobulina,

inhibidores de mTOR o micofenolato o los tipos de trasplante incluidos.

1.2. Administracion de tratamiento anticipado

El tratamiento antivirico para el control de la infeccion asintomética por CMV se
indicd en casi un tercio de los pacientes, porcentaje similar al de otros estudios
realizados de receptores de bajo riesgo. Un 20% del total de los pacientes consiguid
aclarar espontaneamente los episodios de replicacién. Estos pacientes tuvieron unas
cargas virales picos mas bajas y en ningln caso alcanzaron cargas virales superiores a
2000 Ul/ml. Aunque de forma no significativa, éstos pacientes tuvieron menos
episodios de replicacion, empezaron a replicar mas tarde y ceso la replicacion antes que
en los pacientes con tratamiento anticipado. Como se discutira mas adelante, la Unica
diferencia que se encontrd entre ambos grupos se relaciond con la presencia de

respuesta inmune especifica de células T frente a CMV.

1.3. Infeccién sintoméatica

Comparado con los estudios anteriores (19, 132, 140), la cohorte objeto de
andlisis en la presente tesis presenta una tasa de infeccion sintomatica muy baja: tan
solo el 2,8% de los pacientes desarrollaron enfermedad por CMV. No hubo ningun
sindrome viral, solo dos gastritis y una enfermedad hepética. Estos datos apoyan que el
tratamiento anticipado con una adecuada monitorizacion es una estrategia muy eficaz

para evitar la enfermedad por CMV en los receptores TOS.

1.4. Serologia del donante

Existe cierta controversia en la influencia de la serologia de CMV del donante en
la evolucidn postrasplante en el receptor de bajo riesgo. En las guias de préactica clinica,
aungue se trate a los receptores seropositivos como a un Unico grupo, existen evidencias

que demuestran diferencias en funcion de la serologia donante receptor. En este sentido,
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en un estudio con pacientes trasplantados de pulmén, el 34% de los pacientes D+/R+ y
solo el 6% de los pacientes D-/R+ desarroll6 episodios de infeccion o enfermedad por
CMV (164), mientras que en otro estudio con pacientes trasplantados renales, hasta el
54% de los pacientes D+/R+ vs.16% de los pacientes D-/R+ desarrollaron episodios de
infeccion, siendo los episodios de enfermedad también significativamente superiores en
el primer grupo respecto al segundo (165). En la presente tesis no se evidenciaron
diferencias en la incidencia y caracteristicas clinicas y evolutivas de la infeccion por
CMV, ni en la respuesta inmunoldgica celular especifica en funcion de la serologia.
Nuestros resultados estdn en concordancia con los resultados obtenidos por otros
autores que tampoco han encontrado diferencias relevantes en cuanto a caracteristicas
clinicas, episodios de infeccion por CMV o respuesta inmune celular especifica frente a
CMV entre los grupos D+/R+ y D-/R+ (141,142).

1.5. Inhibidores del mTOR e infeccion por CMV

Existen estudios que demuestran la relacion del uso de inhibidores del mTOR en
pacientes TOS con una menor tasa de replicacion de CMV, asi como favoreciendo el
desarrollo de la inmunidad celular especifica frente al virus (66, 143, 144). Sin
embargo, no todos los autores encuentran una correlacion entre ambos fendmenos
(141).

En nuestra cohorte, 12 pacientes modificaron el protocolo inmunosupresor
incorporando inhibidores de mTOR (sirolimus o everolimus). Entre ellos, s6lo un
paciente desarrollé un episodio de replicacion posterior al cambio de tratamiento,
aunque de forma tardia mas alla de la mediana de tiempo de la ocurrencia de viremia
por CMV en la presente cohorte. En el caso de la respuesta inmune celular especifica,
en este grupo de 12 pacientes, 5 pacientes adquirieron respuesta inmune especifica
frente a CMV (CD8'CD69'IFNy” >0,25%), sin embargo en todos los casos ocurrid
antes de la conversion a sirolimus o everolimus, por lo que no contamos con datos para
discutir si la sustitucion del tratamiento inmunosupresor por inhibidores del mTOR

podria favorecer la respuesta inmune celular especifica o limitar la replicacion de CMV.
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2. Cronologia de la respuesta inmune especifica de células T frente a CMV en

pacientes de bajo riesgo de enfermedad por CMV

2.1. Respuesta de células T CD8" especificas de CMV productoras de IFNy

Para responder al segundo objetivo planteado estudiamos la cronologia de la
respuesta inmune especifica en los pacientes de bajo riesgo incluidos. En general, la
respuesta celular medida por la secrecion de citoquinas IFNy e IL-2 en las células T
CD8" y CD4" fue muy heterogénea, pudiéndose distinguir algo mejor en la produccion
de IFNy por las células T CD8". Se pueden proponer varias explicaciones a este hecho.
En primer lugar, la elevada variabilidad de la respuesta inmune en cada paciente, que
puede estar influenciada por la base genética del sistema inmunitario, la edad, la dosis,
duracioén y tipo de agentes inmunosupresores utilizados durante el tiempo postrasplante,
comorbilidades subyacentes o complicaciones surgidas tras el trasplante. En segundo
lugar, la reconstitucion de la respuesta inmune postrasplante puede depender de las
diferencias encontradas en la inmunidad pretrasplante que, como se discutird a
continuacion, puede conducir a una cinéetica de recuperacion diferente en aquellos
pacientes con y sin inmunidad previa. En tercer lugar, al ser una medicion realizada en
sangre, los niveles de linfocitos totales varian y disminuyen en respuesta a los procesos
de replicacion viral, ya que las células T migran a los nédulos linfoides para inducir la

proliferacion de clones especificos frente a CMV (147).

Al realizar el analisis utilizando como puntos de corte positivos de la respuesta
inmune celular especifica frente a CMV un porcentaje de células T CD8" productoras
de IFNy mayor o igual a 0,15 o 0,25 y evaluar la evolucién de la respuesta inmune
especifica de CMV durante el primer afio tras el trasplante, destaca la gran discrepancia
entre los datos de serologia frente a CMV pretrasplante y los datos de inmunidad celular
especifica frente a CMV obtenidos en la muestra pretrasplante, donde el paciente ain no
ha recibido tratamiento inmunosupresor. En la cohorte estudiada, el 70% de los
pacientes con serologia positiva no tenian respuesta inmune especifica de células T
especificas de CMV. Este hecho ya se habia descrito en estudios previos en receptores
con serologia pretrasplante positiva frente a CMV (11, 128, 129), en los que los
porcentajes de pacientes R+ con inmunidad celular especifica negativa oscilan entre el
30% vy el 50%. Sin embargo, en nuestra cohorte, esta discrepancia entre la serologia y la

respuesta inmune celular especifica es méas evidente, elevandose este porcentaje de
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pacientes hasta un 70%. Una posible explicacién es que el punto de corte elegido de
0,25% fuese demasiado elevado comparado con otros estudios en los que los métodos
de medicién de la respuesta inmune celular especifica son el QuantiFERON® o el
ELISpot, (133, 149). Sin embargo, los resultados obtenidos en la presente tesis
muestran que, cuando relacionamos la respuesta inmune con la progresion clinica
postrasplante, la disminucion del punto de corte a un valor de células CD8"CD69*IFNy*
>0,15% no predice qué pacientes van a aclarar la infeccion por CMV espontaneamente,

por lo que, en principio, un punto de corte de 0,25 resulta mas predictivo.

Del 70% de pacientes sin inmunidad a las 2 semanas del trasplante, sélo la mitad
alcanz6 un porcentaje de células T CD8"'CD69'IFNy" >0,25% 6 >0,15%. Dicha
adquisicion se produjo en torno a la semana 11 postrasplante, de forma similar a la
descrita en otras cohortes de bajo riesgo (150). La otra mitad, esto es, un tercio
aproximadamente del total de pacientes incluidos en la cohorte, nunca alcanzaron un
porcentaje de células T CD8'CD69'TFNy* >0,25% 6 >0,15%, es decir, nunca fueron
positivos utilizando dichos puntos de corte. De estos pacientes, un 13% fueron capaces
de controlar espontaneamente la infeccion asintomatica sin necesidad de tratamiento
antiviral con cargas virales picos por debajo de las 1000 Ul/ml. Pacientes capaces de
controlar la replicacion del virus sin inmunidad celular especifica han sido descritos
previamente en practicamente todas las cohortes estudiadas, sobre todo en receptores
con serologia CMV pretrasplante positiva (R+). Gerna et al. y Lozza et al. proponen
que estos pacientes podrian tener inmunidad especifica frente a CMV, pero que no esta
siendo detectada con los péptidos virales usados para la estimulacion de las células T,
en este caso, pp65 y IE-1 (150, 151). Otros elementos que podrian explicar este hecho
es el papel de otros factores, como la inmunidad innata o humoral, en el control de la

replicacion viral (9, 91).

Cuando comparamos la evolucion de la mediana del porcentaje de células T
CD8'CD69'IFNy" en aquéllos pacientes con y sin inmunidad a las 2 semanas
postrasplante en distintos puntos del seguimiento, se observa claramente como en los
pacientes con inmunidad la respuesta apenas varia a lo largo del seguimiento, mientras
que en el caso de los pacientes sin inmunidad, la respuesta aumenta progresivamente,
hasta alcanzar el punto maximo en el momento de la adquisicion de inmunidad positiva.

Posteriormente, los niveles vuelven a disminuir coincidiendo con el episodio de la
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primera replicacion, que podria explicarse por el fendbmeno de migracion a los nddulos
linfoides explicado anteriormente. Estos resultados van en la linea de los mostrados por
Gerna et al., en los que describié un aumento progresivo y constante de las células T
CD8" especificas frente a CMV de aquellos pacientes sin inmunidad a las 2 semanas
postrasplante, mientras que los pacientes que presentaron inmunidad especifica a las 2
semanas postrasplante no mostraron apenas variacion en el nivel de células T CD8"
especificas frente a CMV durante el afio de seguimiento (150). En el estudio de Eid et
al., donde se compara la cinética de células T CD8" y CD4" especificas frente a CMV
en una cohorte de pacientes renales tratados con profilaxis universal en funcion de la
serologia pretrasplante del receptor, se observa como el porcentaje de células T CD8"
especificas en los receptores de bajo riesgo disminuye hasta acabar el periodo
profilactico, momento a partir del cual aumenta progresivamente hasta acabar el afio de
seguimiento, mientras que en el grupo de alto riesgo, la respuesta inmune tarda mas en
constituirse. Este mismo hecho ocurre en aquellos pacientes de bajo riesgo sin
inmunidad a las 2 semanas postrasplante (148). Estos resultados indican que la cinética
de recuperacion de la inmunidad celular de CD8" especifica frente a CMV en pacientes
R+ que no presentan inmunidad a las 2 semanas postrasplante es méas parecida a la que
ocurre en pacientes con serologia pretrasplante frente a CMV negativa y de alto riesgo
de infecciéon por CMV (D+/R-), cuya respuesta inmune especifica en una cohorte de
pacientes de alto riesgo tratados anticipadamente ya fue caracterizada en nuestro
laboratorio (124).

Esta diferencia en la cinética de recuperacion de la respuesta inmune de células
T CD8'CD69'IFNy" se confirma cuando se estudia la evolucion de la inmunidad
postrasplante en funcion de los datos de inmunidad celular especifica pretrasplante.
Todos los pacientes con un porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy* >0,25% en la
determinacion basal o pretrasplante recuperan la inmunidad con una mediana de 12
semanas postrasplante, mientras que entre los pacientes sin inmunidad pretrasplante o
basal la mitad de los pacientes nunca alcanzaron este punto de corte. Es decir, utilizando
el punto de corte de 0,25% todos los pacientes con inmunidad pretrasplante la recuperan
durante el postrasplante, y s6lo la mitad de los pacientes sin inmunidad la recupera. De
hecho, la evolucion del porcentaje de células T CD8"CD69'TFNy" es diferente en ambos
grupos de pacientes, repitiéndose el patrén antes descrito, manteniéndose practicamente

constante a partir de la cuarta semana en los pacientes con inmunidad pretrasplante,

154



VI1.DISCUSION

mientras que aumenta lentamente y siempre con valores significativamente menores en
los pacientes sin inmunidad pretrasplante. El valor tan alto de CD8'CD69'TFNy"
obtenido antes del primer episodio de replicacion se debe a que sélo dos pacientes del
grupo de pacientes con inmunidad pretrasplante >0,25% desarrollaron infeccion

asintomética por CMV.

Al realizar el andlisis de la adquisicién de la respuesta inmune pretrasplante en
funcién del punto de corte de 0,15%, no todos los pacientes con inmunidad positiva
(punto de corte >0,15%) la recuperan después del trasplante. Este hecho apoya la
hipdtesis de que un punto de corte de 0,25% es mas predictivo de la recuperacion de la
inmunidad celular con efecto terapéutico postrasplante que un punto de corte de 0,15%,
aunque este ultimo, medido a las 2 semanas postrasplante, sirva como predictor de

alcanzar un porcentaje de 0,25% a las 4 semanas postrasplante.

2.2. Respuesta de células T CD4" especificas de CMV productoras de IFNy

Al igual que ocurre con el resto de citoquinas analizadas, la evolucion de la
respuesta de IFNy por las células T CD4"CD69" se mostré muy heterogénea, mostrando
un pico de expresion maximo en el décimo mes de seguimiento. Ademas, los valores
son mucho mas bajos que en el caso de los CD8", hecho que ya ha sido descrito por

nuestro grupo en pacientes TOS de alto riesgo (124).

Cuando se estudia la evolucion de la mediana del porcentaje de células T
CD4'CD69'IFNy" en aquellos pacientes con y sin inmunidad a las 2 semanas
postrasplante (CD8'CD69'IFNy" >025% 6 >0,15%) en distintos puntos del
seguimiento, no se observa un aumento o disminucion del mismo a lo largo del
seguimiento entre ambos grupos de pacientes, aunque se mantuvo mayor en los
pacientes con inmunidad hasta el final de seguimiento. Cuando se estudia la evolucion
de la mediana del porcentaje de células T CD4"CD69"IFNy"* en aquellos pacientes con y
sin inmunidad pretrasplante (CD8"CD69IFNy" >0,25% 6 >0,15%) en distintos puntos
del seguimiento se observa cierto aumento progresivo hasta el momento de deteccion de
la inmunidad, para volver a disminuir durante el primer evento de replicacion. Esta
cinética de la respuesta de las células T CD4"CD69'IFNy” coincide con los resultados

de Shabir et al., Eid et al. y Sund et al., en los que los valores se mantienen
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practicamente constantes a lo largo del seguimiento, no llegando a alcanzar los
porcentajes basales o haciéndolo sélo a final de seguimiento (148, 152, 153).

Muchos estudios destacan el papel de las células T CD4"CD69'IFNy” en el
control de la infeccién por CMV, proponiendo que sin dicha respuesta el control de la
infeccion por CMV no resulta efectiva (131, 132, 139, 152). Sin embargo, la respuesta
de células T CD4+ se relaciona con la proteccion a largo plazo en infecciones
persistentes o latentes (133, 154). En nuestra cohorte, todos los episodios de replicacion
ocurren con una mediana de 7 semanas, por lo que, segun la literatura, la respuesta de
células T CD4'CD69IFNy" no seria esencial para el control de la infeccion en ese

momento.

Por todo ello, para predecir qué pacientes controlaran espontaneamente la
infeccion, nos centramos en la respuesta de las células T CD8*CD69 IFNy”.

2.3. Respuesta de células T CD8" y CD4" especificas de CMV productoras
de IL2

Debido al papel de la IL2 en la respuesta inmune celular, se estudio la
produccion de IL2 por células T CD8" y CD4" especificas de CMV a lo largo del
seguimiento. Tanto en las células CD8" como CD4" la secrecion de 1L2 en respuesta a
la estimulacion especifica de los péptidos de CMV fue muy heterogénea, con valores
medianos que no superaron el 0,03% en ningln caso. Este hecho coincide con lo
descrito por otros autores, ya que la produccion de IL2, a pesar de ser esencial para
desarrollar respuestas de memoria eficientes, es temporal, y no se ha demostrado
claramente su relacion con la respuesta celular inmediata y el control de la infeccién
viral (155). En estudios realizados en pacientes con infeccion por VIH, se ha
demostrado la pérdida en la expresion de ciertas citoquinas en la respuesta de células T
especificas de antigeno, entre las que se encuentra la IL2 (156), pudiendo subyacer un

mecanismo parecido en el caso del CMV.

2.4. Respuesta de células T CD8" y CD4"
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La evolucion del porcentaje total de células T CD8" y CD4" sigui6 una cinética
de recuperacion como la que se ha descrito en otros estudios (150, 157). En el caso de
las células T CD4" el aumento durante las primeras semanas postrasplante es mas
pronunciado que en el caso de las CD8". Sin embargo, la subpoblacion de células CD8"
se incrementa progresivamente hasta el final, mientras que la subpoblacién de CD4" se
mantiene constante, a partir del ascenso inicial. Este fendmeno ha sido descrito
previamente y se conoce como inflacion de la subpoblacion de los linfocitos T CD8,
que ocurre tanto en linfocitos totales como en el porcentaje de células T
CD8'CD69'IFNy”, y se ha relacionado con la infeccion cronica por CMV (158, 159).

La respuesta inmune especifica medida a través de las células T CD8" y CD4"
constituye la defensa principal frente a la infeccion por CMV. Sin embargo, las técnicas
utilizadas para la inmunomonitorizacion no se encuentran disponibles en todos los
centros de salud. Ademéas, no son métodos con puntos de corte estandarizados, los
procedimientos son laboriosos y requieren equipos y personal especializados. Por este
motivo resulta de interés comprobar si existe una correlacion entre el nimero total de
linfocitos CD8" y el porcentaje de células CD8"CD69'IFNy" especificas frente a CMV,
asi como el nimero total de linfocitos CD4" y el porcentaje de células
CD4"CD69'IFNy" especificas frente a CMV, para poder utilizar los valores de las
subpoblaciones de CD8" y CD4", medidas que estan disponibles durante el seguimiento
de los pacientes, como marcador subrogado en los centros donde las técnicas de
inmunomonitorizacidn no estén disponibles. Sin embargo, los resultados en esta cohorte
de pacientes mostraron coeficientes de correlacion muy por debajo del 0,8 necesario
para considerar una correlacién como estadisticamente buena, por lo que no podemos
concluir que el nimero total de linfocitos CD8" y CD4" es un buen marcador subrogado

para predecir la inmunidad celular especifica frente a CMV.

3. Relacion de la respuesta inmune especifica de células T frente a CMV con la

infeccidn en pacientes de bajo riesgo de enfermedad por CMV

En el presente estudio, utilizando una cohorte de pacientes TOS de bajo riesgo
de enfermedad e infeccion por CMV tratados anticipadamente, mostramos que

estableciendo un punto de corte en la semana 2 y 4 postrasplante del porcentaje de
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células T CD8" productoras de IFNy especificas frente al virus, es posible identificar
qué pacientes serdn capaces de controlar espontaneamente la infeccion por CMV.

3.1. Definicién de un umbral de respuesta inmune de células T con efecto

terapéutico

Existe controversia en torno a la relacién directa entre la replicacion del virus,
asintomatica o sintomatica, y la inmunidad celular especifica en receptores de TOS con
serologia pretrasplante positiva frente a CMV. Muchos estudios han encontrado una
correlacién inversa entre la proporcion de pacientes que desarrollan infeccién o de las
cargas virales pico y la respuesta inmune especifica medida a partir de células T CD8" y
CD4" productoras de IFNy (101, 128, 131, 138, 139). Sin embargo, otros trabajos no
han encontrado correlacion entre ambas variables (148, 150), o la encuentran a los 2
meses del trasplante, constituyendo un punto de escasa utilidad para la prediccion de
viremia (141, 152). Aunque existen pocos estudios sobre el tema, se puede observar una
tendencia por una parte, entre la ausencia de infeccion por CMV tras el trasplante y la
presencia de respuesta inmune especifica en el momento basal, y por otra parte, entre la
adquisicion de inmunidad especifica durante el postrasplante y la capacidad de resolver
espontaneamente los episodios de viremia sin necesidad de tratamiento antiviral (133,

149). En ambos casos, nuestros datos coinciden con dichas observaciones.

Para responder al tercer objetivo planteado en este trabajo, analizamos el
porcentaje total de células T CD8"CD69'IFNy" y CD4"CD69'IFNy” en el momento
basal, a las 2 y a las 4 semanas postrasplante en los pacientes que desarrollaron
infeccion por CMV durante el seguimiento y los que no, y no se obtuvieron diferencias
significativas. Tampoco se observaron diferencias respecto a los pacientes en los que se
indicd tratamiento anticipado y los que no. La explicacion méas probable, en primer
lugar, podrian ser las diferencias observadas entre los pacientes que presenta inmunidad
positiva y negativa antes del trasplante; en segundo lugar, la variabilidad observada en
la recuperacion de la inmunidad postrasplante; y en tercer lugar la heterogeneidad

observada en la cinética de adquisicion de la respuesta inmune en todos los pacientes.

También se compararon las subpoblaciones totales de células T CD8" y CD4" en

funcién de la replicacion y la indicacion de tratamiento en los tres momentos del
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seguimiento indicados, observandose que aquellos pacientes que necesitaron indicacién
de tratamiento anticipado en algin momento del seguimiento tuvieron un recuento
linfocitario méas bajo en la muestra pretrasplante. Este dato coincide con lo encontrado
por Calarota et al., en una cohorte de trasplantados renales y cardiacos, en la que los
pacientes que tuvieron una tasa mayor de infecciones oportunistas, de las cuales la mas
comun fue la infeccién por CMV, tuvieron un recuento linfocitario menor en la muestra
basal (161). Sin embargo, en otro estudio el momento mas predictivo resultd ser el
primer mes postrasplante, por lo que se necesitan mas estudios que arrojen luz sobre la

inmunomonitorizacidn de linfocitos en pacientes trasplantados de 6rgano sélido (157).

Realizamos curvas ROC para determinar el punto de corte de células T
CD8'CD69'IFNyY" en el momento pretrasplante, a las 2 y a las 4 semanas postrasplante
que pudiera predecir el desarrollo de viremia o la indicacion de tratamiento antiviral,
pero tampoco fueron valorables. Aunque en otros estudios se aportan curvas ROC con
areas bajo la curva (AUC) por debajo de 0,8, no se puede extraer informacion
estadistica y clinicamente util de tales resultados (129, 138, 163). Una posible
explicacion de este resultado es la variabilidad y heterogeneidad observada en el
conjunto de la muestra, debida a las razones discutidas en el apartado anterior. Una
segunda explicacion podria estar relacionada con los datos obtenidos por nuestro grupo,
segun los cuales el punto de corte de carga viral de CMV para el inicio de tratamiento
antiviral en funcion al desarrollo de enfermedad difiere en los pacientes trasplantados
hepéaticos y renales (3000 Ul/ml y 5500 Ul/ml respectivamente, manuscrito en
redaccion). Cuando se analizaron las curvas ROC separando el grupo de pacientes
hepaticos y renales, s6lo se obtuvo una curva ROC con una AUC superior a 0,8, en
concreto de 0,847, en los pacientes trasplantados hepaticos. Segun estos resultados, el
valor de la inmunidad celular especifica para identificar qué pacientes realizaran
tratamiento anticipado es discriminativo en el receptor de trasplante hepatico, pero no
en el trasplantado renal. Es posible que en el receptor de trasplante renal, el tratamiento
anticipado pudiera diferirse hasta alcanzar cargas virales mas elevadas sin aumentar el
riesgo de desarrollo de enfermedad. El punto de corte que se establece a partir de la
curva ROC en trasplante hepatico con los mejores valores de VPP y VPN seria de
0,015% de células T CD8"CD69'TFNy". Sin embargo, son valores demasiados bajos
que impiden su uso en la clinica, por lo que para analizar los resultados de toda la

cohorte de pacientes se siguié utilizando los puntos de corte de 0,25y 0,15.
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Varios estudios han puesto de manifiesto que el resultado positivo de la
respuesta inmune celular especifica basal frente a CMV en pacientes de bajo riesgo
(R+) es un predictor valido del desarrollo de enfermedad, viremia o control espontaneo
de la infeccion por CMV (11, 128, 129, 138, 163). Los datos expuestos en la presente
tesis muestran en los pacientes con inmunidad pretrasplante una tendencia menor en la
tasa de replicacion por CMV, en el numero de episodios de replicacion, en las cargas
virales pico y en el resto de variables relacionadas con la infeccion respecto a los
pacientes sin inmunidad celular pretrasplante. Sin embargo, so6lo encontramos
diferencias estadisticamente significativas en la indicacion de tratamiento anticipado
para un punto de corte de 0,25%. La explicacion méas probable para este hecho es el

reducido tamafio muestral de pacientes con muestra pretrasplante disponible.

Sin embargo, la situacion inmunoldgica del paciente cambia de forma
importante a lo largo del primer mes del trasplante, ya que es el momento de mayor
inmunosupresién, ademas de ser el periodo en que suelen ocurrir la mayoria de los
episodios de rechazo tratados. Esto puede determinar que los pacientes con inmunidad
celular especifica pretrasplante puedan no tenerla a partir del segundo mes, momento en

el que suelen ocurrir la gran mayoria de las infecciones por CMV.

En todo caso, tener un valor de células CD8"CD69'IFNy" >0,25% a las cuatro
semanas del trasplante fue un indicador para predecir el control de la viremia por CMV
en el receptor de trasplante de bajo riesgo de infeccién por CMV.

Ademas este dato concuerda con los datos obtenidos en estudios en pacientes de
alto riesgo en nuestro grupo, en los que se demostré que alcanzar este umbral (>0,25%)
en el porcentaje de las células T CD8'CD69’IFNy" tenia un efecto terapéutico frente a
los eventos de infeccion y enfermedad por CMV posteriores (124). En otros estudios
con pacientes de bajo riesgo se han propuesto otros puntos de corte protectores de
enfermedad por CMV adquiridos en cualquier momento del postrasplante: >0,4 células
T especificas/ul (132, 150), >50 unidades formadoras de placa por 200000 células (141,
162) 6 >0,03% células T CD4'CD69'IFNy* (139). Sin embargo, el uUnico estudio
comparable con el nuestro por la metodologia utilizada es el publicado por Egli et al.,
aunque, en su caso, los autores concluyeron que un porcentaje de 0,03 células T CD4"

especificas era predictor del desarrollo de viremia (139).
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Segun nuestros datos, un porcentaje de células T CD8"CD69*IFNy" >0,15% en
la cuarta semana del trasplante no es suficiente para controlar espontaneamente la
infeccion por CMV. Sin embargo, a las 2 semanas del trasplante aquellos pacientes que
alcanzan este porcentaje tienen un riesgo 0,165 veces inferior de requerir tratamiento y
0,107 veces inferior de desarrollar cargas virales superiores a 2000 Ul/ml. Esto
probablemente es debido a que este umbral es predictor de alcanzar un porcentaje
protector de infeccion de CMV (CD8"CD69 ' TFNy"* >0,25%) a las 4 semanas.

Cuando se estudiaron las caracteristicas de la infeccion en funcién de tener
inmunidad o no (CD8"CD69'IFNy* >0,25% 6 >0,15%), pero esta vez en receptores
hepaticos y renales por separado, los resultados obtenidos son aplicables a los
receptores hepaticos, pero no a los renales. Es mas, en el grupo de receptores hepaticos
tener un porcentaje de células T CD8'CD69'IFNy" >0,15% en la cuarta semana del
trasplante también fue un factor predictor para determinar qué pacientes podrian
controlar espontaneamente la infeccion, asi como de ausencia de viremia elevada en el
postrasplante. Sin embargo, en el grupo de pacientes trasplantados renales, no se
pudieron obtener resultados concluyentes acerca de ninguno de los puntos de corte

analizados en ningin momento antes o después del trasplante.

Como se explico anteriormente, estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos en las curvas ROC del apartado 3.3.1., asi como con los resultados obtenidos
en otros estudios de nuestro grupo, en los que el punto de corte para el inicio de
tratamiento en receptores renales es mas elevado (5500 Ul/ml) que en los receptores
hepaticos (3000 Ul/ml). Por tanto, en el receptor renal de bajo riesgo podria diferirse la
indicacion de tratamiento anticipado, mientras que en el caso del receptor hepatico
quizas podria reducirse el punto de corte de inmunidad celular especifica, en virtud del
punto de corte obtenido en la curva ROC y de los analisis bivariantes de las

caracteristicas de la infeccion en funcion de la inmunidad.

Existen pocos estudios que relacionen las caracteristicas de la infeccion por
CMV en funcién de la inmunidad y del érgano trasplantado, aunque todos muestran
diferencias tanto en la viremia como en el control de la infeccion (19, 101). Asimismo,
las guias de practica clinica (33, 91) ya recomiendan un seguimiento y tratamiento
individualizado en funcion del tipo de organo trasplantado, por lo que estos resultados

podran contribuir a dicho proposito.
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Otros autores que proporcionan un punto de corte para predecir infeccion o
enfermedad por CMV mediante tincion intracelular de citoquinas y citometria de flujo y
usando una estrategia de tratamiento anticipado, aunque el proceso de estimulacion
antigénica sea diferente al empleado por nosotros, llegan a resultados similares a los
expuestos en el presente trabajo, pero estratificando a los pacientes de acuerdo al estado
de la respuesta inmune celular especifica justo antes de la replicacion por CMV, por lo
que de esta manera no se puede predecir qué pacientes necesitaran tratamiento hasta
realizar un analisis posterior del seguimiento (132, 150, 151). Sin embargo, en la
presente tesis se ha determinado un valor a las 4 semanas, antes de que el paciente
replique, que permite pronosticar qué pacientes aclarardn la viremia de forma
espontanea, sin ayuda de tratamiento, lo cual puede simplificar la monitorizacion y

seguimiento posterior del paciente.

La presencia de rechazo y el tratamiento del mismo pueden modificar la
respuesta inmune del paciente, incluida la respuesta inmune especifica frente a CMV.
En nuestro caso, los pacientes que requieren bolos de corticosteroides por rechazo
modifican su situacion inmunologica respecto al estudio pretrasplante, por lo que es
importante determinar un umbral en el postrasplante antes de que desarrolle viremia.
Dado que la mayoria de los episodios de rechazo ocurren en el primer mes de trasplante,
obtener a las 4 semanas un predictor de la infeccion por CMV puede ser particularmente
atil para el manejo de la infeccion por CMV en el trasplantado de 6rgano sélido. De
hecho, de los pacientes que reciben bolos de esteroides como respuesta al rechazo
agudo, dos terceras partes desarrollan episodios de infeccion por CMV, necesitando
tratamiento anticipado mas de la mitad de ellos. Probablemente, el uso de esteroides
facilita la replicacion del virus latente, pero no influye en el control espontaneo de la
misma, que parece estar asociado a la existencia de inmunidad celular especifica frente
a CMV (CD8'CD69'IFNy" >0,25%). Estos resultados estdn en concordancia con
estudios previos (19, 132, 140).

Dado que la situacion de la inmunidad celular especifica puede ser cambiante en
el postrasplante, fundamentalmente en pacientes que requieren tratamiento con bolos de
corticoides por rechazo, y que la muestra pretrasplante puede ser logisticamente
compleja de obtener, medir la respuesta inmune especifica a las dos semanas del

trasplante permitiria definir un grupo de pacientes con muy bajo riesgo de enfermedad
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por CMV y que no requeriria de tratamiento anticipado para controlar la infeccion,
pudiendo ser prescindible su monitorizacion viroldgica. De esta manera, se ha aportado
informacion crucial no disponible con anterioridad para el disefio de un ensayo clinico
donde evaluar una estrategia global de prevencion de enfermedad por CMV en
pacientes con y sin inmunidad celular especifica basada en la situacion inmunoldgica y

viroldgica del enfermo.

Aunque el control de CMV por el sistema inmunitario requiere de la
participacion de practicamente todos sus componentes, uno de los objetivos del estudio
era obtener un marcador simple y robusto de la respuesta inmune celular especifica
frente a CMV que prediga qué receptores de TOS de bajo riesgo tienen mayor riesgo de
desarrollar infeccion y enfermedad. Segun los resultados obtenidos en la cohorte
analizada, un porcentaje de células T CD8"CD69'IFNy" >0,25% es un buen predictor
de los receptores que controlaran espontaneamente la infeccién. Sin embargo, sigue
existiendo un pequefio porcentaje en los que esta respuesta sigue siendo insuficiente,
por lo que se requieren mas estudios que proporcionen mas informacién sobre otros
componentes de la respuesta inmune especifica frente a CMV, en concreto el papel de

las NK, Treg o los anticuerpos neutralizantes en la respuesta humoral.

3.2. Valoracioén de la respuesta inmune especifica de células T como factor

de riesgo de enfermedad por CMV

Debido a la baja tasa de infeccion sintomética en la cohorte estudiada, no se
pudo analizar estadisticamente si la respuesta inmune especifica podia constituir un
factor de riesgo de enfermedad por CMV. No obstante, los tres Unicos pacientes que
desarrollaron enfermedad de drgano no presentaban inmunidad celular especifica
(CD8'CDG69'IFNY" >0,25% 6 >0,15%), ni basal ni previa al episodio de replicacion. De
los estudios con cohortes de pacientes de bajo riesgo que presentaron episodios de
infeccion sintomatica, todos van en la linea de los resultados obtenidos en el presente
trabajo, ya que en cualquier caso, una respuesta positiva de inmunidad celular especifica
se correlaciona con una menor o nula tasa de enfermedad por CMV (11, 128, 132, 141,
160).
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3.3. Definicion de un punto de corte de carga viral de CMV para el inicio
del tratamiento antiviral en funcién de la respuesta inmune celular especifica en

pacientes de bajo riesgo de enfermedad por CMV

En pacientes con inmunidad celular especifica frente a CMV no se puede
establecer un punto de corte debido a la ausencia de enfermedad. Sin embargo, no se
puede concluir si en otras circunstancias, como por ejemplo, no indicando tratamiento
anticipado en pacientes con inmunidad, estos resultados serian aplicables, y se seguiria

sin observar enfermedad por CMV en dichos pacientes.

En pacientes sin inmunidad se ha conseguido obtener un punto de corte de carga
viral de CMV para el inicio de tratamiento antiviral predictor del desarrollo de
enfermedad a partir del analisis de curvas ROC. Los resultados obtenidos van en la linea
de lo descrito previamente en nuestro grupo por Martin-Gandul et al., que establecio
como punto de corte 6ptimo para el inicio del tratamiento anticipado en una cohorte de
pacientes TOS de bajo riesgo una carga viral de 3893 Ul/ml. De esta manera, dentro del
conjunto de pacientes con serologia pretrasplante por CMV positiva (R+), se ha
conseguido definir un grupo de pacientes en los que la monitorizacion virologica debe

ser més estrecha por no tener inmunidad celular especifica.

Limitaciones

Es necesario sefialar algunas limitaciones. En primer lugar, el tamafio muestral
de las determinaciones pretrasplantes ha impedido la realizacion de analisis
multivariante en este punto. En segundo lugar, no se ha estudiado si la respuesta inmune
celular CMV especifica en el pretrasplante es estable en los pacientes antes del
trasplante, ya que todas las muestras incluidas en este estudio fueron tomadas
inmediatamente antes de cirugia. No se puede pues, establecer si estos resultados son
aplicables con muestras tomadas anteriormente ya que es posible que la enfermedad de
organo terminal pudiera tener impacto en la respuesta CMV especifica del candidato.
En tercer lugar, dada la ausencia de enfermedad en pacientes con inmunidad celular
especifica de CMV, no se ha podido establecer un punto de corte de inmunidad celular
especifica para el inicio de tratamiento anticipado en esta poblacion. Por ultimo, se ha
realizado un estudio observacional de cohortes, donde la indicacion de tratamiento
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anticipado era decision del clinico que atendia al paciente, por lo que son necesarios

ensayos clinicos aleatorizados que confirmen los resultados de este estudio.

En conclusion, los resultados de esta tesis han permitido identificar qué
pacientes van a controlar espontadneamente la viremia de CMV tras el trasplante con
muestras obtenidas inmediatamente antes del trasplante, a las 2 semanas y a las 4
semanas y en pacientes sin inmunidad establecer un punto de corte para el inicio de

tratamiento antiviral anticipado.
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La enfermedad por CMV en pacientes de bajo riesgo con una monitorizacion

virologica adecuada es muy infrecuente.

Existe una gran discrepancia entre los datos de serologia frente a CMV e inmunidad

celular especifica frente a CMV.

La cinética de recuperacion de los linfocitos T CD8" especificos frente a CMV en
pacientes sin inmunidad previa al trasplante es similar a la cinética de recuperacion

de los pacientes con serologia frente a CMV negativa (R-).

En los pacientes con inmunidad celular especifica frente a CMV pretrasplante
positiva, ésta se pierde casi en la mitad de los casos a las 2 semanas del trasplante,
llegando a recuperarla el 90% de los pacientes a las 4 semanas. En aquellos en los
que la inmunidad pretrasplante es negativa, el 50% consigue una respuesta inmune

especifica superior al 0,25%, a una mediana de 11 semanas desde el trasplante.

Un porcentaje de células CD8" productoras de IFNy >0,25 CMV especificas a las 4
semanas reduce de forma independiente el riesgo de requerir tratamiento anticipado

y el desarrollo de viremias elevadas.

Un porcentaje de células CD8" productoras de IFNy >0,15 especificas CMV a las
dos semanas tras el trasplante es capaz de predecir qué poblacion de pacientes

alcanzaran 0,25% a las 4 semanas.

El recuento de linfocitos CD8" y CD4" totales en el momento pretrasplante es mas
bajo en los pacientes en los que se indico tratamiento anticipado para CMV que en

aquéllos que aclararon la infeccion espontaneamente o no tuvieron infeccion.

Los receptores hepaticos y renales, aunque estan considerados como receptores de
organo solido de bajo riesgo de enfermedad por CMV, tienen un comportamiento en

relacion a esta infeccion diferente.

S6lo los pacientes sin inmunidad celular especifica presentaron enfermedad por
CMV.
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10. En pacientes sin inmunidad celular especifica frente a CMV se ha podido establecer
un punto de corte diferenciado para el inicio de tratamiento antiviral, resultando en

3589 Ul/ml, con un elevado valor predictivo negativo.
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