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I. INTRODUCCION



1. Caracteristicas de citomegalovirus humano

1.1. Estructuray ciclo de vida de CMV

Citomegalovirus (CMV), género de la subfamilia Betaherpesvirinae,
perteneciente a la familia Herpesviridae, es uno de los virus de mayor tamario capaz de
infectar al ser humano. En los virus de esta familia se diferencian tres regiones
caracteristicas: 1) una nucleocapsida icosaédrica que contiene el genoma viral, formado
por ADN lineal de doble cadena, 2) un tegumento proteico que rodea a la nucleocapsida
y 3) una bicapa lipidica externa que engloba tanto a la nucleocapsida como al tegumento

proteico (Figura 1) (1).

Bicapa lipidica
Nucleocapsida
Tegumento

gB
ADN viral
gH

Figura 1. Estructura del CMV humano (Adaptado de Gandhi MK et al., 2004).

Concretamente, en el caso de citomegalovirus humano, el genoma esta formado
por ADN lineal de doble cadena de unos 230 kb y con aproximadamente 200 pautas
abiertas de lectura (ORFs; del inglés Open Reading Frames) (2-5) que codifican unas 230
proteinas diferentes (6) a partir de un Unico origen de replicacion. Su genoma se ha
estructurado en secuencias en funcion de su tamafio: una secuencia larga (UL) y otra corta
(US), y ademas presenta dos secuencias internas repetidas (IRS) y otras dos terminales
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(TRS) que, junto con las glicoproteinas de membrana de CMV, median la infeccién en la

célula hospedadora.

La nucleocapsida, por su parte, de estructura icosaédrica compuesta por 162
capsomeros y con aproximadamente 130 nm de diametro, esta formada exclusivamente
de proteinas virales (pUL86, pUL85, pUL46 y pUL48-49) (7) y se encuentra rodeada por
una matriz proteica amorfa o tegumento, compuesta de 14 proteinas diferentes (8). Las
proteinas del tegumento tienen funciones muy distintas, desde participar en la entrada
del virus en la célula hospedadora hasta la evasion del sistema inmune o el ensamblaje y
salida de las nuevas particulas viricas (7). En este contexto, la proteina mas abundante del
tegumento es la fosfoproteina 65 (pp65) (9, 10), también conocida como pULS83,
altamente antigénica, que junto con ppl50, pp28 o pp52 (11) es utilizada para la
determinacion del estatus serolégico frente a CMV (12). La proteina pp65 ademas de ser
la principal diana tanto de la respuesta inmune celular mediada por linfocitos T
citotoxicos como de la respuesta humoral de células B mediada por anticuerpos (13, 14).
Esta proteina, ademas, participa en numerosas cascadas de sefializacion, donde junto con
pUL26, al ser liberadas en el citoplasma celular, son capaces de interaccionar con
proteinas celulares para modular la respuesta inmune y genes de expresion virales, con

especial mencidn a su papel en la evasion del sistema inmune (15-20).

Por ultimo, la bicapa lipidica externa, es una envuelta que procede de la célula
hospedadora infectada. Formada por unas 19 glicoproteinas, incluyendo las
glicoproteinas B (gB), lagH, gL, gM, gN y la gO (8), éstas ejercen funciones que median:
1) la entrada del virus mediante uniones glicoproteicas con los receptores de la célula
hospedadora que desencadenan la fusion de membranas o endocitosis del virion (21-23),
produciéndose asi la infeccién de la célula diana y 2) la diseminacién del virus célula a

célula o la maduracion de viriones (24).



CMV es capaz de infectar a multitud de tipos celulares de distintos 6rganos y
tejidos, entre los que se encuentran fibroblastos, macrofagos, neutréfilos, granulocitos,
neuronas o células del masculo liso, entre otros (25-28), sin embargo la principal diana

de infeccion son las células epiteliales y endoteliales (29, 30).

El mecanismo general de entrada del CMV en la célula huésped comienza con el
reconocimiento inicial entre las glicoproteinas gM y gB de la envuelta viral y los
proteoglicanos heparan-sulfato de la membrana plasmatica (Figura 2) (23, 31),
estabilizandose el complejo de glicoproteinas virales — receptor celular mediante
integrinas (32, 33) y produciéndose finalmente la fusion de las membranas viral y celular
en la que participa el complejo de glicoproteinas virales gH/gL y gB (34-36) que conduce
a la liberacion en el citoplasma celular de la particula viral no envuelta compuesta por el
tegumento y la nucleocapsida, que posteriormente es transportada al ndcleo donde la

maquinaria celular (37, 38) lleva a cabo la replicacion viral.

It Anclae Eeraing post-anciss

: TLRs
Integrinas

L L

Sedalinacin o ducckin do Actrapcidn de i wemureded ansta

Figura 2. Modelo de entrada de CMV en la célula hospedadora (Adaptado de Compton T., 2004).



Tras la infeccion primaria CMV pueden establecer infeccion 1) latente, pudiendo
infectar distintos tipos celulares dentro del organismo humano como las células
mononucleadas, progenitores de macréfagos y granulocitos de la médula 6sea o en
monocitos periféricos (39, 40), aunque los mecanismos a traves de los cuales se produce
la infeccion latente no estan bien definidos y pese a la existencia de distintos estudios que
sugieren un posible papel relevante de algunas proteinas y micro-ARNSs durante la fase
de latencia (41-43) y 2) infeccion litica, en la cual la replicacion viral da lugar a la lisis
de la célula hospedadora. Durante la infeccion litica, el ciclo de replicacion se divide en
tres etapas (Figura 3) (44): la fase inmediatamente temprana (IE), en la que se transcriben
genes apenas una hora después de la infeccidn (45) implicados en el control celular
ademas de regular la expresion de otros genes virales implicados en la activacion de los
genes de la fase temprana (E) y tardia (L) (46-48). Cuando se produce una disminucién
en la expresion de los genes de la fase IE, el virus puede entrar en estado de latencia (49)
mientras que la expresion de los genes IE esta asociada con su reactivacion (50), que
puede producirse por diversos estimulos como la inflamacion, infeccion, estrés o, de
manera mas relevante, en individuos inmunocomprometidos como los receptores de
trasplante de drgano sélido (TOS) debido a su estado de inmunosupresion (51).
Actualmente, se conoce que las citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a inducen la
diferenciacion de los monocitos a macréfagos o a células dendriticas, activandose por
tanto la transcripcién de los genes IE del CMV en estado latente (52) y dado que estas
proteinas de expresion precoz son las primeras que se expresan tras la reactivacion, sirven

de diana para la respuesta inmune celular mediada por linfocitos T citotoxicos (53).
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Figura 3. Ciclo de vida y regulacion de genes de CMV (Adaptado de Jean Beltran PM et al.,

2014).

Durante la fase temprana (ocurre inmediatamente después de la fase IE) se
transcriben los genes implicados en la replicacién del ADN viral (54) y proteinas
estructurales y posteriormente, en la fase tardia (24 horas posteriores a la infeccion,
aproximadamente), se sinterizan proteinas relacionadas con el ensamblaje de la envoltura
viral (55-58). Una vez que se ensambla la cépsida en el ndcleo, ésta sale al citoplasma
donde, gracias a la maquinaria de la célula (reticulo endoplasmico y aparato de Golgi,
principalmente) (44) se producird la formacién de los viriones maduros que seran
liberados al exterior llevandose consigo parte de la membrana celular y podran producir

nuevamente la infeccion de nuevas células.



2. Infeccidn causada por CMV

2.1. Epidemiologia

Citomegalovirus humano es un microorganismo muy bien adaptado por lo que la
prevalencia de infeccion por CMV es muy elevada en la poblacion general. La
prevalencia de infeccion por CMV en la poblacion depende de factores socio-econémicos
y localizacion geografica, de modo que, mientras que en paises desarrollados la
prevalencia de infeccion se encuentra en torno al 60%, en paises en vias de desarrollo
llega a alcanzar mas del 90%, donde el hacinamiento y la falta de higiene favorecen la
transmision de CMV (59). Ademas, en paises desarrollados, aproximadamente el 40% de

los adolescentes son seropositivos.

La infeccidn o replicacion por CMV puede detectarse a través de la presencia de
proteinas o &cidos nucleicos virales, en cualquier fluido corporal o0 muestra de tejido. La
infeccion primaria causada por CMV, en individuos inmunocompetentes, suele ser
asintomatica, leve o puede llegar a causar sintomas similares a la mononucleosis y tras la
infeccion permanece de manera latente de por vida en monocitos y probablemente
también en drganos y tejidos. La infeccion se produce cominmente por contacto directo
con distintos fluidos tales como saliva, orina, leche materna, semen o secreciones
vaginales de una persona infectada. Por otra parte, también se pueden producir
infecciones recurrentes, ya sea por reinfeccion con otra cepa o por reactivacion del virus

latente.

2.1.1. Vias de transmision

La transmision de CMV puede ser horizontal, en el periodo perinatal o posnatal,
y vertical, de la madre al hijo en el embarazo o periparto (60, 61). En adultos

inmunocompetentes, CMV se excreta de manera intermitente e indefinida, mientras que
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en individuos inmunodeprimidos e infecciones congeénita, perinatal o posnatal temprana

es prolongada y constante (59, 62).

En el trasplante de 6rgano solido se pueden presentar tanto la primoinfeccion (en
receptores seronegativos) como infecciones recurrentes (en receptores seropositivos),
bien sea por reinfeccion con otra cepa del donante o de otra persona infectada o bien por
reactivacion de la cepa latente del receptor. En el contexto del trasplante de 6rgano sélido,
la primoinfeccidn en receptores seronegativos suele estara asociada a un mayor riesgo
debido a que el paciente no ha desarrollado aun inmunidad especifica frente a CMV (63),
a diferencia del receptor seropositivo en el trasplante de precursores hematopoyéticos
donde existe un menor riesgo de infeccién por CMV debido a que se transfiere cierta

inmunidad al receptor de médula ésea con deplecién de células T.

La infeccion congeénita suele darse mediante transmision intrauterina o
transplacentaria, en torno al 33% de las embarazadas con primoinfeccion. Las gestantes
seropositivas pueden desarrollar reinfecciones y reactivaciones, con un alto riesgo de
transmision de la infeccion al feto (60). En zonas de alta prevalencia, como ocurre en
zonas con un estatus socio-econdémico bajo, la probabilidad de que un feto se infecte por
infeccion recurrente es mayor que por infeccion primaria. Sin embargo, en los casos de
infeccion recurrente, el riesgo para el feto es mucho menor (llegando a reducirse casi al
1%) en comparacion con la infeccién primaria, debido probablemente a la inmunidad

desarrollada previamente frente a CMV por la madre (50, 64, 65).

La infeccion perinatal ocurre a través de la lactancia materna o por contacto con
secreciones genitales de la madre durante el parto, a diferencia de la infeccion posnatal

que suele ocurrir mediante transmisién por saliva o a través de transfusiones sanguineas



que suelen ser vehiculos de transmision, ya que CMV puede permanecer en estado latente

en monocitos, pudiendo reactivarse en el receptor de la transfusion.

2.2. Patogenesis

Debido al amplio tropismo celular que caracteriza al citomegalovirus, el nimero
de patologias asociadas a la infeccion por este virus es muy diversa. Salvo en el caso de
la transmision por transfusion sanguinea o trasplante, la primera barrera de contacto
durante la infeccion por CMV es la epitelial, bien sea a través del tracto digestivo superior,
tracto respiratorio o a través del tracto genitourinario, aunque en el feto el virus entra por
via hematdgena (27). Tras esta infeccion de la barrera epitelial suele producirse una
diseminacion de CMV, donde leucocitos y el endotelio vascular juegan un papel

importante.

La enfermedad por CMV se define como el desarrollo de sintomas o signos
asociados a la aparicion del virus, y puede categorizarse de dos formas, como sindrome
viral o como enfermedad invasiva de tejido. Aunque la deteccidén de cargas virales
elevadas se relaciona con un mayor riesgo de desarrollo de enfermedad por CMV, la
infeccion primaria es tambiéen un factor de riesgo de enfermedad por CMV, tanto durante
la gestacion como en el paciente con trasplante de organo sélido, debido a que no ha
habido contacto previo con el virus y por tanto activacion de una respuesta inmune.
Aunque este tipo de infecciones suele ser asintomaticas en personas inmunocompetentes,
se pueden desarrollar sintomas leves similares a los desarrollados durante la
mononucleosis, generalmente acompafiado de fiebre, elevacion de transaminasas o
linfocitosis (66). Asimismo, CMV es la causa mas frecuente de infeccion congénita, con
una prevalencia <1% en paises desarrollados (67). En fetos infectados congénitamente,

solo un 10%, aproximadamente, acabara presentando una infeccién sintomatica grave



(68), como retrasos en el crecimiento intrauterino, encefalitis o microcefalia,
hepatoesplenomegalia, coriorretinitis o trombocitopenia, pudiendo causar la muerte
durante la infancia. Los casos con microcefalia suelen tener un mayor riesgo de presentar
secuelas graves relacionadas con el desarrollo de enfermedades neuroldgicas, déficits
cognitivos y motores, ademas de una afectacion auditiva y visual (67). Sin embargo, en
recién nacidos con infeccion asintomatica, la mortalidad es practicamente nula, si bien en

torno a un 13% tendréa afectaciones de tipo auditivo.

La inmunidad especifica frente a CMV juega un papel importante en el control de
la infeccidon. Durante la infeccion primaria el CMV infecta las células epiteliales y se
disemina a otros tipos celulares. Las células presentadoras de antigenos (APC) procesan
y muestran los antigenos del CMV en su superficie asociados a los complejos de
histocompatibilidad (MHC). Las APC pueden estimular células T CD8" en el contexto de
los MHC de clase | y una vez activadas pueden lisar directamente a las células infectadas
por virus mediante cit6lisis mediada a través de la secrecion de granzimas y perforinas o
induciendo la supresion de la replicacion del virus a través de la secrecién de IFN-y o
TNF-a. Las APC también pueden promover la inmunidad adaptativa a través de la
presentacion de los antigenos en el contexto de los MHC de clase 11 que son reconocidas
por las células T CD4". La activacion de células B dara como resultado la produccién de
anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes especificos de CMV. Los anticuerpos
neutralizantes frente a las glicoproteinas de la superficie viral (como la glicoproteina B
(gB) y la gH involucrada en la union y penetracion de las células) bloqueara el virus
extracelular mediante la neutralizacion mediada por anticuerpos al bloquear la infeccién
de nuevas células. Evidencias recientes también han resaltado el papel protector de los
anticuerpos dirigidos al complejo pentdmero viral gH/gL/pUL128-131A. La presencia en

el suero de algunos de los anticuerpos no neutralizantes frente a las proteinas de CMV
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producidas durante la infeccién, como pp65, ppl50, pp28 o pp52 entre otras, son
utilizadas para determinar el estado seroldgico de los pacientes. Ademas, las citoquinas,
como la interleucina 2 (IL-2), secretadas por las células T CD4* también pueden conducir
a la proliferacion de células T y macréfagos CD8". Las células T CD4" activadas también
pueden participar en el bloqueo del virus intracelular al inducir la supresion de la

replicacion del virus a través de la secrecion de INF-y (Figura 4) (69).
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Figura 4. Respuesta inmune de CMV (Adaptado de Blanco-Lobo et al., 2016).
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3. Infeccién por CMV en pacientes trasplantados de 6rgano sélido (TOS)

Durante la Gltima década, a pesar de los avances en la monitorizacion y
tratamiento de la infeccién por citomegalovirus, el CMV sigue siendo causa de una

elevada tasa de morbi-mortalidad en el receptor de TOS (70, 71).

Al contrario que en los individuos inmunocompetentes, durante los seis primeros
meses postrasplante, periodo de maxima inmunosupresion de los pacientes y en el que se
alcanza la maxima incidencia de infeccion por CMV puede llegar a causar importantes
complicaciones directas si se desarrolla enfermedad por CMV. La enfermedad por CMV
puede manifestarse en estos pacientes como sindrome viral, consistente en un cuadro
febril inespecifico durante al menos 2 dias, acompafado con frecuencia de leucopenia,
elevacion de transaminasas o trombocitopenia, o bien como enfermedad invasiva, que es
cuando la enfermedad produce una afectacion de o6rgano en forma de neumonitis,
enfermedad digestiva, hepatitis, encefalitis, retinitis, cistitis, miocarditis o pancreatitis,
entre otras (72). Ademas de estos efectos directos por invasion del virus, en los pacientes
trasplantados de 6rgano solido se han descrito varios factores patogenicos para explicar
la relacion entre el virus y la aparicion de efectos indirectos. Uno de estos factores hace
referencia a la capacidad del CMV para producir una actividad inmunosupresora sobre el
huésped, que se produce como consecuencia de los mecanismos empleados por el virus
para evadir la respuesta inmune (propiedades inmunomoduladoras) y facilitar su
permanencia en estado latente (70, 73-75), bien mediante la inhibicion de la expresion de
moléculas HLA de clase 1 y clase 11 sobre las células T y las APC por las células infectadas
y, por tanto, eludiendo su reconocimiento por los linfocitos T CD8*, bien mediante la
codificacion de varias proteinas que inhiben la presentacion de péeptidos especificos por
las APC, limitando la activacion de la respuesta inmune especifica de células T frente a

CMV (76, 77) o bien desarrollando mecanismos de escape frente a la accion de células
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NK (78, 79). Los principales efectos indirectos asociados a la infeccion por CMV son: la
nefropatia cronica de injerto (80) o el rechazo agudo (81-84) para los receptores renales,
la recurrencia acelerada del virus de la hepatitis C (VHC), la trombosis de la arteria
hepéatica o el rechazo crénico para los receptores hepaticos (84-87), la vasculopatia
postrasplante en los receptores cardiacos (88, 89) y otros efectos generales como aumento
del riesgo de infecciones bacterianas o fangicas (90-93), la inmunosenescencia (94) y la

diabetes mellitus (95).

3.1. Diagnostico de la infeccion por CMV

En el paciente trasplantado de 6rgano soélido, la replicacién activa por CMV no
siempre se traduce en manifestaciones clinicas (enfermedad por CMV), lo que complica
el diagnostico y la seleccidn del método de deteccion mas apropiado. Si a ésto le sumamos
que los cuadros clinicos son extremadamente variados y con manifestaciones muy
inespecificas, el interés de las pruebas diagndsticas cobra especial relevancia. Las
técnicas diagnosticas para la determinacion de la infeccién por CMV utilizadas son: la
serologia CMV IgG, el cultivo celular, la deteccion de antigenemia y de ADNemia,
mientras que para el diagndstico de la enfermedad es necesario, ademas, demostrar

invasion tisular mediante histopatologia.

3.1.1. Serologia

La serologia es una técnica utilizada previa al trasplante para determinar el estado
seroldgico respecto a CMV que indica si el individuo ha tenido o no una infeccion previa
por CMV. La técnica consiste en la identificacion en el suero de los pacientes de
anticuerpos frente a CMV 1gG e IgM en el donante y el receptor de TOS. La combinacion

seroldgica donante/receptor constituye la base para estratificar el riesgo postrasplante de
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infeccion y/o enfermedad por CMV (apartado 3.2.1) y por tanto determinar una estrategia

de prevencion (66).

En la actualidad existen numerosas pruebas que identifican anticuerpos tanto 1gG
como IgM, aunqgue son los métodos inmunoenzimaticos (ELISA) o los de
inmunofluorescencia (IF) los mas utilizados ya que permiten trabajar con un gran

volumen de muestras, y requieren un tiempo de procesamiento corto.

3.1.2. Cultivo celular

El cultivo celular permite aislar CMV a partir de muestras clinicas de distinto
origen, como sangre, orina, biopsias de tejidos o lavados bronquiales, entre otros. Para
ello las muestras son utilizadas para infectas células en cultivo de fibroblastos humanos.
Dependiendo de los casos, el crecimiento en medio de cultivo llega a ser prolongado y se

requieren al menos 3-4 semanas para obtener un resultado (96).

Aunque, el cultivo celular ha sido el gold-standard para detectar la infeccion por
CMV, actualmente so6lo se utiliza en algunos casos en los que se requiere el aislamiento

del virus en ciertos tejidos (97).

3.1.3. Antigenemia

Es una técnica semi-cuantitativa que consiste en el empleo de anticuerpos
monoclonales para detectar la proteina viral del tegumento de CMV, la fosfoproteina 65
(pp65), que es el antigeno viral mayoritario presente en leucocitos de sangre periférica
tras la infeccion por CMV (13, 98). Para ello se separa la fase leucocitaria de la sangre y
con la ayuda del citometro de flujo y la tincion con anticuerpos monoclonales se consigue
la deteccion del antigeno pp65 en leucocitos. En pacientes seropositivos, para la sospecha

de enfermedad por CMV se suele tomar un recuento de 10 células/100.000 leucocitos,

14



mientras que, en pacientes seronegativos, el riesgo de enfermedad por CMV puede ser
considerado a partir de 1 célula/100.000 (99). A pesar de ser una técnica sencilla,
estandarizada y con una sensibilidad mayor al cultivo celular, la principal limitacién de
esta técnica es su utilizacién en pacientes con leucopenia o neutropenia. Ademas, la
muestra de sangre debe ser procesada en pocas horas, 1o que hace que otras técnicas
moleculares, como la ADNemia, hayan sustituido en la mayoria de los centros a la

deteccion de CMV por antigenemia.

3.1.4. ADNemia

Es una técnica basada en la deteccién de acidos nucleicos y suele realizarse
mediante PCR convencional o PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Este tipo de
técnicas son rapidas y objetivas, aunque tiene un coste mas elevado (100-104). La muestra
utilizada puede ser de sangre total o plasma, siendo este ultimo es mas recomendado
debido a la mayor correlacion con la replicacion activa del virus, ya que la deteccion de
ADN de CMV en sangre total podria reflejar solamente la presencia del virus latente en
linfocitos (105, 106). A pesar de las mejoras de especificidad y sensibilidad introducidas
con la utilizacion de esta técnica frente a las demas, existe una dificultad de definir la
negatividad de la PCR y debido a la falta de estandarizacion para establecer un punto de
corte de carga viral, ya que existe una gran variabilidad de resultados entre técnicas y/o
laboratorios (107-110). Sin embargo, en 2010 la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) desarroll6 un estdndar internacional para la cuantificacion de acidos nucleicos de
CMV que permitio la calibracion y estandarizacion entre los distintos laboratorios gracias
a la conversion de copias por mililitros (copias/ml) a Unidades Internacionales por
mililitro (Ul/ml), facilitando asi la extrapolacién de datos entre los distintos centros (111).
Esta técnica es mas sensible que la antigenemia, y se ha convertido en la técnica de

eleccion en el diagnostico de la infeccion por CMV.
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3.1.5. Histopatologia

Es unatécnica en la que se utiliza tejidos procedentes de biopsias en pacientes con
sospecha de infeccion por CMV para su analisis por histologia. Las tinciones
convencionales como hematoxilina-eosina, pueden aplicarse al diagnéstico de CMV en
muestras procedentes tanto de tejidos (tubo digestivo, cerebro, higado, etc.) como de
lavados bronco-alveolares. En estos casos, la infeccion por CMV se detecta mediante
inmunohistoquimica y es reconocida por la presencia de células citomegalicas con
inclusiones intranucleares baséfilas de cromatina virica rodeadas de un halo que engloba
a la cromatina celular en las proximidades de la membrana nuclear, estructura
morfolégicamente conocida como “ojo de buho” (112). Este tipo de estructuras son
reconocidas gracias a que muestran una tincion intracelular marrén que le confiere el

compuesto 3,3'-diaminobenzidina.

Excepto para retinitis o para enfermedad del sistema nervioso central, la
inmunohistoquimica es necesaria para confirmar el diagndstico de enfermedad de érgano
por CMV. Dentro de las limitaciones méas importantes de esta prueba se encuentra su
naturaleza invasiva y la discordancia existente entre los resultados histopatologicos y

otras técnicas de cuantificacion de la carga viral (113).

3.2. Factores de riesgo de la infeccion y enfermedad por CMV

A la hora de desarrollar estrategias preventivas eficientes es necesario conocer los
factores de riesgo para el desarrollo de infeccion y enfermedad por CMV postrasplante.
Asi, la situacion seroldgica del donante y receptor, el tipo de 6rgano trasplantado, el
estado de inmunosupresion basal o la estrategia de prevencion de la infeccion por CMV
son los principales factores de riesgo para el desarrollo de infeccién y/o enfermedad por

CMV tras el trasplante.
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3.2.1. Situacion seroldgica del donante y receptor

La evaluacion del estado seroldgico frente a CMV del donante y del receptor antes
del trasplante se ha utilizado convenientemente como un marcador subrogado de
infeccion latente (y por tanto de riesgo posterior de transmision del donante) y de
competencia inmune o capacidad de controlar la infeccion. La combinacion del estado
seroldgico del donante y del receptor en el pretrasplante se utiliza para definir distintas
categorias de riesgo de enfermedad por CMV postrasplante. En el contexto del paciente
TOS, los receptores seronegativos que reciben un érgano de un donante seropositivo
(D+/R-) presentan un alto riesgo, los receptores seropositivos y donante seropositivos
(D+/R+) y los receptores seropositivos y donantes seronegativos (D-/R+) presentan un
riesgo intermedio Yy, por ultimo los receptores seronegativos y donantes seronegativos
(D-/R-) presentan un riesgo bajo de desarrollar infeccion por CMV tras el trasplante (114,

115).

En los receptores de alto riesgo D+/R-, debido a que CMV permanece en estado
de latencia en monocitos y macrdéfagos presentes en el tejido trasplantado (49, 116), el
receptor puede desarrollar una infeccion por CMV sin presentar inmunidad especifica de
CMV previa y desarrollar una infeccion primaria por CMV. El riesgo de desarrollo de
enfermedad por CMV postrasplante en este tipo de pacientes puede ser superior al 50%

si no se adoptan medidas preventivas (115).

Aunque la mayoria de los receptores de TOS son R+, esta es precisamente la
poblacién menos estudiada de los que se tienen menos datos en la literatura y los pocos
informes publicados incluyen un tamafio de muestra insuficiente (117, 118). Los

pacientes R+ tienen una incidencia significativa de ADNemia por CMV (alrededor del
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50%) y la incidencia de enfermedad por CMV postrasplante no es despreciable, variando

entre el 3% y el 19% (119, 120).

Por ultimo, los receptores de bajo riesgo son los que tienen un menor riesgo de
desarrollar infeccion por CMV (121), salvo en caso de recibir transfusiones sanguineas

de receptores seropositivos (122) o por desarrollar una infeccion primaria.

Aunque la serologia es la principal factor utilizado para determinar el riesgo
postrasplante de enfermedad por CMV, la susceptibilidad individual a la infeccion por
CMV se modula ademés por otros factores como el tipo de trasplante, la

inmunosupresion, agentes anti-timociticos u otras coinfecciones.

3.2.2. Tipo de 6rgano trasplantado

El riesgo de desarrollar infeccion y/o enfermedad por CMV es diferente en
funcion del 6rgano trasplantado. Habitualmente, la incidencia de enfermedad es més
frecuente, y generalmente mas grave, en los pacientes con trasplante de pulmon, intestino
y pancreas respecto de los de higado, rifién y corazon (113, 123-125). Probablemente, el
abundante tejido linfoide o macréfagos con carga elevada de CMV latente o en
replicacion podria ser el motivo por el cual exista una mayor incidencia de enfermedad
por CMV en el trasplante intestinal (aproximadamente un 40% de los pacientes) y en el
pancreatico (hasta el 33% de los pacientes) (124, 126, 127). Sin embargo, en un estudio
en receptores de trasplante de pulmén o combinado pulmdén-corazén, la prevalencia de
enfermedad por CMV oscil6 entre el 38% y el 75% de los casos (128). Los trasplantes de
rifidn, generalmente, son los que menor riesgo de enfermedad por CMV presentan, con

valores entre el 10% y 30%, aproximadamente (129).
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3.2.3. Inmunosupresion basal

Otro de los factores condicionantes en el desarrollo de infeccién y/o enfermedad
por CMV es la inmunosupresion requerida para evitar el rechazo del injerto. Asi, el nivel
de inmunosupresion se ve influenciado, entre otros, por factores como el esquema
inmunosupresor empleado, la dosis, la duracion, o la edad, condicionando asi el riesgo de
presentar una infeccion sintomatica por CMV (130). En este sentido, el tratamiento
inmunosupresor postrasplante puede dividirse en: 1) terapia de induccion, con agentes
como la globulina anti-timocitica (rATG; timoglobulina) o el basiliximab, entre otros y
2) terapia de mantenimiento, como el micofenolato de mofetilo (MMF), que actla
inhibiendo la sintesis de nucle6tidos, el tacrolimus y la ciclosporina, inhibidores de la
calcineurina, que actban inhibiendo la transcripcion de citoquinas o sirolimus y
everolimus, ambos inhibidores de la via mTOR (del inglés, mammalian target of
rapamycin), que actdan inhibiendo la transduccion de la sefial de factores de crecimiento

(131).

La terapia de induccion tiene como objetivo evitar el rechazo precoz del injerto
debido posiblemente a la presencia en el receptor de una alta proporcién de precursores
de células T especificas del donante (132). La induccién con timoglobulina es un
componente clave en el régimen inmunosupresor y gracias a su uso en la tltima década,
el tiempo en lista de espera para recibir un trasplante de rifién de donantes en asistolia se
ha visto reducido considerablemente (133). En un estudio realizado en pacientes
receptores de trasplante renal procedente de donantes vivos, la timoglobulina
administrada se asocié con una menor incidencia de rechazo o de complicaciones
postrasplante (134). En otro estudio aleatorizado se comparo la seguridad del rATG frente
al basiliximab en receptores de trasplante renal observado a una menor incidencia y

gravedad de rechazo agudo (135). Sin embargo, a pesar de la mejoria en la evolucién
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clinica del injerto asociado al uso de timoglobulina, existen estudios que han asociado un
riesgo incrementado de enfermedad por CMV en el postrasplante con el uso de
timoglobulina (de un 15% a un 28%) (136). Otros encontraron una incidencia mayor de
infeccion por CMV en pacientes tratados con rATG en comparacion con aquellos sin
induccion con rATG (137). Por tanto, aunque existen estudios que observan un mayor
riesgo de infeccion y enfermedad por CMV, se necesitan realizar mas estudios que
profundicen en los diferentes factores que pueden estar implicados en la infeccion por
CMV, ya que otros estudios publicados muestras resultados opuestos al no encontrar una
asociacion clara entre el uso de timoglobulina y un mayor riesgo de infeccion por CMV

(138, 139).

Respecto de la terapia de mantenimiento, existen estudios que asocian una mayor
incidencia de enfermedad por CMV con altas dosis de micofenolato mofetilo y otros
donde su uso en trasplante renal disminuye la incidencia de rechazo (140-143). Ademas
se ha asociado el uso de inhibidores del m-TOR con un menor riesgo de infeccion y

enfermedad por CMV (129, 144, 145).

3.2.4. Estrategias de prevencion de la infeccién por CMV

Con el objetivo de disminuir la incidencia de enfermedad, los efectos indirectos,
asi como la mortalidad asociada a la infeccién por CMV en el receptor de TOS, se recurre
a dos estrategias terapéuticas principales: la profilaxis universal y el tratamiento
anticipado. Ambas estrategias han demostrado ser eficaces en la prevencion de la
infeccion y enfermedad por CMV (99, 146). Sin embargo, como medidas preventivas de
diferente aplicacion clinica, ambas estrategias presentan ventajas y desventajas en

funcién del parametro de estudio y que detallaremos a continuacion.
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3.24.1. Profilaxis universal

La profilaxis universal consiste en la administracion del tratamiento antiviral
inmediatamente después del trasplante y, dependiendo del centro, se continda hasta 3 0 6
meses tras la primera administracién, con independencia de la evolucion viral en el
paciente trasplantado (147, 148). Generalmente, esta estrategia es recomendada en
pacientes de alto riesgo de infeccion por CMV (D+/R-), sobre todo en los receptores TOS
de pulmon, intestino y pancreas (149) y en pacientes con alto riesgo inmunolégico, como

aquellos que reciben terapia de induccién con timoglobulina (150).

La eficacia de la profilaxis universal en la reduccién de la incidencia de
enfermedad por CMV ha sido demostrada en numerosos estudios (151, 152). Una de las
principales ventajas de la profilaxis es la reduccion de la morbi-mortalidad de estos
pacientes asociadas a la infeccion por CMV (71, 153, 154). Actualmente, el farmaco
antiviral mas empleado es el valganciclovir, debido a su eficacia y facilidad de
administracion (148, 155, 156). Otras de las ventajas de importancia son una menor
dificultad a la hora de implementar este tipo de estrategia de tratamiento o un menor coste
en pruebas diagndsticas para monitorizar al paciente (157). Sin embargo, el principal
inconveniente del uso de la profilaxis universal es la alta incidencia de enfermedad tardia
por CMV, hecho especialmente relevante ya que el desarrollo de la misma se asocia de
forma independiente a un incremento en la pérdida del injerto y la mortalidad del paciente
(148, 158, 159), asi como la alta toxicidad asociada a la administracion del farmaco en

régimen profilactico (158, 160).

3.2.4.2. Tratamiento anticipado

El tratamiento anticipado consiste en la administracion del tratamiento antiviral

cuando los pacientes presentan cargas virales por encima de un punto de corte
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previamente establecido (161, 162), para evitar la enfermedad por CMV, hasta que la
carga viral sea indetectable en plasma, generalmente medida mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (149). En base a esto, es fundamental que se lleve a cabo un seguimiento
muy estrecho de la replicacion viral postrasplante del paciente con el objeto de evitar la
aparicion de sintomas y la progresion de la enfermedad (99). Ademas, es comun en la
practica clinica iniciar tratamiento anticipado sin carga viral detectable en casos en los

que existe sospecha clinica o evidencia de sintomas de enfermedad por CMV.

El tratamiento anticipado es recomendado en pacientes de riesgo intermedio de
infeccion y enfermedad por CMV (R+), principalmente en receptores de higado, rifion y

corazén (99, 149).

Las principales ventajas del tratamiento anticipado son: menor incidencia de
enfermedad tardia por CMV, la activacion de la inmunidad especifica frente a CMV
debido a la exposicién controlada al virus y una menor toxicidad farmacologica (163).
Sin embargo, debido a la falta de homogeneidad en las técnicas diagnosticas empleadas
en los distintos centros, no existe un punto de corte universal para el inicio del tratamiento
anticipado, por lo que las guias clinicas recomiendan que cada centro desarrolle su propio
protocolo de acuerdo al riesgo del paciente y a la técnica disponible en el laboratorio (99,
149). Nuestro grupo establecié en una cohorte de derivacion de receptores de TOS un
punto de corte de carga viral de 3983 Ul/ml para comenzar el tratamiento anticipado en
receptores TOS de riesgo intermedio de enfermedad por CMV, con un alto valor
predictivo negativo que fue confirmado en una cohorte de validacion (164).
Posteriormente se ha utilizado este punto de corte en una cohorte de pacientes R+ (51) y
referenciado en el documento de consenso internacional para el control de la infeccion

por CMV en receptores TOS (149).
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Diversos estudios han comparado la efectividad de la profilaxis universal frente
al tratamiento anticipado y viceversa (157, 165), sin embargo no existe ain un consenso
universal para el empleo de cada estrategia segun el tipo de trasplante y la clinica de los

pacientes.

3.2.4.3. Recomendaciones en el empleo de estrategias de tratamiento

frente a CMV

Debido a las implicaciones clinicas de cada estrategia, no existe un consenso
universal para el uso de una u otra estrategia, aunque si recomendaciones en su uso. Asi
pues, para los trasplantados de rifion e higado D+/R-, se aconseja la profilaxis universal
frente al tratamiento anticipado. En aquellos centros con ciertas dificultades a la hora de
Ilevar a cabo una estrategia de tratamiento preventivo, la profilaxis universal puede ser
adecuada siempre y cuando el objetivo sea exclusivamente prevenir la enfermedad por
CMV. En el caso de los trasplantados de corazén o pulmon D+/R-, el uso de profilaxis
universal es preferible al tratamiento anticipado debido a los datos disponibles que
sugieren una mejor supervivencia de injerto y mejor clinica del paciente (149). En
aquellos pacientes con terapia de deplecion de linfocitos con timoglobulina también se

recomienda la profilaxis como tratamiento para CMV.

Por otra parte, para los pacientes seropositivos (R+), bien sean trasplantados de
higado, rifion, o corazon, cualquier estrategia es aceptable, aunque el tratamiento
anticipado es preferible frente a la profilaxis universal, siempre que los requerimientos
logisticos del centro lo permitan (149). En caso que se decida usar la estrategia de
profilaxis para la prevencion de CMV en pacientes R+, es recomendable la

administracion del farmaco durante al menos 3 meses para los trasplantados de corazon,
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higado, pancreas y rifion, a diferencia de los receptores sometidos a un alto nivel

inmunosupresién, donde se recomienda 6 meses de terapia (149).

3.3. Farmacos antivirales

El desarrollo de agentes antivirales y estrategias preventivas durante las décadas
pasadas han mejorado significativamente la evolucidn del paciente trasplantado de 6rgano

solido (166).

La generacion de nuevos antivirales ha disminuido significativamente la morbi-
mortalidad por CMV, asi como la incidencia de efectos indirectos. ElI ganciclovir
intravenoso o el valganciclovir oral han sido los antivirales recomendados por las guias
clinicas para el tratamiento de la infeccion no grave de CMV, de similar eficacia entre
ambos (99, 167, 168), ademas de ser los antivirales de eleccion para el tratamiento de la
enfermedad por CMV (169). El tratamiento preventivo con valganciclovir oral
administrado en receptores de TOS de alto riesgo es capaz de reducir la carga viral hasta
el 98% durante 14 dias de tratamiento (170). Ademas, ensayos clinicos realizados en
pacientes con enfermedad moderada por CMV que comparan el tratamiento con
ganciclovir o valganciclovir durante 3 semanas, demostraron una eficacia y seguridad
similar entre ambos compuestos (167). Ademas, durante 1 afio seguimiento de receptores
de TOS, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las recurrencias
clinicas y virologicas més alla de los 49 dias postrasplante entre los brazos de tratamiento
(171). Es importante recalcar que la administracién del ganciclovir o valganciclovir debe
ajustarse de acuerdo al filtrado glomerular, dado que una dosis inadecuada puede causar
una falta de eficacia clinica o promover el desarrollo de resistencias, asi como generar

toxicidad con dosis supraterapéuticas (172, 173).
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4. Respuesta inmune frente a citomegalovirus en receptores de TOS

El control inmunolégico de la infeccién por CMV en receptores TOS engloba
tanto los mecanismos adaptativos como los innatos, operando de manera coordinada. En
pacientes sanos, el CMV se controla principalmente mediante la respuesta inmune
adaptativa, mediada por linfocitos T y B (174). Es por esto que, en receptores de TOS y
debido a la inmunosupresion, la respuesta mediada por células T y B puede verse
comprometida. La respuesta innata tiene menos relevancia en el control de la infeccién
por CMV, si bien es cierto que variaciones en ésta puede tener un impacto en el riesgo

de infeccidn de estos pacientes (69, 175).

4.1. Inmunidad innata

La respuesta inmune innata representa la primera barrera de defensa natural frente
alainfeccion por CMV. La deficiencia o alteracion en algunos receptores de la inmunidad
innata ha sido relacionada con el riesgo de desarrollo de enfermedad por CMV en el
postrasplante. En este sentido, la lectina fijadora de manosa (MBL, del inglés mannose-
ninding lectin) circula en sangre y tiene afinidad para fijarse a los carbohidratos presentes
en gran variedad de bacterias, hongos y virus (176). Una vez reconocidos, se produce la
opsonofagocitosis directa de dichos patogenos (177). Se han descrito casos en los que la
identificacion de polimorfismos en el gen MBL2, gen que codifica la proteina MBL,
condicionan los valores plasmaticos de la proteina (178), relacionandose con un mayor
riesgo de enfermedad por CMV en el postrasplante (175). Por otro lado, los receptores
tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like receptors) son proteinas transmembrana que
reconocen estructuras repetitivas en la superficie de patdgenos y son los encargados de

generar una serie de respuestas inmunes necesarias para la activacion de la respuesta

adaptativa (179). Polimorfismos en el gen TLR2 se han asociado a un incremento en el
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riesgo de enfermedad por CMV debido a una mala transduccion de las sefiales

intracelulares (180).

Otro de los componentes del sistema inmune innato, las células natural killer,
ejercen una funcidn citotdxica y son necesarias para la activacion del sistema inmune
adaptativo a través de las células T (181, 182), de manera que si no ejercen su funcién de
manera adecuada, la defensa frente a infecciones virales puede verse comprometida,
como en el caso de infeccion por CMV (183). Las células NK, ademas, pueden controlar

la infeccion por CMV en ausencia de células T y sin terapia antiviral (184).

4.2. Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa constituye la linea de defensa por excelencia frente a la
infeccion viral y especificamente frente a CMV y estd mediada tanto por linfocitos T

(respuesta celular) como por linfocitos B (respuesta humoral).

4.2.1. Inmunidad celular

La respuesta inmune celular especifica frente a CMV ha sido ampliamente
descrita como el mecanismo principal para el control de la replicacion del virus, de hecho
los casos de enfermedad o infecciones recurrentes suelen darse en pacientes con
leucopenia o con una deficiencia en la respuesta celular (11). Son numerosos los estudios
qgue muestran un mayor riesgo de replicacion de CMV ante la presencia de un nimero
reducido de células T CD8" especificas de CMV y una falta en la capacidad de produccion

de IFNy (51, 185).

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 observé que la

mayoria de pacientes sin inmunidad celular especifica desarrollaron enfermedad por
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CMV (186). En individuos sanos hasta el 10% de todas las células T circulantes son
especificas frente a CMV, pudiendo llegar al 40% en personas mayores lo que demuestra

la importancia de la inmunidad celular frente a CMV (187).

La inmunidad mediada por células constituye una respuesta adaptativa
fundamental y representa el mecanismo de defensa méas importante frente a la infeccion
viral (122, 188, 189). La calidad de la reconstitucion inmune desempefia un importante
papel en el desarrollo de infecciones postrasplante y la ausencia de reconstitucion inmune
especifica de CMV es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad de 6rgano por
CMV (189, 190). En individuos de mayor riesgo de replicacion por CMV se ha descrito
un namero reducido de células T CD8" secretoras de citoquinas (191) y ademas la falta
de control inmunoldgico se ha correlacionado con la reduccion de la produccién de IFN-
vy no con un ndmero de células T CD4" o CD8" especificas de CMV (192). Sin embargo,
en general existe menos literatura sobre la respuesta inmune especifica frente a CMV en
el receptor de trasplante de 6rgano solido de bajo riesgo (R+), probablemente por
considerarse precisamente con menor riesgo, y los pocos estudios disponibles incluyen
un tamafio muestral insuficiente (117, 118). Alguno de estos estudios no encontraron
relacién entre la respuesta de células T especificas del CMV vy la infeccion tras el
trasplante (120, 193). Otros autores han tratado de relacionar la adquisicion de la
inmunidad positiva antes del trasplante en los receptores de bajo riesgo de infeccion por
CMV para identificar aquellos pacientes que pudieran requerir menor administracion de
tratamiento o menor supervision. Sin embargo, los resultados de estos estudios llegaron
a conclusiones parciales ya que solo se caracterizd los CD8 especificos, con cohortes
pequefias o sin estratificacion basada en la serologia pretrasplante, tratamiento de
induccidn o el uso de tratamiento anticipado, por lo que son resultados con poca utilidad

clinica (190, 191).
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En los Gltimos afios en nuestro grupo hemos estudiado la cinética de infeccion por
CMV y el desarrollo de novo de la respuesta inmune especifica (celular y humoral) frente
a CMV en receptores de trasplante de érgano solido de alto riesgo para la infeccion por
CMV (receptores seronegativos para CMV que reciben un injerto de un donante
seropositivo, R-/D+; con tasas de infeccidon tras el trasplante superior al 80%). Estos
estudios han sido excepcionalmente Utiles para conocer la evolucion de la infeccion por
CMV vy la caracterizacion de la respuesta inmune especifica de novo, ya que se establece
el contacto con el virus por primera vez durante la primoinfeccion. Como resultados de
estos estudios hemos sido capaces de caracterizar la cinética y magnitud de la adquisicién
de larespuesta inmune frente a CMV y establecer puntos de corte de inmunidad especifica
que se relacionan con la proteccion frente a la infeccion: linfocitos T con un fenotipo
CD4*CD69"y CD8"CD69" productores de IFN-y, y un conteo en sangre superior a 0.25%
(regresion lineal r2 0.743, correlacion de Pearson 0.862; p<0.001) y anticuerpos
neutralizantes con titulos superiores a 480 capaces de bloquear la infeccion de células
epiteliales (regresion lineal r2 0.951, correlacion de Pearson - 0.975; P<0.001) (164, 192,
194). Con estos trabajos fuimos los primeros en demostrar en la préctica clinica que
ambos parametros de respuesta inmune especifica tienen un efecto protector frente a la
infeccion por CMV, ya que los episodios de replicacion tras la adquisicion de la
inmunidad presentaron cargas virales significativamente mas bajas, y fueron aclaradas
sin necesidad de tratamiento. Ademas, los pacientes con ambos tipo de respuesta no

desarrollaban eventos de enfermedad tardia (164, 194, 195).

Sin embargo, la poblacién mayoritaria de pacientes de trasplante de 6rgano sélido
son los receptores con serologia positiva para CMV de riesgo intermedio de desarrollo de
infeccion tras el trasplante, que tienen como se comentd anteriormente una incidencia

considerable de enfermedad por CMV a lo largo de su evolucion postrasplante (119, 120)
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y es precisamente la poblacion menos estudiada. Dado el impacto clinico de la infeccion
por CMV tras el trasplante, es esencial caracterizar la adquisicion de la respuesta celular
especifica, la respuesta inmune humoral funcional y los niveles de anticuerpos séricos
capaces de prevenir la infeccion y relacionar estos resultados con la progresion clinica en
estos pacientes. Esto supondria un importante avance en el conocimiento de un aspecto
poco estudiado en el receptor de trasplante de drgano solido bajo riesgo. Mas
recientemente en un estudio realizado en una cohorte de pacientes R+ describimos que
una respuesta inmune de células T (con conteos de CD8*CD69*IFN-y* superior a 0.25%)
a las 2 semanas y 4 semanas después del trasplante reducia de forma independiente el
riesgo de requerir un tratamiento temprano y desarrollar viremia de alto nivel. En ese
estudio, después de un analisis intermedio y en base al alto nUmero de pacientes sin
respuesta inmune de células T especifica frente a CMV a las dos semanas después del
trasplante, iniciamos el estudio de la respuesta inmune de celulas T previo al trasplante.
Sin embargo, el namero limitado de pacientes con muestra disponible impidi6 un estudio
multivariado para confirmar si la inmunidad especifica frente a CMV era un factor de
proteccion independiente para la enfermedad por CMV o establecer puntos de corte para
la respuesta inmune de células T especificas de CMV ajustado a las caracteristicas de la
poblacion de SOT de riesgo intermedio que se relacione con la proteccion frente a la

infeccion en el postrasplante (122).

4.2.2. Inmunidad humoral

Como consecuencia de su gran inmunogenicidad, la infeccion por CMV
desencadena respuestas robustas de casi todos los compartimentos del sistema inmune,
incluyendo las células B. Asi, los anticuerpos anti-CMV son detectables de forma
temprana durante la fase virémica de la infeccion. La respuesta humoral frente a CMV se

dirige principalmente contra las glicoproteinas de la superficie viral, aunque no
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restringidas, tales como la glicoproteina B (gB) y gH o proteinas de tegumento tales como

ppo65.

El papel de la respuesta mediada por linfocitos B especificos de CMV,
especificamente el papel de los anticuerpos neutralizantes en el control de la infeccion y
la enfermedad por CMV, aln no esta claro. Sin embargo, estudios previos han subrayado
la importancia de la respuesta humoral en el control de la infeccién por CMV. De hecho,
la administracion de CMV hiperinmunoglobulina mejord la supervivencia total, redujo la
enfermedad por CMV y las muertes asociadas a la infeccion por CMV (196). En trabajos
realizados en modelos murinos de infeccion por CMV, se relaciond los anticuerpos
neutralizantes con la proteccion frente a la infeccién primaria y la reactivacion
disminuyendo la diseminacién de la infeccion viral (197-199). Ademas, se ha sugerido
que la diseminacion de CMV puede prevenirse con anticuerpos neutralizantes presentes
en sueros de donantes sanos seropositivos para CMV (200). Diferentes estudios han
mostrado que niveles altos de titulos de anticuerpos neutralizantes especificos de CMV
se asocian con un pronostico favorable de la infeccion por CMV en pacientes infectados
por VIH, receptores de trasplante de células madre hematopoyéticas y mujeres
embarazadas (201-205). Ademas, los receptores de trasplantes D+/R- con respuesta
inmune de células T especificas frente a CMV vy titulos de anticuerpos neutralizantes de
células epiteliales >480 estaban 14,2 veces mas protegidos frente al desarrollo de
infeccion por CMV que los pacientes sin respuesta inmune (194). Otros estudios han
mostrado resultados discordantes en este sentido sin embargo, la mayoria de ellos fueron
retrospectivos, incluyeron un tamafio de muestra pequefio y el diagndstico de infeccion
por CMV se realiz6 en muchos casos con métodos menos sensibles y no estandarizados

y no mostraron datos de la actividad de anticuerpos neutralizantes (206-208).
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Por otra parte, la mayoria de los datos disponibles sobre la actividad de
anticuerpos neutralizantes frente a CMV han sido realizados en modelos in vitro de
infeccion por CMV utilizando fibroblastos humanos. Sin embargo, datos publicados
recientemente demuestran que los niveles de anticuerpos neutralizantes capaces de
bloquear la infeccion de fibroblastos no tienen utilidad clinica como indicador de
proteccion frente a la infeccion por CMV, mientras que la actividad de anticuerpos
neutralizantes de células epiteliales (AbNEI) fue 128 veces mayor frente a CMV en
comparacion con la actividad neutralizante en fibroblastos (209). Por otra parte, un
trabajo publicado en nuestro grupo demostro que los titulos de AbNEI> 480 se asociaron
con una disminucion de la infeccion por CMV después del trasplante en receptores TOS
de alto riesgo (D+/R-) (194). Esta funcion de AbNEI estaria ademas en concordancia con
el papel de las células epiteliales como primera barrera durante la infeccion natural por
CMV. Sin embargo, existen pocos datos sobre el papel de los anticuerpos neutralizantes
y los niveles de titulos necesarios para la proteccion frente a la infeccion por CMV en el

contexto del receptor de TOS de riesgo intermedio.

5. Monitorizaciéon inmunolégica en receptores de TOS

En base a las evidencias publicadas respecto al papel de la respuesta inmune
especifica en el control de la replicacion del virus, el seguimiento de la respuesta inmune
especifica frente CMV podria ser de mucha utilidad a la hora de predecir el riesgo de
desarrollo de infeccion por CMV en el postrasplante inmediato, sobre todo en los

individuos seropositivos (R+) (117, 210).
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La mayoria de los datos de la monitorizacion inmunoldgica se estan disponibles
tras el trasplante. Respecto de la evaluacion de la inmunidad celular especifica de CMV
antes del trasplante, existen pocos estudios que muestran que este tipo de inmunidad
especifica puede tener relacion con el riesgo de desarrollo de complicaciones relacionadas
con el CMV en el postrasplante (117, 118), aunque no se ha encontrado una asociacion
independiente entre la inmunidad celular pretrasplante y el desarrollo de viremias de alto

grado o la indicacion de tratamiento anticipado.

Existen distintos ensayos para la monitorizacion de la inmunidad celular
especifica frente a CMV. Los ensayos de ELISPOT (del inglés, Enzyme-linked
immunospot) 0 QuantiFERON-CMYV evaluan la deteccion de citoquinas producidas por
linfocitos T tras la estimulacion antigénica ex vivo con péptidos de CMV (211-213). Las
principales diferencias entre ambos son: 1) la composicién del mix de péptidos disefiados
para estimular selectivamente la respuesta de células T CD8" (QuantiFERON-CMV) o
células T CD8" y CD4" (ELISPOT); 2) QuantiFERON-CMV evalda la produccién de
IFN-y en un volumen de 1ml de sangre completa mientras que ELISPOT considera la
produccion de IFN-y en un nimero dado por las células mononucleares de sangre
periférica previamente aisladas; 3) QuantiFERON-CMV mide cuantitativamente IFN-y
en unidades internacionales mientras que ELISPOT cuantifica las colonias formadoras de
spot (SFC, del inglés Spot Forming Colonies) producidos por un nimero dado de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés Peripheral Blood Mononuclear

Cells).

Por otro lado, la tincion intracelular de citoquinas detectadas a través de citometria
de flujo se basa en la deteccion inmunofenotipica de marcadores extracelulares y de
citoquinas intracelulares secretadas tras estimulacion antigénica ex vivo con una mezcla

de péptidos de CMV (51, 194, 214). Una de las ventajas de este método frente a los

32



anteriores es que ofrece un andlisis funcional y cuantitativo amplio de la respuesta inmune
celular especifica de CMV, sin embargo, presenta como inconveniente la falta de
estandarizacion o el elevado coste en comparacion con QuantiFERON-CMYV o ELISPOT

y un alto grado de especializacion del personal que lo ejecuta (11, 215, 216).

En términos de utilidad clinica, el método ideal deberia evaluar tanto de forma
cuantitativa como funcional las respuestas de células CD4" como CD8*, como puede
ofrecer la citometria de flujo. Ademas, deberia ser sencillo, rapido, relativamente barato
y reproducible (215). Un estudio reciente que evalla la respuesta de linfocitos T CD8*
pretrasplante medida por ensayo de QuantiFERON-CMV mostré su asociacion con el
riesgo de replicacion viral por CMV en trasplante renal y pulmonar (210). Otro estudio,
llevado a cabo en nuestro grupo, mediante citometria de flujo, caracterizé la respuesta
inmune celular pretrasplante y su relacion con la infeccion en el postrasplante, aunque
debido al insuficiente tamafio muestral, no se pudo conseguir establecer una asociacién
independiente de la inmunidad celular pretrasplante con end-points como viremias de alto
grado o inicio de tratamiento anticipado (51). Otros, mediante ELISPOT, en el que
valoran la respuesta de células T especificas del antigeno de CMV IE1 antes del
trasplante, dan informacion sobre el riesgo de infeccion y enfermedad por CMV tras el

trasplante renal (118).

El potencial de la monitorizacién inmune postrasplante, por su parte, ha sido
estudiado por varios grupos de investigacion (51, 139, 193, 195, 217, 218), la mayoria de
ellos tratando de definir puntos de corte de inmunidad especifica de CMV con el objetivo
de prevenir infeccion y/o enfermedad por CMV. La monitorizacién inmunologica en
pacientes de riesgo intermedio tratados con terapia anticipada puede ser de utilidad en
guiar la evolucidn de la infeccion por CMV y los puntos de corte para iniciar tratamiento

antiviral. A pesar de esto, no se han realizado ain ensayos clinicos que evaluen la eficacia
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del uso de la respuesta inmune celular especifica de CMV en la monitorizacion del riesgo

de infeccion por CMV en receptores de TOS.

Aunque se ha investigado la utilidad potencial de monitorizar la respuesta de
células T especificas de CMV en varios escenarios posteriores al trasplante, es de interés
definir los valores de corte para los pardmetros inmunes que pueden usarse para
determinar el riesgo de infeccion. Desafortunadamente, estos estudios son escasos (195,
218). Ademas, el papel desempefiado por otros componentes de la respuesta inmune
todavia no esta claro (192, 219). Por ejemplo, los niveles de 1gG especificos de CMV se
usan para establecer el riesgo del receptor de desarrollar infeccion por CMV después del
trasplante; sin embargo, no se ha caracterizado la relacion entre los niveles de 1gG vy el
riesgo de infeccion post-trasplante. En un trabajo reciente de nuestro grupo en el que
estudiamos la seroconversion de una cohorte de pacientes receptores de alto riego D+/R-
, encontramos un patrén heterogéneo de seroconversion en términos de niveles de 1gG
especificos frente a CMV después del trasplante (220), por lo que no pudimos concluir
sobre la utilidad clinica de esta variable como indicador de proteccion frente a la infeccion

por CMV tras el trasplante.

La presencia de anticuerpos neutralizantes especificos frente a CMV especificos,
es dificil de determinar. Otras técnicas de mas facil elaboracion como la fijacion del
complemento o ELISA no miden anticuerpos neutralizantes, y aunque algunos autores
los han relacionado con el titulo de anticuerpos gB (205), pudiendo ser éste un marcador
subrogado de la capacidad de neutralizacién. Ademas, la mayoria de los datos sobre la
capacidad de neutralizar anticuerpos para controlar la infeccion por CMV provienen de
estudios que describen la infeccion congénita (221). En el contexto del trasplante, se sabe
poco sobre el papel y la cinética de los anticuerpos neutralizantes después de la infeccion

primaria. Un meta-analisis que analizd 698 receptores de trasplantes de 6rganos solidos
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(SOTR) demostr6 que la administracion de hiperinmunoglobulina mejor6o la
supervivencia total y redujo la enfermedad por CMV y las muertes asociadas al CMV

(196).

En previos trabajos también investigamos la cinética de anticuerpos neutralizantes
especificos frente a CMV en receptores TOS D+/R- de alto riesgo de infeccion por CMV
gue desarrollan de novo una amplia gama de anticuerpos neutralizantes con actividad
diferencial en células epiteliales. Los niveles de anticuerpos neutralizantes de células
epiteliales aumentaron significativamente después de cada episodio de replicacion y
pudimos definir un valor de corte de anticuerpos neutralizantes de células epiteliales de
> 480 que se correlaciona con infeccion por CMV disminuida, menos dias de tratamiento
y proteccién completa contra la enfermedad por CMV en pacientes con una respuesta de
células T especifica de CMV. Este resultado sugiere que los anticuerpos que neutralizan
la infeccién de células epiteliales pueden tener un papel importante en la proteccion a
largo plazo. Nuestros resultados también sugirieron que los anticuerpos neutralizantes de
la infeccion de fibroblastos no tienen utilidad clinica como indicadores de proteccion

frente a la infeccion por CMV después del trasplante (194).

Sin embargo, no conocemos si estos datos son extrapolables a la poblacion de
riesgo intermedio tanto respecto a la proteccion frente a la infeccion como los valores de

punto de corte necesarios.
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II. JUSTIFICACION



La infeccion por CMV continda siendo una de las principales causas de
morbilidad en receptores de trasplante de érgano sélido. A lo largo de muchos afios, la
experiencia en este ambito ha permitido determinar factores de riesgo que permitan prever
tanto la infeccién como la enfermedad. De igual modo, disponemos también de antivirales
especificos contra el CMV, hecho que ha permitido delimitar las estrategias de

tratamiento.

Debido a la alta prevalencia de CMV en la poblacion, la mayoria de los receptores
TOS presentan serologia positiva (R+) y, por tanto, son considerados de riesgo intermedio
de infeccion por CMV en el postrasplante. Por tanto, la evaluacion pretrasplante del
estado seroldgico frente a CMV del donante y receptor se usa como marcador de infeccién
previa, ademas de estratificar el riesgo de desarrollo de infeccion tras el trasplante. Asi,
se asume que los pacientes con serologia positiva pretrasplante adquieren inmunidad
celular especifica de CMV vy la capacidad de controlar la infeccién. La respuesta inmune
de células T especifica de CMV constituye la principal defensa frente a la infeccion por
CMV y ha sido asociada al aclaramiento espontaneo de la viremia por CMV en pacientes
R+, sin embargo hasta ahora los estudios publicados no han demostrado que la presencia
de ésta sea un factor independiente de control de la infeccién por CMV, probablemente

en relacién a su tamafio muestral.

Aunque la presencia de inmunidad celular especifica es un factor importante en el
control posterior de la infeccion por CMV, existen pacientes que a pesar de que ésta es
positiva siguen desarrollando enfermedad por CMV o requieren tratamiento antiviral para
el control de la infeccidén por CMV. Es por ello, que la presente tesis plantea la necesidad
de estudiar otros mecanismos inmunolégicos que puedan contribuir al control de la
misma. En este sentido, el papel de la respuesta especifica de CMV mediada por células

B, especialmente la capacidad de los anticuerpos neutralizantes de controlar el desarrollo
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de infeccidon y enfermedad por CMV, no esta claramente definido en pacientes R+.
Existen pocos estudios que evalien la respuesta humoral en el paciente TOS
seropositivos, mostrando resultados contradictorios. Todos los estudios que analizan la
respuesta inmune humoral en receptores estos estudios de TOS R+ tienen el problema de
haber incluido un pequefio tamafio muestral su caracter retrospectivo y los probables
sesgos de informacion, ya que la variable principal, la infeccion por CMV, puede no estar
bien medida dada la falta de sensibilidad de los métodos empleados y la ausencia de
monitorizacion estrecha. Otro problema importante es la ausencia de metodos
estandarizados. La neutralizacion mediada por anticuerpos frente a CMV en respuesta a
la vacunacion ha sido estudiada en modelos in vitro de fibroblastos sin embargo, ya que
CMV es capaz de infectar utilizando diferentes vias, los resultados obtenidos en
fibroblastos no serian extrapolables al efecto de los anticuerpos en las proteinas viricas
que median la entrada celular especificamente en células epiteliales, que constituyen la
primera linea de contacto en la infeccion por CMV. La presencia de anticuerpos
neutralizantes especificos frente a CMV, es dificil de determinar. Otras técnicas de mas
facil elaboracion como la fijacion del complemento o ELISA no miden anticuerpos
neutralizantes, y aunque algunos autores los han relacionado con el titulo de anticuerpos
gB, pudiendo ser éste un marcador subrogado de la capacidad de neutralizacion, estudios
mas recientes muestran que en la gammaglobulina hiperinmune, la mayoria de los
anticuerpos neutralizantes de la entrada en células epiteliales se dirigen frente al complejo
gH/gL/UL128/UL130/UL131, mientras que los anticuerpos frente al complejo gH/gL

inhiben tan sélo la entrada in vitro en fibroblastos.

Dado el impacto clinico de la infeccion por CMV tras el trasplante, seria esencial
caracterizar la respuesta humoral funcional y los niveles de anticuerpos séricos capaces

de prevenir la infeccion de células epiteliales y relacionar estos resultados con la
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adquisicion de una respuesta celular especifica y la progresion clinica en estos pacientes.
Esto supondria un importante avance en el conocimiento de un aspecto poco estudiado en
el receptor de TOS de riesgo intermedio, como es la inmunidad humoral. Los hallazgos
de la presente tesis tendrian una transferencia a la practica clinica directa, puesto que
permitirian una definicién mas precisa del riesgo de enfermedad por CMV y por lo tanto
avanzar en las actuales recomendaciones de tratamiento inmunoguiado y en el
individualizacion de los esquemas diagndsticos y prevencion de la infeccion por CMV

en funcion del riesgo del receptor de TOS.
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III. HIPOTESIS
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Las hipdtesis de esta tesis doctoral son:

1. Larespuestainmune celular pretrasplante especificade CMV es un factor de protector
independiente para el control de la viremia por CMV en receptores de TOS de riesgo

intermedio de infeccion por CMV.

2. Ademas de la respuesta inmune celular pretrasplante, la respuesta inmune humoral
pretrasplante especificade CMV, mediada por anticuerpos neutralizantes de infeccion
en células epiteliales, es relevante en el control de la infeccién por CMV en receptores

de TOS de riesgo intermedio de infeccion por CMV.

3. Una monitorizacién guiada por los puntos de corte establecidos tanto de la respuesta
inmune celular pretrasplante como de la humoral pretrasplante, junto con el umbral
establecido de carga viral, en receptores de TOS de riesgo intermedio de infeccion
por CMV bajo tratamiento anticipado, puede servir de ayuda a los clinicos en el

manejo de la infeccidn en estos pacientes.
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IV. OBJETIVOS



El objetivo general de esta tesis doctoral es caracterizar la respuesta inmune
humoral, y su relacion con la inmunidad celular especifica y el control de la replicacion
viral en receptores de trasplante de érgano sélido de riesgo intermedio de enfermedad por

CMV (R+).

Los objetivos especificos son:

1. Analizar la respuesta inmune celular especifica frente a CMV y su papel como

factor independiente en el control espontaneo de la infeccién por CMV.

2. Analizar los titulos de anticuerpos neutralizantes capaces de bloguear la infeccion

por CMV en fibroblastos y en células epiteliales.

3. Describir la cinética de los anticuerpos neutralizantes en receptores de trasplante
CMV seropositivos en relacion a la de la inmunidad celular y su relacién con el

nivel de replicacion viral en este grupo de pacientes.

4. Definir un punto de corte de respuesta inmune pretrasplante celular y humoral

especifica de CMV con efecto terapéutico a partir del cual el paciente puede

controlar espontdneamente la viremia por CMV.
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V. MATERIALES Y METODOS
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1. Disefio, ambito e inclusién de pacientes

Se disefid un estudio de cohortes prospectivo con inclusion consecutiva de
pacientes trasplantados de érgano sélido (hepatico, renal y hepato-renal) de riesgo
intermedio de infeccion y enfermedad por CMV. El estudio multidisciplinar se llevo a
cabo en el Hospital Universitario Virgen del Rocio (HUVR) en Sevilla, previa aprobacion
por el Comité Etico de Investigacion Clinica del HUVR, con dos periodos de inclusion
de pacientes, desde enero de 2012 y hasta mayo de 2013 y desde julio de 2015 a octubre
de 2016. Todos los pacientes incluidos fueron mayores de 16 afios, con serologia
pretrasplante positiva para CMV, trasplantados de rifion y/o higado durante el periodo de
inclusion y que tuvieran una supervivencia tras el trasplante superior a 14 dias. Pacientes
que no dieron su consentimiento informado por escrito para participar en el estudio o
aquellos que recibieron tratamiento de induccion con timoglobulina (no aplicable para el
estudio piloto, con una cohorte de 23 pacientes R+ TOS, incluido en esta tesis), fueron

excluidos del estudio.

2. Definiciones

El receptor de 6rgano solido de riesgo intermedio de infeccion y enfermedad por
CMV se define como aquel con serologia pretrasplante positiva frente a CMV que recibe
un érgano de un donante con serologia frente a CMV bien sea positiva 0 negativa v,

ademas, que no haya recibido tratamiento de induccién con timoglobulina.

Los siguientes términos fueron definidos segin las recomendaciones de
SET/GESITRA-SEIMC/REIPI para el manejo de la infeccién por citomegalovirus en
receptores de TOS, basados en las definiciones publicadas por Ljungman et al. y las guias

de consenso internacional (99, 222).
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Infeccion o replicacion por CMV: aislamiento del virus o deteccidn de proteinas
virales (antigenemia) o ADN/ARN de CMV en liquido corporal o tejido.
Viremia por CMV: Deteccion de CMV en sangre de un paciente

Enfermedad por CMV: Evidencia de sintomas o signos (sindrome viral o
enfermedad de drgano), la mayoria de veces acompafiado con deteccion de
infeccion por CMV en sangre. El sindrome viral se define como la presencia de
fiebre (>38 °C) asociado a leucopenia, trombocitopenia 0 incremento de
transaminasas.

Profilaxis universal: Administracion de farmaco antiviral efectivo para prevenir
el desarrollo de la infeccion o enfermedad por CMV en pacientes de riesgo.
Tratamiento anticipado: administracion de tratamiento antiviral en pacientes sin

sintomatologia clinica relacionada con la infeccion por CMV.

Monitorizacion y sequimiento de los pacientes

Todos los pacientes incluidos se monitorizaran clinica e inmunovirolégicamente

hasta 12 meses postrasplante.

En lo que respecta al seguimiento inmunoviroldgico, la monitorizacion de la

replicacion viral se realiz6 sobre un tubo EDTA, mediante PCR cuantitativa con la

siguiente periodicidad: cada 2 semanas desde el dia +14 hasta el dia +100 postrasplante,

mensualmente desde el dia +101 hasta el dia +365 postrasplante o en cualquier momento

si existe sospecha clinica. Con respecto a la monitorizacion de la respuesta inmune

celular, se realiz6 sobre un tubo de Heparina de litio, mediante citometria de flujo, previa

tinciobn de marcadores extracelulares (CD3, CD4, CD8 y CD69) y citoquinas

intracelulares (IFN-y), con la siguiente periodicidad: en el momento anterior al trasplante,
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cada 15 dias hasta el tercer mes y mensualmente desde el mes 3 hasta el 12 y al
diagnostico de la enfermedad por CMV. Respecto de la monitorizacion de la respuesta
inmune humoral, se realiz6 sobre un tubo EDTA, mediante ensayo de
microneutralizacion para medir el titulo de anticuerpos neutralizantes en suero con la
siguiente periodicidad: en el momento anterior al trasplante, tras cada episodio de
replicacion y al final de seguimiento. En los pacientes sin replicacion viral, ésta se

determinara en los meses 3, 6, 9 y 12 tras el trasplante.

Conforme al seguimiento clinico de los pacientes, se recogieron las siguientes
variables: variables demogréficas (edad y género), factores descriptivos (tipo y etiologia
del trasplante), factores de riesgo (rechazo de injerto, uso de anticuerpos antilinfocitario,
uso de timoglobulina o tipo de inmunosupresion), administracion de tratamiento
anticipado (fecha de inicio y fin de tratamiento, efectos adversos), enfermedad por CMV
(sindrome viral o enfermedad de érgano), duracion de la viremia y supervivencia (tanto

del injerto como del paciente).

4. Determinacion de la serologia frente a CMV

La serologia pretrasplante frente a CMV, tanto del donante como del receptor de
TOS, se realizo en el Servicio de Microbiologia del HUVR mediante inmunoensayo de

electro-quimioluminiscencia (ECLIA, Roche).

5. Determinacion de la carga viral de CMV

Se considerd un episodio de replicacion al periodo con viremia detectable por

encima del limite de deteccion del ensayo hasta el primer resultado negativo. La
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administracion de tratamiento anticipado se hizo de acuerdo a: infeccidn sintomatica o
cargas virales por encima del punto de corte de 3983 Ul/ml descrito previamente por

nuestro grupo (164).

La determinacion de la carga viral de CMV en plasma se realizo en el Servicio de
Microbiologia del hospital, usando Quant CMV LightCycler® 2.0 PCR Kit (Roche
Diagnostics) desde Enero a Abril de 2012, COBAS Ampliprep/COBAS Tagman CMV
test (Roche Diagnostics) desde Abril de 2012 hasta Diciembre de 2015 y COBAS 6800
(Roche Diagnostics) desde Diciembre de 2015 hasta Octubre de 2017. Los resultados
fueron estandarizados y expresados en unidades internacionales por mililitro (Ul/ml)
usando la “WHO International Standard for Human CMV for Nucleic Acid Amplification

Technique (National Institute for Biological Standards and Controls, NIBSC 09/162)".

6. Determinacion de la inmunidad celular especifica frente a CMV

La inmunidad de células T especifica de CMV fue caracterizada in vitro mediante
tincion extracelular de receptores de membrana e intracelular de citoquinas, en respuesta
aun estimulo antigénico, siguiendo el siguiente procedimiento: primero, se estimulan 500
ml de sangre completa (dentro de las 4h primeras tras la extraccion) con 1 mg/ml de cada
mezcla de peptidos de CMV procedente de las proteinas pp65 y IE1. Las muestras no
estimuladas fueron usadas como control negativo, mientras que las muestras estimuladas
con 1,5 mg/ml de ionomicina de Streptomyces y 25 ng/ml de PMA (del inglés, 4-alpha-
phorbol 12-myristate 13- acetate; Sigma Aldrich) fueron usadas como control positivo.
Las muestras fueron coestimuladas con 1 mg/ml de CD28/CD49d (Becton Dickinson) y
se afadio 10 mg/ml de Brefeldina A (Becton Dickinson) para evitar la secrecion de

citoquinas. Las muestras fueron incubadas 4 horas a 37°C y 5% de COg, seguido de una
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incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente con 5 ml una solucion de lisis (FACS
Lysis (Beckton Dickinson)) para lisar los eritrocitos presentes en la muestra de sangre.
Las células fueron lavadas con PBS (del inglés, Phosphate Buffered Saline pH 7.2, Gibco
Thermo Fisher Scientific) y se procedio a la tincion de receptores de superficie incubando
durante 30 minutos en oscuridad con los siguientes anticuerpos antihumanos: PE anti-
CD69 (0,04 mg/ml), Alexa Fluor® 700 anti-CD3, PerCP/Cy5.5 anti-CD4 (0,1 mg/ml) y
APC/Cy7 anti-CD8 (0,1 mg/ml). Tras la fijacion con 50 pl del reactivo IntraPrep 1
(Beckton Dickinson) durante 15 minutos, se lavaron las células con PBS y se
permeabilizaron con 50 pl del reactivo IntraPrep 2 durante 1 minuto. Para la tincion
intracelular, se uso el anticuerpo anti-humano FITC anti-IFN-y (0,05 mg/ml). Tras
incubar durante 15 minutos, las células fueron de nuevo lavadas y resuspendidas en 300
ul de PBS. Treinta mil eventos de células CD3" sobre la poblacién total de linfocitos
fueron analizados en el citometro de flujo LSR Fortessa. Los porcentajes de células
activadas CD4* y CD8" fueron normalizados al control negativo. Las muestras fueron
consideradas positivas cuando el %CD8"CD69IFN-y" fue >0.25% en dos muestras

consecutivas.

7. Determinacion de la inmunidad humoral especifica frente a CMV mediada

por anticuerpos neutralizantes

El titulo de anticuerpos neutralizantes fue caracterizado por ensayo de
microneutralizacion. Primero, se inactiva el suero y se realizan diluciones seriadas %2 en
DMEM (del inglés, Dulbecco’s modified eagle’s médium) (desde 1/5 a 1/2560). Se
incubaron 50 ul de cada dilucién con 50 ul de DMEM con CMV (cepas BADUL131-Y4

0 AD169) a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,1 durante 2 horas a 37 °C y 5% de
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COo». La mezcla de virus y suero se afiade a una monocapa confluente de células (30.000
células por pocillo, sembradas el dia anterior a la infeccion) y se afiaden los
correspondientes controles positivos (células infectadas) y negativos (células sin
infectar). Tras 48h de incubacion, se lavan las células y se fijan con PBS:Acetona (1:4)
para posteriormente comenzar con la tincion de células usando anticuerpos monoclonales
anti-IE1 de CMV (MAB810R CMV, Clone 8B1.2, Millipore), diluido 1:2000 en 5% de
leche en PBS e incubados durante 1h a 37 °C. Tras esto, afiadimos el anticuerpo
secundario (HRP-conjugated horse anti-mouse 1gG secondary antibody (Cell Signaling))
diluido 1:1000 y dejamos incubar durante 1 hora. Una vez realizados los lavados
correspondientes con PBS para eliminar los restos de anticuerpos secundarios en leche,
se afiade el sustrato de la peroxidasa HRP, durante 5-10 minutos, que produce una
reaccion colorimétrica de color azul hasta que se afiaden 50 pl de &cido sulfurico 1N para
parar la reaccion y poder medir la absorbancia a 450 nm. Definimos el titulo de
anticuerpos neutralizantes como el titulo en suero que es capaz de reducir el 50% o mas
de la infectividad del virus comparado con el control de infeccion usando la siguiente
ecuacion: ((DO media de celulas VC) — (DO media de células CC)) / 2, donde DO es la
absorbancia o densidad optica, VC es el control virico y CC es el control celular. Los

experimentos fueron realizados por duplicado para cada paciente y muestra.

8. Andlisis estadistico

Se llevo a cabo un analisis descriptivo de las variables. Las variables categoricas
fueron analizadas mediante el test de Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher. Las
variables continuas fueron analizadas mediante el test de la t de Student, test de Welch o

test de Mann-Whitney-Wilcoxon. Las correlaciones bivariadas entre variables
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cuantitativas fueron expresadas mediante el coeficiente de correlacion de Pearson o
Spearman, segun aplique. La asociacion fue expresada mediante odds ratio (OR) + un
intervalo de confianza del 95% (95% IC). La asociacion fue considerada estadisticamente
significativa cuando los valores de P estuvieron por debajo de 0,05. Los puntos de corte
para el titulo de anticuerpos neutralizantes y la respuesta inmune celular especificos de
CMV potencialmente predictivos de evolucion clinica fueron inicialmente explorados
mediante un andlisis en arbol de clasificacion y regresion (CART, CART Software 8.0,
Salford Systems). Para el analisis del impacto independiente de los titulos de anticuerpos
neutralizantes especificos de CMV en la viremia por CMV <1000 Ul/ml, se realiz6 un
analisis univariante de las variables asociadas. Los modelos de regresion logistica
multivariante fueron usados para: a) evaluar los posibles factores confusores del impacto
de la inmunidad celular especifica de CMV en la indicacién de tratamiento anticipado o
en la presencia de viremias por CMV >2000 Ul/ml y b) evaluar la asociacién
independiente entre los puntos de corte de la respuesta inmune celular y de anticuerpos
neutralizantes especificos de CMV, otras variables seleccionadas en el analisis CART
(género y trasplante de rifion) y el desarrollo de viremias >1000 Ul/ml. Las interacciones
potenciales entre variables fueron estudiadas y sélo aquellas con un efecto significativo
fueron introducidas en el modelo final. La capacidad predictiva del modelo de regresion
logistica fue calculada mediante curva ROC (del inglés, Receiver-operator characteristic
curve). Los factores confusores potenciales y las interacciones fueron introducidas en el
modelo si el valor de P en el univariante era <0,20 o si el valor de P en el bivariante era
<0,05. En todos los andlisis estadisticos, las condiciones de aplicacion fueron
comprobadas para ser aplicadas en cada test. Para evitar la multicolinealidad, el valor del
factor de inflacion de la varianza (VIF) fue calculado. Todos los anélisis fueron realizados

usando SPSS 18.0 (SPSS, Chicago, IL).
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VI. RESULTADOS
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La publicacion de una parte de esta tesis, concretamente, el contenido susceptible
de publicacidn que afecta al apartado Resultados y a los Articulos 1y 2 del Anexo
I, se demoraré debido a que se prevé su publicacion en los proximos meses. Por
tanto, se ha solicitado una demora de 12 meses minima para su publicacion desde

su defensa y aprobacion.

Articulo 1

Impact of pre-transplant CMV-specific T-cell immune response in the
control of CMV infection after solid organ transplantation: a prospective cohort
study. Molina-Ortega, Alejandro; Martin-Gandul, Cecilia; Mena-Romo,  Juan;
Rodriguez-Hernandez, Maria J; Sufier, Marta; Bernal, Carmen; S&nchez, Magdalena;

Sanchez-Céspedes, Javier; Pérez-Romero, Pilar; Cordero Elisa.

Manuscrito en segunda revision, remitido a la revista Clinical Microbiology and

Infection.

Articulo 2

Impact of pre-transplant antibodies neutralizing epithelial cell infection in
solid organ transplant recipients at intermediate risk for CMV infection. Alejandro
Molina-Ortega, Cecilia Martin-Gandul, Marta Sufier, Belén Gutiérrez-Gutiérrez, Juan
Damian Mena-Romo, Pilar Blanco-Lobo, Maria Jests Rodriguez-Hernandez, Carmen
Bernal, Magdalena Séanchez, Javier Sanchez-Ceéspedes, Pilar Pérez Romero, Elisa

Cordero.

Manuscrito enviado a Clinical Infectious Diseases.
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VII. DISCUSION
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La discusiéon de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se detalla a

continuacion:

Papel de la inmunidad celular especifica de CMV en el control de la infeccion y

enfermedad por CMV en receptores de TOS R+ que reciben tratamiento anticipado

La combinacidn del estatus serologico frente a CMV del donante y del receptor
utilizada en el pretrasplante para establecer el riesgo de desarrollar infeccion por CMV
en el postrasplante podria no ser suficiente por los siguientes motivos. En primer lugar,
existe una discordancia en los datos de serologia e inmunidad celular pretrasplante ya que
solo un tercio de los pacientes R+ TOS con serologia pretrasplante positiva frente a CMV
presentan una respuesta celular especifica frente a CMV antes del trasplante. La
proporcidon de pacientes con inmunidad celular positiva en el pretrasplante varia en
funcién del estudio, oscilando entre el 30% y el 70%, aproximadamente (51, 210, 218,
223-226). Esta oscilacion podria ser debida a diferencias entre los métodos utilizados
para determinar la inmunidad celular, asi como de los puntos de corte establecidos como

positivos para cada uno de los métodos utilizados.

En un estudio previo a la realizacion de esta tesis publicado por nuestro grupo, se
demostro que la evolucion de la respuesta inmune celular especifica frente a CMV tras el
trasplante tenia una clara relacion con la inmunidad celular previa al trasplante (51). De
hecho, todos los pacientes con inmunidad celular pretrasplante también tenian inmunidad
celular detectable tras el trasplante. Estos hechos estan en concordancia con los mostrados
en esta tesis, ya que encontramos que en los pacientes con inmunidad celular pretrasplante
especifica frente a CMV, a pesar de detectarse un descenso en los niveles de células T
CD8'CD69*INFy" durante los primeros dias tras el trasplante, todos los pacientes

desarrollaron inmunidad celular durante los dos primeros meses postrasplante. En
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cambio, la evolucion de la respuesta inmune celular en pacientes sin inmunidad celular
pretrasplante es claramente diferente, recordando a la cinética observada en pacientes de
alto riesgo de infeccion por CMV (R-/D+) (194, 195), ya que tan sélo el 46% de los
pacientes sin inmunidad pretrasplante adquieren inmunidad celular en el postrasplante, y
esta se detecta de manera mas tardia, con una deteccion posterior a los 3 meses tras el

trasplante.

Asi pues, los receptores de TOS R+ con inmunidad celular pretrasplante negativa
podrian considerarse como de alto riesgo y se beneficiarian de recibir tras el trasplante
bien tratamiento frente a la infeccion por CMV consistente en profilaxis universal o bien
tratamiento anticipado acompafiado de una monitorizacion més estrecha a lo largo del
trasplante, dado que se prevé que estos pacientes desarrollen inmunidad celular de forma
mas tardia en comparacion con los pacientes con inmunidad celular pretrasplante y, por
tanto, podrian estar mas expuestos al desarrollo de infeccion por CMV. Seria necesario
ampliar los resultados existentes a través de ensayos clinicos aleatorizados para confirmar

esta hipdtesis.

Del mismo modo, a pesar de que no pudimos estudiar y analizar en profundidad
la relacion entre la respuesta de células T especificas de CMV vy el desarrollo de
enfermedad, por la baja incidencia de ésta Gltima en los receptores de TOS R+, todos los
pacientes que presentaron enfermedad por CMV carecian de una respuesta inmune celular
pretrasplante especifica frente a CMV, resultados muy semejantes a los obtenidos por
Mena-Romo et al. Como consecuencia de la baja incidencia de enfermedad en la cohorte
estudiada, decidimos utilizar como marcador subrogado de enfermedad, el desarrollo de
viremias de alto grado (>2000 Ul/ml) y la indicacion de tratamiento antiviral. Asi pues,
y en consonancia con estudios previos (51), encontramos una asociacion estadisticamente

significativa e independiente de otros factores confusores, entre la presencia de
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inmunidad celular pretrasplante y el desarrollo de viremias >2000 Ul/ml o la indicacion

de tratamiento antiviral.

Varios estudios han demostrado que existe una asociacién de la respuesta inmune
de células T especifica de CMV con el aclaramiento espontaneo de la viremia por CMV
en receptores TOS R+ (51, 185, 193, 195, 218, 227). Sin embargo, un porcentaje
significativo de pacientes (que varia segun los estudio entre el 3% y el 19%) con respuesta
inmune celular desarrolla infeccion y enfermedad por CMV en el postrasplante (51, 119-

122, 164, 228).

A pesar de que la inmunidad celular postrasplante, considerado como el porcentaje
de células T CD8"CD69" productoras de IFNy >0,25%, se asocid de forma independiente
con el control espontaneo de la infeccion por CMV, este factor por si s6lo no mostré ser
un factor de prediccién valido para delimitar qué pacientes controlaran o no la infeccion.
El area bajo la curva (AUC; del inglés, Area Under the Curve) resultd ser bajo y el valor
predictivo negativo (VPN) y el valor predictivo positivo (VPP) de esta determinacion no
fueron lo suficientemente altos para validar este factor. EI aumento del punto de corte
utilizado de inmunidad celular a valores de porcentaje de células T CD8'CD69*
productoras de IFNy superiores a 0,25% no mejoré la capacidad de prediccion de este
valor ya que se obtuvieron valores de AUC, VPN y VPP muy bajos. El punto de corte
empleado deberia ser lo suficientemente restrictivo para asegurar que la inmunidad
celular sea capaz de proporcionar proteccion frente a la infeccion y enfermedad por CMV
y que no sea lo suficientemente alto como para inducir la administracion de tratamiento

anticipado en pacientes que pueden controlar por si solos la infeccion.
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Estos resultados sugieren que deben existir otros factores ademas de la inmunidad
celular especifica frente a CMV que podrian estar implicados en el control de la viremia

por CMV.

Papel de la inmunidad humoral en el control de la infeccion y enfermedad por CMV

El impacto de la respuesta humoral, mediada por anticuerpos neutralizantes, en el
control de la infeccion por CMV apenas ha sido estudiado. La mayoria de datos
disponibles en relacion a la actividad de anticuerpos neutralizantes han sido llevados a
cabo en modelos in vitro usando fibroblastos humanos, sin embargo CMV infecta
también a un numero variado de tipos celulares como son las celulas epiteliales,
endoteliales, células del musculo liso y macrofagos, siendo de especial relevancia las
células epiteliales ya que representa la primera barrera de infeccion por CMV a partir de
la cual se disemina a otras células, tejidos u 6rganos (28). Una de las cepas de CMV,
modificada para su uso en laboratorios de investigacion, mas usada en modelos de
fibroblastos de infeccion por CMV para el estudio de anticuerpos neutralizantes es la cepa
AD169 (4), la cual ha sido ampliamente utilizada en modelos de infeccion por CMV de
fibroblastos. Sin embargo tiene la peculiaridad de no poder infectar células epiteliales ya
que contiene una mutacién que implica un cambio en la pauta abierta de lectura del locus
UL128-131, haciendo que el complejo pentamérico gH/gL/pUL128-131a no sea
funcional y, por tanto, le impide el reconocimiento del receptor en la célula epitelial y la
formacion del complejo de infeccion (229). Por tanto, la mayoria de los resultados
descritos sobre anticuerpos neutralizantes especificos de CMV estan realizados en
fibroblastos. En este contexto, se han publicado resultados discordantes entre ellos el
estudio de Chou et al. en el que no encontraron una asociacion entre los niveles altos de
anticuerpos neutralizantes capaces de bloquear la infeccion en fibroblastos y las viremias

por CMV (206). Sin embargo, en otro estudio observaron que en pacientes D+/R- que
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desarrollaban enfermedad por CMV carecian de respuesta de anticuerpos neutralizantes
(207). En estudios previos ademas se demostré que los niveles de anticuerpos
neutralizantes capaces de bloquear la infeccion de fibroblastos no tenian valor clinico en
la prediccion de control de la infeccion (209), por este motivo se descartd la
determinacion de los anticuerpos neutralizantes en el modelo de fibroblastos y se llevé a

cabo solo en células epiteliales.

En esta tesis presentamos un estudio en el que hemos determinado en muestras
pretrasplantes los niveles de anticuerpos neutralizantes capaces de bloquear la infeccion
en células epiteliales humanas (AbNEI) y demostramos que, en pacientes R+ TOS, el
tener un titulo pretrasplante de AbNEI especificos de CMV >640 previene del desarrollo
de viremias con cargas virales pico >1000 IU/ml en el 95% de los casos, punto de corte
similar al ya obtenido por Blanco-Lobo et al. en receptores de TOS de alto riesgo de
infeccion por CMV (194). De esta manera, hemos demostrado por primera vez una
asociacion directa entre el nivel de AbNEI pretrasplante y el riesgo de infeccion por CMV
tras el trasplante en pacientes R+ TOS de riesgo intermedio de infeccién por CMV,
revelando su posible utilidad clinica para estratificar el riesgo de infeccién por CMV

postrasplante.

La mayoria de pacientes (81%) con un titulo de AbNEI >640 en el pretrasplante
mantiene la inmunidad de anticuerpos en el postrasplante, que se asocia a proteccion
frente a la enfermedad por CMV ya que ningln paciente con titulo de AbNEI >640
desarroll6 enfermedad por CMV postrasplante. Estos resultados estan en concordancia
con los ya publicados por nuestro grupo en una cohorte de receptores de TOS de alto
riesgo (194), donde ninguno de los pacientes con un titulo de AbNEI superior a 480
desarroll6 enfermedad por CMV. Otro dato a destacar al comparar los resultados

analizados esta tesis con los obtenidos anteriormente por nuestro grupo en receptores de
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alto riesgo es la deteccion de la respuesta inmune postrasplante. En los receptores de TOS
de alto riesgo, el 90% de los pacientes llegan a final de seguimiento con una respuesta
inmune celular positiva, mientras este porcentaje fue menor en el 65% de los pacientes
R+ TOS, que podria estar relacionado con el aumento del punto de corte para inmunidad
celular (0,25% vs. 0,35%). Sin embargo, no ocurre lo mismo con la inmunidad humoral,
donde observamos que, mientras que el 80% de los pacientes R+ posee un titulo de
ADbNEI >640 al séptimo mes postrasplante, tan solo el 35%, aproximadamente, de los
pacientes de alto riesgo consigue tener una respuesta de AbNEI superior a 480, que podria

estar relacionado con el contacto previo del virus en la poblacion de pacientes R+ TOS.

Impacto de la respuesta inmune celular y humoral especifica en el control

espontaneo de la infeccion por CMV en el receptor de TOS

Como mencionamos anteriormente, se ha sugerido la posibilidad de que ademas
de la inmunidad celular especifica frente a CMV otros componentes del sistema
inmunoldgico puedan estar implicados en el control de la viremia, como la respuesta
mediada por anticuerpos neutralizantes. Hasta la fecha, muy pocos son los estudios que
han estudiado el efecto de estas dos variables en conjunto, inmunidad celular y
anticuerpos neutralizantes especificos de CMV, en el control de la infeccion por CMV
(194), y tampoco se han podido establecer asociaciones independientes entre dichas
variables y el desarrollo de infeccion por CMV postrasplante. Durante el desarrollo de
esta tesis hemos analizado y evaluado de forma conjunta la respuesta de anticuerpos
neutralizantes y de células T especificas de CMV a través de un analisis de clasificacion
y regresion en arbol (CART). Mediante este analisis exploramos los siguientes puntos de
corte en el pretrasplante potencialmente predictivos de evolucion clinica en pacientes R+
TOS a) el titulo de anticuerpos neutralizantes y b) la respuesta de células T especificas de

CMV. Del resultado de este analisis es importante destacar los siguientes aspectos. En
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primer lugar que la primera variable seleccionada, y como tal la que mayor relevancia
tiene en el control de la infeccion por CMV, fue el titulo de anticuerpos neutralizantes,
independientemente de la respuesta inmune celular especifica. En segundo lugar, se
pudimos establecer puntos de corte tanto de anticuerpos neutralizantes como de
inmunidad celular especificos de CMV que permitian identificar pacientes con mayor
riesgo de presentar viremias superiores a 1000 Ul/ml. Por altimo, también identificamos
que el control espontaneo de la viremia tenia relacion con el tipo de 6rgano trasplantado
y con el género del paciente. De esta manera encontramos que, mas del 90% de los
pacientes que tienen un titulo pretrasplante de AbNEI >640, aquellos que tienen un titulo
pretrasplante de AbNEI <640 y un %CD8"CD69"IFN-y*>0,35 (sin tener en cuenta el tipo
de trasplante), o ser mujer trasplantada de riidn con una respuesta de anticuerpos
neutralizantes <640 y un %CD8'CD69IFN-y" <0,35 pretrasplante, controlan
espontaneamente la infeccion por CMV en el postrasplante. Por el contrario, pacientes
con una respuesta de anticuerpos neutralizantes <640 y un %CD8*CD69IFN-y* <0,35,
los trasplantados hepaticos y los trasplantados varones (sélo en el caso del trasplante
renal) desarrollan viremias en aproximadamente el 40% de los casos, con cargas virales
pico >1000 Ul/ml. Asi pues, estos datos sugieren que en este grupo de pacientes, aun
siendo clasificados como pacientes con riesgo intermedio en funcién de su estatus
seroldgico pretrasplante, seria recomendable un seguimiento més cercano de la evolucion

de la viremia por CMV tras el trasplante.

Estos datos fueron confirmados a través de un analisis multivariante, donde aquellos
pacientes con niveles de anticuerpos neutralizantes >640 presentaban mayor ratio de
oportunidad de desarrollar viremias <1000 Ul/ml (OR (1C95%) 29,59 (2,47-354,54))
respecto del resto. La capacidad predictiva del modelo de regresion logistica también fue

confirmada a través de una curva ROC, demostrando la validez de los resultados
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obtenidos. EI modelo desarrollado mejora significativamente el modelo en el que solo se
incluye la inmunidad celular especifica de CMV sugiriendo la importancia de los

anticuerpos neutralizantes en el control de la infeccién por CMV.

Género y riesgo de infeccién por CMV

En los dltimos afnos, se ha demostrado que la respuesta inmune puede verse
influenciada en funcion del género de los pacientes estudiados (230). La relacion entre
el sexo y la enfermedad por CMV apenas ha sido estudiada puesto que, al igual que
ocurria en nuestra serie, esta variable no suele relacionarse con la infeccién por CMV en
el andlisis bivariante y rara vez es introducida en modelos multivariantes (231). Existen
pocos estudios en los que se esta variable haya sido analizada. Freeman et al. mostraron
que las mujeres receptores de TOS tenian una mayor predisposicion a desarrollar
infeccion o enfermedad por CMV respecto a los hombres (232). Sin embrago, otros
autores no estan de acuerdo ya que, aunque se ha publicado una mayor incidencia de
infeccion por CMV en mujeres, podria justificarse en base a los siguientes hechos: a) no
haber incluido el género como variable en el analisis multivariante cuando no se habia
encontrado asociacion significativa en el analisis bivariante (231), b) diferencias en el
tipo de poblacidn de trasplante estudiada (trasplante alogénico vs. TOS) (231), ¢) tamafio
muestral pequefio (233), d) diferencias inmunologicas basadas en el sexo (230), e) no
realizar analisis multivariante (234) o f) diferencias en el punto final primario estudiado

(sepsis vs. infeccion por CMV y enfermedad) (235).

En nuestro estudio, ser mujer trasplantada de rifion se asoci6 de manera
independiente con la proteccion frente al desarrollo de viremias >1000 Ul/ml, hecho que
puede ser explicado debido a que las mujeres tienden a mostrar una mejor respuesta de

anticuerpos gue los hombres, ademas de un mayor nimero de células B y mayores niveles
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de inmunoglobulinas y un aumento de la expresion de los genes en las células B (236-

238).

Relacion entre la terapia de induccién con basiliximab y la infeccion por CMV

Durante los ultimos afios, los avances en los regimenes de inmunosupresion y en
el tratamiento de los episodios de rechazo agudo han mejorado considerablemente la
supervivencia del injerto tras el trasplante (239-241). Sin embargo, la terapia para el
rechazo agudo incrementa el riesgo de infecciones oportunistas, como las infecciones por
herpes virus (242). Pacientes con terapia para el rechazo agudo tienen hasta 13 veces méas
riesgo de recibir tratamiento anticipado para infecciones por CMV (243). La terapia de
induccion con timoglobulina también ha sido asociada con la infeccion y enfermedad por
CMV (137, 244), por este motivo y dado que descienden los niveles de células T en el
receptor TOS, se aconseja recibir profilaxis universal para el tratamiento de la infeccion
por CMV (149). Sin embargo, el uso de basiliximab no produce ningun cambio en la
estrategia profilactica (149). A pesar de que los pacientes que recibian tratamiento para
evitar el rechazo agudo con rATG fueron excluidos en este estudio, conseguimos
demostrar mediante analisis multivariante la asociacion independiente de la induccién
con basiliximab y el inicio de la terapia antiviral, presentando un riesgo 2,5 veces mayor
aquellos pacientes que recibian basiliximab como terapia de induccion. Aunque la
mayoria de estudios publicados asocian un menor riesgo de infeccion por CMV con el
uso de basiliximab en comparacion con rATG (245), el riesgo de infeccion sigue siendo

considerable.
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Discusion de otros resultados relacionados con esta tesis

Papel de la inmunidad celular especifica de CMV en el control de la infeccion y
enfermedad por CMV en pacientes que reciben induccion por timoglobulina y

profilaxis para CMV

En el presente estudio se ha analizado el papel de la respuesta inmune celular
especifica frente a CMV en el pretrasplante en pacientes con TOS de riesgo intermedio
R+, nuestros resultados indican que los pacientes que en el pretrasplante tienen respuesta
celular especifica frente a CMV desarrollan mas precozmente la inmunidad celular
postrasplante, alcanzando mayores niveles de células T CD8"CD69IFN-y* respecto a
aquellos sin inmunidad celular pretrasplante. Estos resultados sugieren que la
monitorizacion de la respuesta inmune celular pretrasplante junto con la serologia de
CMV podria ser de utilidad para la estratificacion del riesgo de infeccion por CMV tras
del trasplante. Estos datos pudieron ser corroborados en un estudio realizado en paralelo
por nuestro grupo en el que se estudio en una cohorte similar de receptores de TOS a los
que se les administrd terapia de induccion con rATG para evitar rechazo agudo y se le
administro profilaxis universal para evitar la infeccién por CMV durante los primeros 100
dias postrasplante. Los resultados obtenidos en los pacientes de esta cohorte sugieren la
hipdtesis de que aquellos pacientes con inmunidad celular pretrasplante se les podrian
proponer el tratamiento anticipado como tratamiento de los eventos de infeccion por
CMV tras el trasplante en lugar de la profilaxis universal. Sin embargo, seria necesario
realizar ensayos clinicos randomizados con un mayor tamafio muestral para verificar esta

hipotesis.

Previamente al trabajo presentado en esta tesis se llevd a cabo en nuestro grupo,

se estudié una cohorte de receptores de TOS seropositivos (sin induccion por
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timoglobulina) y mas del 90% de los pacientes con respuesta inmune celular pretrasplante
alcanzaron una respuesta inmune celular al mes postrasplante (51). Ademas, tener
inmunidad positiva constituye un factor de proteccion frente al desarrollo de viremias de

alto grado y tratamiento anticipado.

Aunque otros estudios han demostrado tambien, utilizando ensayos como
QuantiFERON-CMV o ELISPOT (118, 210), que los pacientes con inmunidad celular
pretrasplante positiva especifica frente a CMV tienen menor riesgo de infeccién por CMV
tras el trasplante respecto a aquellos con inmunidad celular pretrasplante negativa, nuestro
laboratorio ha sido pionero en el andlisis de la respuesta inmune celular especifica frente
a CMV utilizando citometria de flujo antes y después del trasplante en pacientes que
reciben induccion con timoglobulina y profilaxis frente a la infeccion por CMV. Sin
embargo, nuestros resultados demuestran que mas del 40% de los pacientes tienen
respuesta inmune celular durante el periodo de tratamiento profilactico. Existen datos
similares en un estudio en receptores de TOS de alto riesgo publicado en el que se usé
QuantiFERON-CMV para determinar la respuesta inmune celular, en el que
aproximadamente el 27% de los pacientes tenian respuesta inmune celular en el momento

de la suspension de la profilaxis (193).

Ademas, nuestros datos demuestran que los pacientes con inmunidad
pretrasplante no desarrollan episodios de infeccion en el postrasplante. De hecho aunque
se ha relacionado el uso de induccion con timoglobulina con mayor riesgo de infeccion
por CMV. En un ensayo clinico randomizado que incluyé a mas de 600 pacientes
trasplantados renales, no se pudo relacionar la induccion por rATG con una mayor
incidencia de infeccion por CMV en comparacion con otras terapias de inmunosupresion

(138). Por tanto, no esta del todo claro si el incremento en la incidencia de infeccion por
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CMV podria estar relacionado con el uso de timoglobulina y, consecuentemente, estos

pacientes podrian no ser pacientes de alto riesgo de infeccion por CMV.

Se ha analizado el impacto de agentes como el basiliximab o la timoglobulina en
la respuesta inmune de células B y T en pacientes trasplantados renales (246, 247).
Concretamente en un estudio se evalud la respuesta inmune frente a la vacunacion por
influenza en pacientes que recibian basiliximab vs. rATG y no se encontraron diferencias
significativas en la respuesta entre ambos grupos (247). Otros estudios han evaluado el
efecto de la reconstitucion tras el trasplante de la inmunidad celular especifica frente a
CMV en pacientes R+ que reciben tratamiento anticipado y tampoco encontraron

diferencias significativas en aquellos que recibian terapia de induccion (139, 248).

Por tanto, y en base a los resultados expuestos la induccion por timoglobulina
tendria un impacto limitado en la recuperacion de la respuesta inmune especifica de CMV

y en la incidencia de infeccion por CMV.

La presente tesis tiene las siguientes limitaciones:

En primer lugar, en esta tesis se ha demostrado el papel de la respuesta inmune
celular y de anticuerpos neutralizantes determinados en el pretrasplante sobre el control
de la infeccion por CMV postrasplante. Sin embargo, dichas determinaciones fueron
realizadas el dia del trasplante y no podemos asegurar que otras muestras obtenidas en
tiempos distintos anteriores al trasplante ofrezcan resultados similares, debido a que la
enfermedad terminal del paciente podria afectar a su estado inmunitario y en

consecuencia, a la respuesta inmune celular especifica de CMV.
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En segundo lugar, la tincion intracelular de citoquinas utilizando citometria de
flujo es una técnica dificil de estandarizar en comparacion con otras como el
QuantiFERON-CMV o el ELISPOT. Por tanto, sigue siendo una limitacion para este
estudio la extrapolacion de estos resultados a otros centros por falta de estandarizacién
entre las determinaciones, asi como la complejidad y subjetividad de la técnica para

analizar la respuesta inmune celular especifica frente a CMV.

Debido a la baja incidencia de enfermedad por CMV en esta cohorte no hemos
podido encontrar una asociacion significativa entre tener inmunidad celular o de
anticuerpos neutralizantes especificos de CMV en el pretrasplante y el desarrollo de
enfermedad por CMV tras el trasplante. En este caso, utilizamos como variables
subrogadas de enfermedad por CMV, el desarrollo de viremias de alto grado o la

administracion de tratamiento anticipado.

Por ultimo, los modelos y puntos de corte establecidos en el presente trabajo
respecto a la inmunidad celular y de anticuerpos neutralizantes especificos de CMV solo
podrian aplicarse a pacientes R+ TOS como los descritos en esta cohorte. Su
extrapolacion a otros receptores de trasplante de 6rgano sélido como los receptores de
alto riesgo (D+/R-) 0 en receptores de progenitores hematopoyéticos deberia ser validada

en estudios con otras cohortes externas.

En resumen, los resultados de la presente tesis demuestran por primera vez que
los anticuerpos neutralizantes especificos de CMV capaces de bloguear la infeccion en
células epiteliales tienen un papel principal en el control espontaneo de la viremia por
CMV en receptores de TOS de riesgo intermedio de enfermedad por CMV (R+). Por

tanto, el desarrollo de inmunidad de anticuerpos neutralizantes con titulos superiores a
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640 deberia tenerse en cuenta en los modelos junto con la inmunidad celular especifica
frente a CMV (CD8"CD69*INFy" >0,35%) para definir aquellos pacientes con riesgo
muy bajo de infeccion por CMV vy aquellos con riesgo intermedio. Ademas ambos
factores podrian tenerse en cuenta junto con la serologia en el pretrasplante para definir
el riesgo de infeccién y planificar las estrategias de prevencion de la enfermedad por

CMV postrasplante.
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VIII. CONCLUSIONES

96



La presencia de una respuesta inmune de células T pretrasplante especifica de CMV
es un factor independiente de control espontaneo de la infeccion por CMV en R+ de

TOS.

El desarrollo de una respuesta inmune celular especifica de CMV previa al trasplante
estd relacionada con la deteccion y la evolucion de la inmunidad celular tras el

trasplante.

Teniendo en cuenta que la incidencia de enfermedad por CMV es baja en nuestra
cohorte, todos los pacientes que desarrollaron enfermedad por CMV durante el

seguimiento carecian de respuesta celular especifica frente a CMV en el pretrasplante.

El uso de basiliximab como terapia de induccion es un factor independiente de riesgo

de indicacion de tratamiento antiviral anticipado en pacientes R+ SOT.

En este estudio confirmamos que los niveles de anticuerpos neutralizantes especificos
de CMV capaces de bloquear la infeccion de fibroblastos no tienen relacion clinica

con la evolucion de la infeccion por CMV tras el trasplante.

Los anticuerpos neutralizantes especificos de CMV capaces de bloquear la infeccion

de células epiteliales son el principal factor protector de desarrollo de viremias de alto

grado en receptores de TOS R+.
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7.

10.

11.

Titulos de anticuerpos neutralizantes especificos de CMV capaces de bloquear la
infeccion de células epiteliales <640 es un factor independiente de riesgo de desarrollo

de viremias >1000 Ul/ml.

En pacientes con titulos de anticuerpos neutralizantes capaces de bloquear la
infeccion de celulas epiteliales <640 y una respuesta de células T >0,35%, especificos
de CMV, el riesgo de desarrollar infeccion es menor respecto de aquellos cuya

respuesta de celulas T <0,35%.

Ser receptor de trasplante renal varon, con riesgo intermedio de infeccion por CMV

(R+), se asocio de manera independiente con el desarrollo de viremias >1000 Ul/ml.

A pesar de que la inmunidad celular especifica frente a CMV pretrasplante se asocia
de forma independiente al control espontaneo de la infeccién por CMV, es
insuficiente para definir con VPP y VPN suficientemente elevado pacientes con

riesgo intermedio de enfermedad por CMV.

Tanto la respuesta de anticuerpos neutralizantes de infeccion en células epiteliales
como la respuesta inmune celular especificas de CMV deberian ser consideradas en
el pretrasplante junto a la serologia para identificar el riesgo de infeccion por CMV e
individualizar la terapia preventiva frente a CMV en el postrasplante en pacientes R+

TOS.
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IX. ANEXO 1



La publicacion de una parte de esta tesis, concretamente, el contenido susceptible
de publicacidn que afecta al apartado Resultados y a los Articulos 1y 2 del Anexo
I, se demoraré debido a que se prevé su publicacion en los proximos meses. Por
tanto, se ha solicitado una demora de 12 meses minima para su publicacion desde

su defensa y aprobacion.

Articulo 1

Impact of pre-transplant CMV-specific T-cell immune response in the
control of CMV infection after solid organ transplantation: a prospective cohort
study. Molina-Ortega, Alejandro; Martin-Gandul, Cecilia; Mena-Romo,  Juan;
Rodriguez-Hernandez, Maria J; Sufier, Marta; Bernal, Carmen; S&nchez, Magdalena;

Sanchez-Céspedes, Javier; Pérez-Romero, Pilar; Cordero Elisa.

Manuscrito en segunda revision, remitido a la revista Clinical Microbiology and

Infection.

Articulo 2

Impact of pre-transplant antibodies neutralizing epithelial cell infection in
solid organ transplant recipients at intermediate risk for CMV infection. Alejandro
Molina-Ortega, Cecilia Martin-Gandul, Marta Sufier, Belén Gutiérrez-Gutiérrez, Juan
Damian Mena-Romo, Pilar Blanco-Lobo, Maria Jests Rodriguez-Hernandez, Carmen
Bernal, Magdalena Séanchez, Javier Sanchez-Ceéspedes, Pilar Pérez Romero, Elisa

Cordero.

Manuscrito enviado a Clinical Infectious Diseases.



En esta tesis existe un contrato de cesion de derechos que afecta al siguiente
articulo publicado, por lo que, en sustitucion de este articulo, se hace constar su

referencia bibliogréfica.

Presentacion de otros resultados relacionados con esta tesis

Articulo 3

Transplant Infectious Disease 2018 Jun;20(3):e12883

Kinetic of the CMV-specific T-Cell Immune Response and CMV infection in CMV-
seropositive Kidney transplant recipients receiving anti-thymocyte globulin

induction therapy: A pilot study.

Martin-Gandul C, Perez-Romero P, Mena-Romo D, Molina-Ortega A, Gonzalez-
Roncero FM, Sufier M, Bernal G, Cordero E; Spanish Network for Research in Infectious
Diseases (REIPI)
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