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RESUMEN

Las infecciones viricas por Epstein-Barr (EBV) y Ade-
novirus (AdV) representan una causa significativa de
morbi-mortalidad en pacientes sometidos a un tras-
plante alogénico de progenitores hematopoyéticos
debido al uso de tratamientos inmunomielosupre-
sores y al prolongado periodo de inmunodeficiencia
que generan. Hasta el momento, se ha demostrado
el papel protector post-trasplante de los linfocitos T
CD8+ (CTLs) especificos de EBV y AdV. Sin embargo,
otros factores son cada vez mas importantes en la
regulacion de la reconstitucién y actividad de CTLs
especificos para estos virus, como las diferentes sub-
poblaciones celulares (linfocitos T CD4+, linfocitos T
reguladores, células dendriticas, células Natural Killer,
etc.), mecanismos moleculares de inmunoregulaciéon
y los farmacos administrados al paciente como pro-
filaxis para una posible enfermedad de injerto contra
huésped. El objetivo de esta revision es analizar la im-
portancia de la monitorizacién de la respuesta celular
especifica funcional frente a EBV y AdV en el manejo
de los pacientes post-trasplante.

Palabras clave. Trasplante hematopoyético. Infeccion
virica. Reconstitucién inmune. Virus Epstein-Barr. Ade-
novirus.
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ABSTRACT

Epstein-Barr (EBV) and Adenovirus (AdV) viral infec-
tions represent a significant cause of morbi-mortality
in allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
recipients due to the use of immunomyelosuppressive
treatments and the prolonged period of immunodefi-
ciency that they generate. To date, the post-transplant
protective role of EBV and AdV specific CD8+ T lympho-
cytes (CTLs) has been demonstrated. However, other
factors are increasingly important in regulating the
reconstitution and activity of CTLs specific to these
viruses such as different cell subpopulations (CD4 +
T lymphocytes, regulatory T lymphocytes, dendritic
cells, Natural Killer cells, etc.), molecular mechanisms
of immunoregulation and the drugs administered to the
patient as prophylaxis for a possible graft-versus-host
disease. The aim of this review is to analyze the impor-
tance of monitoring the functional EBV and AdV-specif-
ic cellular response in the management of post-trans-
plant recipients.
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INTRODUCCION

El trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (alo-TPH) es un procedi-
miento terapéutico indicado principalmen-
te en enfermedades congénitas y adquiri-
das que afectan a la médula 6sea. Tanto el
propio proceso del alo-TPH como la terapia
inmunosupresora administrada tras el mis-
mo favorecen la duracién de la deficiencia
inmunitaria en el periodo post-trasplante,
generando en el paciente un microambien-
te 6ptimo para el desarrollo de infecciones.
Concretamente, hasta un 30% de las muer-
tes por infecciones después del alo-TPH es-
tan causadas por virus como Epstein-Barr
(EBV) y Adenovirus (AdV), lo cual esta re-
lacionado con una alteraciéon en la recupe-
racion del nimero y funcién de las células
responsables del control de estas infeccio-
nes viricas, los linfocitos T (LT) especificos
de estos virus!.

La instauracion de protocolos de in-
munoterapia adoptiva con LT especificos
de EBV y AdV ha demostrado ser una op-
cion terapéutica factible y bien tolerada,
que representa un procedimiento rapido
y eficaz para la reconstitucién inmunolo6gi-
ca especifica de estos virus post-TPH2 En
este sentido, Heslop y col describen como,
tras la infusion de LT especificos de EBV
como profilaxis para este virus post-TPH,
ningdn paciente desarrolla sindrome linfo-
proliferativo post-trasplante (SLPT)?. Del
mismo modo para AdV, en pacientes con
enfermedad o viremia post-TPH la trasfe-
rencia de LT especificos de AdV permite el
aclaramiento de la viremia en el 86% de los
pacientes?®. Recientemente se han descrito
novedosas técnicas de edicion del genoma
(CRISPR/Cas9, TALENSs, ZFNs) que pueden
ser aplicadas en el desarrollo de produc-
tos celulares especificos de antigeno para
el manejo terapéutico de infecciones por
EBV®. En este sentido, la terapia con LT
modificados genéticamente para la expre-
sion de receptores antigénicos quiméricos
(CARs) permite generar LT autdlogos capa-
ces de reconocer antigenos de interés sin
requerir restriccién por antigenos de histo-
compatibilidad, conocidos como HLA (del
inglés Human Leukocyte Antigens).
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Una vez infundidos en el paciente, son
capaces de expandirse y generar una me-
moria inmunoldgica®. Estos tratamientos
especificos de virus exigen disponer de
técnicas de laboratorio especificas y con
suficiente sensibilidad para la deteccién
de la respuesta inmunoldgica desarrollada.
Por este motivo, en esta revisién nos pro-
ponemos describir los avances realizados
hasta el momento en la monitorizacién de
los LT especificos de EBV y AdV en este
tipo de pacientes, asi como los componen-
tes celulares o humorales que podrian mo-
dular su recuperacion.

LA RECUPERACION DE LA RESPUESTA
INMUNOLOGICA POST-TPH, UN
PROCESO BIOLOGICO ARDUO

E INTERACTIVO

La reconstitucién inmunolégica des-
pués del alo-TPH estd mediada por multi-
tud de mecanismos celulares y moleculares
complejos y dindmicos que comienzan con
la recuperacion de la inmunidad innata en
las primeras semanas post-TPH. Mientras
que, habitualmente, en el primer mes post-
TPH la subpoblacién de células natural ki-
ller (NK) es la primera en reconstituirse,
la normalizacién de la subpoblacién de LT
CD8+ (CTLs) y la de linfocitos B (LB) puede
requerir hasta un afo, y la de los LT CD4+
(LTh) puede durar hasta los dos anos’. Es
por lo tanto una caracteristica de esta fase,
la inversion del ratio CD4:CD8%. La dura-
cion de este proceso depende, ademaés de
factores intrinsecos del paciente como la
edad, funcionalidad del timo y patologia de
base, de otros factores relacionados con
el propio trasplante como son el tipo de
trasplante, fuente de progenitores hemato-
poyéticos, régimen de acondicionamiento,
compatibilidad HLA donante/receptor y
profilaxis farmacolégica administrada ante
el potencial desarrollo tras el alo-TPH de la
enfermedad injerto contra huésped (EICH)
o de infecciones®. Itzykson y col monitori-
zan setenta y siete pacientes sometidos a
alo-TPH durante veinticuatro meses con el
objetivo de determinar los principales fac-
tores que influyen en la reconstitucion de
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las subpoblaciones linfocitarias LTh, CTLs,
LB, LT reguladores (LTreg) y células NK. Cu-
riosamente, los primeros factores que afec-
tan a la reconstitucién inmunolbgica son
la serologia del citomegalovirus (CMV) ya
que los receptores con serologia positiva
poseen CTLs memoria y la replicacion de
CMV (que desencadena una expansién de
estos LT). En segundo lugar, son también
importantes otros factores secundarios
como la linfopenia y el desarrollo de una
EICH post-TPH".

El érgano fundamental para la recons-
titucién inmunologica de los LT es el timo,
y su funcionalidad condiciona la recupera-
cion de estas células tras el TPH. Los regi-
menes de acondicionamiento utilizados, la
edad avanzada del paciente y el desarrollo
de EICH son devastadores para la funcién
del timo post-TPH!'. Tras realizarse el injer-
to de los progenitores hematopoyéticos en
el paciente, se produce una primera fase de
expansion de los LT memoria (CD45R0O+)
infundidos. La limitacion de esta fase es
que el paciente no recibe con la infusién
LT memoria que aporten inmunidad fren-
te a virus a los que el donante no ha sido
expuesto. Por esta razén, las guias clinicas
recomiendan buscar un donante de acuer-
do al status serolégico del paciente, ya que
cuando la serologia es positiva para am-
bos, la reconstitucién inmune es méas rapi-
da (antes del dia +50), con un riesgo menor
de sufrir reactivaciones viricas!2. Una vez
que el timo del paciente recupera su fun-
cionalidad, se expanden los LT inmaduros
(CD45RA+/CD45R0O-CD27+), derivados de
las células progenitoras del donante, que
poseen un repertorio amplio de receptores
de células T (TCR)!. La duracién de esta
segunda fase depende tanto del daiio reali-
zado al timo durante el trasplante como de
otros factores como son la intensidad del
tratamiento de acondicionamiento, el trata-
miento con glucocorticoides por una EICH
y el desarrollo de infecciones que afectan
a las células epiteliales del timo limitando
la funcionalidad de las mismas. Reciente-
mente se han desarrollado estrategias para
mejorar la funcién del timo post-TPH como
la administracion exdgena de interleuqui-
na-7 (IL-7) que, ademéas de favorecer la ti-
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mopoyesis, aumenta la proliferacién de LT
maduros®,

Las infecciones viricas ocurren habi-
tualmente entre el mismo dia del trasplan-
te y el dia +90 aunque se han observado
reactivaciones posteriores al dia +100
acompanadas de un retraso funcional en
la reconstitucién inmunolégica. Los LT
memoria provenientes del donante o de
células del paciente que han resistido el
régimen de acondicionamiento, son las
esenciales para una respuesta rapida y efi-
caz a una infeccién primaria o reactivaciéon
por EBV y AdV. Sin embargo y sin quitarle
importancia a lo previamente afirmado, la
clave para la recuperacion de la respuesta
inmunolégica post-TPH especifica de virus
son los LT inmaduros ya que proporcionan
el amplio repertorio de TCR necesario para
controlar una amplia variedad de patdge-
nos'*. Recientemente se ha descrito que, al
igual que sucede con los virus, es necesaria
la completa reconstituciéon de la inmunidad
celular T para la disminucién de la inciden-
cia de infeccidn fangica post-TPH',

Después de la fase de neutropenia (a
partir del dia + 30 post-TPH), la aparicion
de una EICH es el principal factor que re-
trasa la recuperacién inmune y favorece
las reactivaciones viricas. Las infeccio-
nes virales tempranas relacionadas con
inmunodeficiencia celular T prolongada
y disfuncién del timo puede indicar EICH
subclinica'®. La prevalencia de estas infec-
ciones depende también de la intensidad
del tratamiento profilactico de EICH que
actia directamente sobre la funcionali-
dad de los LT, siendo estos habitualmente
inhibidores de la calcineurina, como Ci-
closporina o Tacrolimus, y farmacos inmu-
nosupresores como, el Metotrexato. Los
CD4+CD25+Foxp3+ (LTreg) tienen un papel
fundamental en el establecimiento de la
EICH y las alteraciones en su reconstitu-
cion post-TPH contribuyen a este fenéme-
no, asociandose cuadros mas severos de
EICH a un menor ntimero de LTreg!". Existe
una correlacién entre los LTreg y los CTLs
especificos de virus, demostrando que los
LTreg influyen en el microambiente 6ptimo
para la reconstituciéon de la inmunidad fun-
cional'®. Esta subpoblacién inmunoregula-
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dora expresa altos niveles de receptor de
IL-2, por lo que Kennedy-Nasser AA y col
tras administrar IL-2 a pacientes en el pe-
riodo post-TPH, observan una expansion in
vivo de la subpoblacion LTreg regulada, a
su vez, por la expresion de la proteina PD-1
Yy que se asocia a una menor incidencia de
infecciones virales y EICHY.

Por su parte, las células dendriticas
(DCs) son las células presentadoras de an-
tigeno por excelencia cuya funcién consis-
te en capturar células infectadas por virus,
procesarlas y presentar sus antigenos a
los CTLs. Wikstrom y col demuestran que
la EICH induce un defecto funcional en las
DCs que conduce a un fracaso en la genera-
cién de CTLs funcionales especificos de vi-
rus, demostrando como las DCs favorecen
la generacion de una respuesta inmunologi-
ca competente frente a virus®.

La reconstitucion de las células NK post-
TPH es un proceso que puede llevar de tres
a seis meses durante el cual las células NK
CD56%™ maduran expresando el receptor
NKG2C?. Se ha descrito que la presencia
de LT maduros procedentes del donante
favorece la diferenciacién de las células NK
post-TPH?. El retraso funcional en la recons-
titucion inmune post-TPH de estas células
se relaciona con una mayor incidencia de
EICH y mayor riesgo de sufrir infecciones
virales®. La actividad efectora de las célu-
las NK esta regulada por el balance entre
sefales de activacion y de inhibicién como
resultado de la expresién de receptores tipo
inmunoglobulina de las células NK (killer
immunoglobulin-like receptor, KIR).

La interaccion de los receptores KIR
con sus ligandos antigenos leucocitarios
humanos (HLA) de clase I tiene un papel
importante en el control de las infecciones
virales*. La compatibilidad donante/ re-
ceptor en el genotipo de receptores KIR se
ha asociado con una menor incidencia de
reactivaciones viricas por CMV%, Reciente-
mente, se ha demostrado que la expresion
del receptor tirosina quinasa AXL, presente
en DCs, NK y células mieloides, es esencial
para limitar los efectos inmunosupresores
del interfer6n-I (IFN-I) y permitir la induc-
cion de una respuesta optima de LT frente
a virus?®.
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ENFERMEDAD LINFOPROLIFERATIVA
ASOCIADA A EBV: COMPLICACION
CLINICA CONDICIONADA POR UNA
COMPETENTE RECONSTITUCION
INMUNOLOGICA POST-TPH

El EBV es un virus de la familia Herpesuvi-
ridae, con una prevalencia aproximada del
90% en la poblacion adulta. El virus tras la
infeccién primaria permanece latente en los
LB reactivindose durante los periodos de
inmunodepresién, pudiendo causar SLPT
como consecuencia del tropismo del EBV
por los LB del donante y por la capacidad
del virus de inducir proliferacién celular
tras el trasplante. Este fenbmeno ocurre
tipicamente en los primeros 6 meses post-
TPH, hecho anterior a la reconstitucién in-
mune de LT especificos de EBV?. La inciden-
cia del SLPT post-TPH es aproximadamente
del 4% y se presenta con una gran variedad
de sintomas y signos que pueden ir desde
un sindrome mononucleésico hasta el desa-
rrollo de pancitopenia que puede progresar
rapidamente a linfoma, con una mortalidad
asociada del 80%. Se consideran factores de
riesgo del SLPT post-TPH: disparidad HLA,
discrepancia serolégica donante/ receptor,
presencia de EICH, deplecién de LT y regi-
menes de acondicionamiento de intensidad
reducida, que permiten la presencia de LB
residuales?. En los pacientes con alto riesgo
de sufrir reactivacion del virus se recomien-
da monitorizar semanalmente la presencia
de EBV mediante técnicas de cuantificacion
de DNA hasta el cuarto mes post-TPH, asi
como los signos y sintomas que puedan atri-
buirse al SLPT#.

La monitorizacién del DNA viral es fun-
damental para prevenir el desarrollo del
SLPT. Wagner y col demostraron que el 50%
de los pacientes con una carga viral de EBV
>4000 copias/pg de células mononucleadas
de sangre periférica desarrollaban SLPT®.
Por tanto, la presencia de DNA virico sin
sintomas clinicos se considera indicacién
de terapia con Rituximab (anticuerpo
monoclonal anti-CD20) con una pauta de
administracién semanal hasta que no se
detecte DNA viral®'. Las deficiencias en la
reconstitucién inmune de LT y LB post-TPH
se asocian con el desarrollo del SLPT. La
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reactivacion del CMV post-trasplante esta
estrechamente relacionada con la reactiva-
cién del EBV y con el riesgo de sufrir SLPT
ya que representa un marcador indirecto
de la severidad de la inmunosupresion®.
También el retraso en la recuperacion de
LT CD4-CD8- post-TPH se asocia a una ma-
yor tasa de reactivacion por EBV#,

Estudios previos han descrito que el re-
quisito necesario para tener bajo control la
infeccién por EBV post-TPH y disminuir el
riesgo de padecer SLPT es la reconstituciéon
de los LT especificos de EBV, ya que los pa-
cientes que padecen reactivaciéon por EBV
presentan un nivel de EBV-CTLs indetecta-
ble. Para la deteccion de dichas células en
el periodo post-TPH se han desarrollado di-
ferentes métodos. Estas técnicas permiten,
no solo reducir la indicacion de Rituximab a
pacientes con déficit en la reconstitucion de
LT especificos de EBV, sino también identi-
ficar pacientes que se puedan beneficiar de
inmunoterapia adoptiva con estas células.
En este sentido, la técnica denominada ELIS-
POT (enzyme-linked immunosorbent spot)
detecta IFN-y producido por LT CD4+y CD8+
tras haber sido estimulados con antigenos
inmunodominantes de EBV (EBNA), como
son las proteinas de fase latente: EBNAL y
EBNA3%*, Mediante esta técnica, D’Aveni y
col demuestran que un valor de LT especi-
ficos de EBV superior a 1000 spot forming
cells/ 10% células mononucleadas junto con
una carga viral < 40000 copias/mL sangre, es
suficiente para el aclaramiento del virus sin
necesitad de recibir un tratamiento farma-
coldgico con Rituximab®.

Paralelamente, se ha desarrollado la
tecnologia de multimeros, estructuras mo-
leculares que permiten la identificacion,
cuantificacién, caracterizacién fenotipica
y funcional asi como aislamiento de LT es-
pecificos de virus. En el caso de EBV, estas
células especificas pueden ser visualizadas
mediante citometria de flujo ya que el mul-
timero, ademéas de llevar conjugada una
molécula de HLA unida a un péptido de EBV
(EBNA1, EBNA3 o BMLF-1), se encuentra
también unido a un fluorocromo. Utilizan-
do la tecnologia de tetrameros, multimeros
que constan de cuatro sitios de unién pép-
tido-HLA, se ha demostrado que el analisis
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de EBV-CTLs junto con la cuantificaciéon de
DNA es qtil para la identificacion de los pa-
cientes con alto riesgo de desarrollar SLPT.
Mediante esta técnica, el valor predictivo
positivo de sufrir SLPT se incrementa de un
39% a un 100% en pacientes que presentan
DNA de EBV > 1000 copias/mL en sangre y
con niveles de EBV-CTLs <0,5/mm? %,

Actualmente, ademas de la monitoriza-
cion de la carga viral, se considera la cuan-
tificaciéon de EBV-CTLs el método 6ptimo
para monitorizar la inmunidad linfocitaria
especifica de EBV después del alo-TPH ya
que el riesgo de sufrir SLPT se correlacio-
na inversamente con la funcionalidad de
EBV-CTLs®". Hasta el momento, atin no hay
definido el valor umbral capaz de definir
futuras reactivaciones viricas. Aunque la
reconstituciéon de EBV-CTLs ha sido estu-
diada en detalle y su importancia ha sido
demostrada, la respuesta de LT CD4+ espe-
cifica de este virus esta atn mal definida, la
cual, se ha demostrado que colabora en la
generacion de una respuesta competente
de CTLs memoria especificos de EBV.

RECONSTITUCION DE LA RESPUESTA
INMUNOLOGICA ESPECIFICA FRENTE
A ADV: MECANISMO BIOLOGICO
EXIGIDO PARA LA RESOLUCION DE LA
REACTIVACION POST-TPH

La reactivacion por AdV tras el alo-TPH
puede cursar como una infeccién asintoma-
tica, enfermedad localizada (cistitis hemo-
rragica, colitis o neumonia) y/o enferme-
dad diseminada. La incidencia oscila entre
un 5-40% de los alo-TPH, tiene lugar aproxi-
madamente 90 dias después del trasplan-
te y se asocia a una mortalidad del 20-80%
de los casos®. No existe consenso sobre la
monitorizacién de la viremia en pacientes
post-TPH debido, principalmente, a la baja
incidencia de este virus. Segin la European
Conference on Infections in Leukemia, se
recomiendan monitorizar semanalmente
DNA de AdV en pacientes con un factor de
riesgo o mas*. Como factores de riesgo son
considerados: deplecion de células T, EICH,
linfopenia y trasplante de sangre de cordén
de donante no emparentado*’. Sin embar-
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go, otros autores recomiendan la monitori-
zacién a todos los pacientes post-TPH, ya
que se ha descrito una correlacion entre la
carga viral y la mortalidad asociada a la en-
fermedad por AdV*. Una severa linfopenia
con un valor < 300 linfocitos/pL en sangre
periférica en el momento de la deteccién
del virus es indicativo de desarrollo de en-
fermedad por AdV*. Del mismo modo, con-
tajes de LT CD4+ <0.15 x 10%/L en los prime-
ros 3 meses post-TPH se consideran factor
de riesgo de desarrollar adenoviremia*.

El tnico farmaco antiviral aceptado
para el tratamiento de la infeccién por AdV
es el Cidofovir. Sin embargo, hay estudios
que demuestran que la resolucién del virus
con este farmaco solo ocurre en pacientes
que recuperan la funcionalidad de LT du-
rante el tratamiento®. Las opciones tera-
péuticas para la resolucion de la infeccién
en caso de fallo del tratamiento (incremen-
to de la carga viral > 1 log/semana) pasan
por la infusién de linfocitos del donante y
por avances en la investigacién de los LT
especificos de AdV*. Se ha demostrado
que la reconstitucién de estos linfocitos
especificos es esencial para el manejo de la
infeccion por AdV post-TPH, ya que estan
asociados al aclaramiento del virus, contri-
buyendo a la resolucién de la infeccion®.
Se recomienda, por tanto, la monitoriza-
cién de LT especificos de AdV para la de-
teccién temprana de pacientes de riesgo®.

Respecto a la tecnologia que permite
monitorizar los LT especificos de AdV, se
ha utilizado la denominada Infracellular
Interferon-y Staining (ICS), que consiste en la
deteccidn intracelular mediante citometria
de flujo de citoquinas efectoras (habitual-
mente [FN-y) secretadas por LT funcionales
después de la estimulacién con péptidos
inmunodominantes de AdV, generalmente
péptidos de la proteina hexén de AdV sero-
tipo 5. En un estudio realizado por Feuchtin-
ger y col utilizando ICS, en ninguno de los
pacientes que fallecieron a consecuencia
de esta infeccion se detectaron AdV-CTLs,
mientras que los que resolvieron la infec-
cién tuvieron valores medios de AdV-CTLs
de 0,56 x 10°/L hasta los +200 dias post-
TPH*. Del mismo modo, en relacion a los LT
CD4+ Guérin-El Khourouj y col establecen
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que ningln paciente con niveles de LTh es-
pecificos de AdV > 0,06 /mL en sangre de-
sarrolla adenoviremia®. Al igual que para el
EBYV, se han utilizado otras técnicas para la
monitorizacién de estos LT especificos de
AdV como ELISPOT y multimeros, obtenien-
do similares conclusiones y sin poder tam-
bién establecer un valor umbral que defina
futuras reactivaciones viricas. Ademas, se
ha identificado la proteina pentén de AdV
como portadora de epitopos inmunogéni-
cos, lo cual, permitird ampliar las estrate-
gias de evaluacion inmunologica®.

Actualmente, se emplean estas técnicas
de monitorizacion para analizar la eficacia
de la transferencia adoptiva de LT especi-
ficos de antigeno en pacientes con viremia
o enfermedad producida por EBV y AdV
post-TPH. Las técnicas de monitorizacion
antigeno-especificas permiten, usando una
tecnologia instaurada en la mayoria de la-
boratorios clinicos y de metodologia estan-
darizada como es la citometria de flujo poli-
cromatica, demostrar como la restauraciéon
satisfactoria y sostenida de la inmunidad de
LT se correlaciona con un efecto antiviral y,
por tanto, protege contra la mortalidad aso-
ciada al virus. Como hemos descrito en esta
revision, con el desarrollo de la tecnologia
multimérica en combinacioén con el segui-
miento de las diferentes subpoblaciones del
sistema inmunolégico y la caracterizacion
de su actividad funcional, es posible aunar
la monitorizacion y la trasferencia de LT es-
pecificos de virus. Aunque ya existen guias
clinicas que contemplan la monitorizacién
de CTLs especificas de EBV y AdV junto con
la carga viral para el manejo de estos pacien-
tes post-TPH, los futuros estudios deben es-
tar encaminados a la introduccién de dichos
protocolos de caracterizacion de la respues-
ta inmunitaria especifica de virus como par-
te del algoritmo terapéutico y de seguimien-
to clinico de los pacientes post-TPH.
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