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Abreviaturas y acrénimos

ADN = acido desoxirribonucleico

ssADN = ADN de cadena sencilla

Alo-TPH = alo trasplante de progenitores hematopoyéticos

AIR = acondicionamiento de intensidad reducida

AMA = acondicionamiento mieloablativo

AOR = Adjusted Odds Ratio; razon de probabilidades ajustada

ARN = acido ribonucleico

ATG = globulina antitimocitica o antitimoglobulina

ATP = adenosin trifosfato

BCL-2 = B-cell lymphoma type 2 protein; proteina tipo 2 de linfoma de células B
BCR/ABL = breakpoint cluster region/Abelson tyrosine kinase; region de ruptura
agrupada/quinasa de tirosina de Abelson

BTK = Bruton’s tyrosin kinase; tirosin quinasa de Bruton

CD = cluster of differentiation; camulo de diferenciacion

Cdc42 = cell division cycle 42; ciclo de division celular 42

CMV = citomegalovirus

CMVH = citomegalovirus humano

CRS = cytokine release syndrome; sindrome de liberacion de citoquinas

CT = cycle threshold; umbral de ciclo

DCs = dendritic cells; células dendriticas

DE = donante emparentado

DNE = donante no emparentado

EICR = enfermedad injerto contra receptor

EICRa = enfermedad injerto contra receptor aguda

EICRc = enfermedad injerto contra receptor cronica

ErbB2 = Erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2; homologo 2 del oncogén viral de
leucemia eritroblastica

EM = esclerosis multiple

ERK = extracellular signal-regulated kinases; quinasas reguladas por sefales extracelulares
FDA = Food and Drug Administration;, Administracion de Alimentos y Medicamentos de
Estados Unidos

FSC = forward scatter component; componente de dispersion frontal

FSC-A = forward scatter component-area; area del componente de dispersion frontal
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FSC-H = forward scatter component-height; altura del componente de dispersién frontal
gB = glycoprotein B; glucoproteina B

gH = glycoprotein H; glucoproteina H

Gl = gastrointestinal

gL = glycoprotein L; glucoproteina L

gM = glycoprotein M; glucoproteina M

gN = glycoprotein N; glucoproteina N

HAP = hipertension arterial pulmonar

HHV-6 = human herpes virus 6; virus del herpes humano 6

HHV-7 = human herpes virus 7; virus del herpes humano 7

HHV-8 = human herpes virus 8; virus del herpes humano 8

HLA = human leukocyte antigen; antigeno leucocitario humano
HUCV = Hospital Clinico Universitario de Valencia

HUPLF = Hospital Universitario y Politécnico La Fe

ICT = injerto contra tumor

ICTV = International Committee on Taxonomy of Viruses; Comité Internacional de Taxonomia
Viral

IgG = inmunoglobulina G

IgM = inmunoglobulina M

|IE = immediate early; inmediato temprano

IFN-y = interferbn gamma

IMC = indice de masa corporal

IRS = internal repeat short; repeticion interna corta

IRT = internal repeat long; repeticion interna larga

IV = intravenoso

JAK = Janus tyrosine kinase; cinasa de tirosina Janus

JAK-STAT = Janus tyrosine kinase - signal transducer and activator of transcription; cinasa de
tirosina Janus - transductor de sefal y activador de la transcripcion
JNK = Jun N-terminal kinase; cinasa N-terminal de Jun

LBA = lavado bronco-alveolar

LCR= liquido cefalorraquideo

LDH = lactato deshidrogenasa

LDLBG = linfoma difuso de linfocitos B grandes

LF = linfoma folicular

LH = linfoma de Hodgkin
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LLA = leucemia linfoblastica aguda

LMA = leucemia mieloide aguda

LMC = leucemia mieloide crénica

MEK = mitogen-activated protein kinase/ERK kinase; quinasa activada por mitégenos/cinasa
ERK

MICB = MHC class | polypeptide-related sequence B; secuencia B relacionada con el
polipéptido de clase | del MHC

microARN = micro acido ribonucleico

MIEP = major immediate early promoter; promotor inmediato temprano mayor

MHC = major histocompatibility complex; complejo principal de histocompatibilidad
TAAN = técnica de amplificacién de acidos nucleicos

ND10 = nuclear domain 10; dominio nuclear 10

NF-kB = nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; factor nuclear
potenciador de cadenas ligeras kappa en células B activadas

NK = natural killer, asesina natural

PCR = polymerase chain reaction; reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF = platelet-derived growth factor; factor de crecimiento derivado de plaquetas
PD-L1 = programmed death-ligand 1; ligando 1 de muerte celular programada

PET = preemptive treatment; tratamiento anticipado

Ph+ = Philadelphia positivo

PI3K = phosphatidylinositol 3-kinase; fosfatidilinositol 3-cinasa

pp = phosphoprotein; fosfoproteina

pre-miRNAs = microARNs precursores

PV = policitemia vera

Rac1 = ras-related C3 botulinum toxin substrate 1; sustrato 1 de la toxina botulinica C3
relacionado con ras

RAF = rapidly accelerated fibrosarcoma; fibrosarcoma acelerado rapidamente

RC = remision completa

RER = reticulo endoplasmico rugoso

ROS = reactive oxygen species; especies reactivas del oxigeno

SCT = stem cell transplantation; trasplante de células madre

SG = supervivencia global

SIDA = sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SMD = sindrome mielodisplasico

SSC = side scatter component; componente de dispersion lateral
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STAT = signal transducer and activator of transcription; transductor de sefal y activador de la
transcripcion

STING = stimulator of interferon genes; estimulador de genes de interferon
TAP = transportador asociado al procesamiento de antigenos

TCR =receptorde célula T

TILs = tumor-infiltrating lymphocytes; linfocitos infiltrantes de tumor

KTl = kinase tyrosin inhibitors; inhibidores de tirosin quinasa

TLR = toll-like receptor; receptor tipo toll

TNFa = tumoral necrosis factor alpha; factor de necrosis tumoral alfa

TOS = trasplante de 6rgano sélido

TPH = trasplante de progenitores hematopoyéticos

T-regs = células T reguladoras

TRL = terminal repeat long; repeticion terminal larga

TTV = torqueteno virus; virus torqueteno

UL = unique long; unico largo

US = unique short; unico corto

VEB = virus de Epstein-Barr

VIH = virus de la inmunodeficiencia humana
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Resumen

Marco histérico y teérico

El citomegalovirus humano (CMV), miembro de la familia Herpesviridae y del
género Betaherpesvirus, representa uno de los virus mas ubicuos y clinicamente
relevantes en el campo de la virologia médica y la hematologia. Desde su primera
descripcion en el siglo XX, cuando se reconocieron las caracteristicas
histopatoldgicas distintivas de células gigantes con inclusiones intranucleares (las
llamadas “células en ojo de buho”), el CMV ha sido objeto de atencion por su
capacidad de establecer una infeccion latente de por vida en el huésped humano.
Su genoma de gran tamano y su compleja interaccion con el sistema inmunitario lo
convierten en un modelo privilegiado para comprender la coevolucion virus-huésped
y los mecanismos de evasion inmunitaria. La historia de la investigacion sobre CMV
refleja también el progreso en las herramientas diagndsticas, desde las técnicas
histologicas y de cultivo celular hasta la antigenemia, la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y, mas recientemente, la monitorizacién cuantitativa

estandarizada.

El genoma del CMV, de aproximadamente 235 kilobases, codifica mas de
200 proteinas y una amplia gama de ARN no codificantes que contribuyen a modular
tanto la replicacion viral como la respuesta del huésped. Su compleja organizacion
genética, con genes tempranos, tardios e inmediatos, asegura la capacidad del virus
de establecer un ciclo litico completo o, alternativamente, mantener un estado de
latencia en distintos reservorios celulares, entre ellos monocitos y células
progenitoras hematopoyéticas. La plasticidad de este virus ha favorecido su
persistencia evolutiva y su notable prevalencia en la poblacién mundial, con tasas
de seropositividad que superan el 60-70% en adultos, y que alcanzan cifras

superiores al 90% en paises en vias de desarrollo.

Desde un punto de vista epidemiolégico, la infeccion primaria por CMV ocurre
con mayor frecuencia en la infancia o en la adolescencia y suele ser asintomatica
en individuos inmunocompetentes. Sin embargo, el virus reviste gran importancia en
contextos de inmunosupresién, como el trasplante de érgano sdélido (TOS), el

trasplante hematopoyético (TPH), las neoplasias hematolégicas y el tratamiento con
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farmacos inmunomoduladores. En estos escenarios, el CMV puede reactivarse
desde su estado latente, ocasionando viremias detectables (ADNemia) y, en casos
severos, enfermedad de 6rganos diana, con afectacién gastrointestinal, pulmonar,
hepatica o retiniana. Ademas, multiples estudios han demostrado que incluso la
replicacion subclinica puede ejercer efectos indirectos deletéreos, como un mayor
riesgo de rechazo en trasplantes, incremento de infecciones oportunistas y aumento

de la mortalidad global.

El control del CMV depende de manera fundamental de la inmunidad celular.
Los linfocitos T CD8" citotéxicos y los linfocitos T CD4* cooperadores desempeiian
un papel esencial en contener la replicacion viral. En paralelo, las células NK actuan
como una primera barrera de defensa frente a la reactivacion viral. No obstante, el
CMV ha desarrollado un amplio repertorio de estrategias de evasién inmunoldgica,
que incluyen la modulacién de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), la produccion de homodlogos virales de citocinas y quimioquinas, y la
interferencia con las vias de sefalizacién del interferdn. Este equilibrio entre presion
inmunitaria y evasion viral explica la frecuente deteccion de episodios de ADNemia
en pacientes inmunocomprometidos sin que necesariamente progresen a

enfermedad clinica.

En el ambito de las neoplasias hematoldgicas, la relevancia del CMV es
doble. Por un lado, la enfermedad de base y los tratamientos convencionales
(especialmente la quimioterapia y el TPH alogénico) condicionan estados de
inmunodepresion que favorecen la reactivacion viral. Por otro lado, la irrupcién en la
ultima década de nuevas terapias dirigidas ha abierto un escenario complejo.
Inhibidores de moléculas pequefias, como ibrutinib, venetoclax, inhibidores de
tirosina quinasa (TKI) y ruxolitinib, asi como la terapia con células CAR-T, han
transformado el prondstico de enfermedades como la leucemia linfocitica crénica, la
leucemia mieloide crénica, las neoplasias mieloproliferativas o los linfomas
refractarios. Sin embargo, estas terapias, al modular de manera directa o indirecta
la inmunidad adaptativa e innata, plantean nuevas incognitas acerca de su

interaccion con infecciones latentes como el CMV.

El ibrutinib, inhibidor selectivo de la tirosina quinasa de Bruton (BTK), ha

supuesto un hito en el tratamiento de la LLC y otras neoplasias de células B. Aunque
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su perfil de toxicidad es mas favorable que el de la quimioterapia convencional, se
ha documentado un aumento de infecciones oportunistas, incluyendo micosis
invasoras y reactivaciones virales. Su efecto sobre la sefializacion del receptor de
células B y sobre las interacciones entre células B, células T y macréfagos podria
explicar, al menos en parte, estas alteraciones inmunoldégicas. En el caso del CMV,
se ha descrito la aparicién de episodios de ADNemia en pacientes tratados con
ibrutinib, aunque con tendencia a hacia la resolucion espontanea, lo que sugiere que
la inmunidad antiviral conserva su eficacia funcional pese a las modificaciones

cuantitativas en la poblacion linfocitaria.

El ruxolitinib, inhibidor de JAK1/2, utilizado en la policitemia vera y en la
mielofibrosis, se asocia con un riesgo elevado de infecciones, incluidas
reactivaciones virales como las de CMV y virus herpes zéster. Su capacidad para
inhibir la via JAK-STAT, crucial en la sefalizacion de multiples citocinas,
compromete de manera significativa la activacién y funcién de linfocitos y células
dendriticas. En consecuencia, la vigilancia inmunoldgica frente a virus persistentes
puede verse reducida. Aun asi, los estudios sugieren que, incluso en este contexto,
la mayoria de episodios de ADNemia no derivan en enfermedad de 6rgano diana, lo

que apunta a una inmunidad residual aun efectiva.

De forma similar, los inhibidores de BCR-ABL1, como dasatinib, han
revolucionado la leucemia mieloide crénica, pero se han vinculado a alteraciones
inmunoldgicas que incluyen linfocitopenia y disfuncion de células NK'y T. En este
escenario, la incidencia de ADNemia por CMV también parece incrementada,
aunque sin traducirse en un aumento paralelo de enfermedad clinica. El venetoclax,
inhibidor de BCL-2, constituye otro pilar en la terapéutica moderna de la LLC, y
aunque su perfil infeccioso es menos problematico, se han reportado casos de

reactivacion viral que requieren atencion.

Una mencion especial merece la terapia con células CAR-T, que ha
revolucionado el abordaje de linfomas y leucemias refractarias. La profunda
inmunosupresion inducida por la quimioterapia de acondicionamiento, la expansion
masiva de linfocitos T modificados y las complicaciones inmunoldgicas asociadas,
como el sindrome de liberacién de citocinas (CRS) o la neurotoxicidad (ICANS),

configuran un terreno fértil para infecciones oportunistas. En este contexto, la
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ADNemia por CMV se presenta con frecuencia y, aunque tiende a resolverse
espontaneamente, la deteccidn basal de viremia se asocia a cargas mas elevadas
Yy, en ocasiones, a la necesidad de instaurar tratamiento anticipado. Estos hallazgos
abren la puerta a considerar la monitorizacidn sistematica en determinados

subgrupos de riesgo.

En paralelo al estudio de la respuesta inmunitaria frente al CMV, en los
ultimos afos se ha explorado el Torque Teno virus (TTV) como biomarcador
indirecto del estado inmunitario. EI TTV es un virus anelovirus no patégeno,
altamente prevalente en la poblacion general, cuya replicacion se ha correlacionado
con el grado de inmunosupresion en trasplantes de 6rgano sdélido y TPH. Niveles
elevados de ADN de TTV en plasma se han vinculado a un mayor riesgo de
infecciones oportunistas, incluyendo ADNemia por CMV, en estos contextos. Sin
embargo, la utilidad de este biomarcador en pacientes hematoldgicos tratados con
small molecule inhibitors no se ha confirmado. De hecho, los estudios sugieren que
la carga de TTV no predice la aparicion de ADNemia por CMV ni se correlaciona con
la reconstitucion de células T especificas, lo que limita su valor clinico en este

escenario concreto.

En sintesis, la literatura acumulada en las ultimas décadas ha permitido situar
al CMV como un modelo paradigmatico de infeccion latente, cuyas interacciones con
el sistema inmunitario resultan especialmente relevantes en pacientes
inmunocomprometidos. En las neoplasias hematoldgicas, el advenimiento de
nuevas terapias dirigidas ha modificado el panorama clinico, generando la
necesidad de revisar de manera critica la epidemiologia, la inmunobiologia y el
manejo de la ADNemia por CMV. Si bien la mayor parte de los episodios de
replicacion viral detectados en estos pacientes no progresan a enfermedad clinica,
la vigilancia inmunolégica se ve modulada de manera diversa por cada tratamiento,
lo que justifica la investigacion detallada de estos procesos. Asimismo, el estudio de
biomarcadores alternativos como el TTV ofrece una perspectiva prometedora,
aunque todavia no definitiva, en la busqueda de herramientas predictivas que

permitan personalizar la monitorizacién y la intervencion terapéutica.
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Metodologia empleada

El presente trabajo se fundamenta en un conjunto de estudios
observacionales, retrospectivos y prospectivos, multicéntricos y unicéntricos,
disefiados para evaluar la dinamica de la ADNemia por citomegalovirus (CMV), la
inmunidad celular especifica frente al virus y el potencial valor predictivo de
biomarcadores alternativos en pacientes con neoplasias hematologicas sometidos
a diferentes modalidades terapéuticas, incluyendo inhibidores de moléculas
pequefias y terapia con células CAR-T. La seccion de Material y Métodos de esta
tesis recoge de manera detallada las caracteristicas de cada cohorte, el
procesamiento de muestras bioldgicas, las técnicas de laboratorio empleadas, las
definiciones clinicas utilizadas para la interpretacion de los resultados y los

procedimientos estadisticos aplicados en el analisis de los datos.

Diseio y caracteristicas de los estudios

El primer estudio incluy6 a 23 pacientes adultos consecutivos con leucemia
linfocitica cronica (LLC) seropositivos para CMV tratados con ibrutinib en
monoterapia. Se tratd de un estudio observacional multicéntrico con un seguimiento
de seis meses, en el que se monitorizé la carga viral de CMV y se analiz6 la

inmunidad T especifica frente al virus en diferentes puntos temporales.

El segundo estudio abarcé a 36 pacientes seropositivos para CMV con
neoplasias hematoldgicas tratados con venetoclax, inhibidores de BCR-ABL1 o
ruxolitinib, reclutados en cinco hospitales espafioles entre 2019 y 2022. Se trat6 de
un estudio prospectivo multicéntrico con un periodo de observacion de 180 dias tras

el inicio del tratamiento.

El tercer estudio consisti6 en un analisis retrospectivo de 51 pacientes
consecutivos seropositivos para CMV receptores de terapia con células CAR-T,
tratados en dos centros hospitalarios de referencia. Se evalud la incidencia de
ADNemia durante los 90 dias posteriores a la infusion celular, asi como los factores

clinicos y biolégicos asociados a su aparicion.

El cuarto estudio incluyd la monitorizacion del virus Torque Teno (TTV) en

XXII



20 pacientes tratados con ibrutinib y 21 pacientes tratados con ruxolitinib, mediante
la cuantificacién seriada del ADN plasmatico y su correlacién con la aparicién de

ADNemia por CMV y con parametros inmunolégicos.

Obtencion y procesamiento de muestras bioldgicas

En los estudios analizados, las muestras de sangre total se obtuvieron en
tubos con heparina sédica conforme a los calendarios de cada protocolo. Para la
determinacion de cargas virales de CMV o TTV, las muestras se centrifugaron a
2.000 rpm durante 10 minutos, separandose el plasma, que fue transferido a tubos
estériles, etiquetado y almacenado a —80 °C hasta su analisis mediante PCR en
tiempo real, dentro de un plazo maximo de un mes y sin descongelaciones

intermedias.

En el estudio de inmunidad T especifica frente a CMV, las muestras se
procesaron inmediatamente. Se realizé estimulacién antigénica directa sobre sangre
total, con posterior criopreservaciéon de las alicuotas estimuladas a —-80 °C.
Posteriormente, se aplicaron técnicas de tincion intracelular de citocinas (ICS) y

analisis por citometria de flujo.

Cuantificacion de ADN viral (CMVy TTV)

La carga de CMV se determiné en plasma utilizando ensayos de PCR
cuantitativa en tiempo real (Abbott Molecular RealTime CMV assay), con un limite
de deteccidén validado en 15 Ul/ml. En el caso del TTV, la cuantificacion se realizo
mediante PCR en tiempo real, empleando controles internos estandarizados y
expresando los resultados en log10 copias/ml. La frecuencia de muestreo se adapto
a cada estudio: quincenal hasta el dia +90 y posteriormente mensual en pacientes
tratados con inhibidores de moléculas pequeinas, y semanal durante el primer mes

seguido de controles en los dias +60 y +90 en receptores de terapia CAR-T.

Monitorizacién inmunolégica

La caracterizacion de la respuesta T especifica frente a CMV se llevé a cabo

mediante citometria de flujo con tincién intracelular de citocinas (ICS). Para ello, las
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PBMCs fueron estimuladas in vitro con péptidos derivados de las proteinas
inmunodominantes IE-1 y pp65 del CMV. Tras la incubacién, se emplearon
anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos frente a CD3, CD4, CD8 e
IFN-y, entre otros marcadores. Se incluyeron controles negativos (células no

estimuladas) y positivos (estimulacion con PMA/ionomicina).

El analisis citométrico se realizd en equipos de ocho y diez colores,
generando diagramas de dispersion (dot plots) a partir de los parametros de
dispersion frontal y lateral para identificar poblaciones linfocitarias. La estrategia de

gating consistio en:

= Seleccién de células viables mediante exclusiéon de detritos.
= Definicion de la poblacion linfocitaria (CD3+).
= Subdivision en células CD4+ y CD8+.

= Cuantificacién de la produccion intracelular de IFN-y y TNF-a tras
estimulacién antigénica.

Esta metodologia permiti6 caracterizar tanto la magnitud como Ia
funcionalidad de la respuesta T especifica frente al CMV. Asimismo, se analiz6 la
frecuencia de células T reguladoras (T-regs) mediante tincién para CD4 y CD25, con

objeto de valorar su posible asociacion con la aparicion de ADNemia.

Definiciones clinicas

Se defini6 ADNemia detectable como la presencia de 215 Ul/ml de ADN de
CMV en plasma. Se consideré episodio de blip a la deteccion aislada de carga viral
baja, con resolucidn espontanea en la siguiente determinacién. La recurrencia se
defini6 como dos 0 mas episodios de ADNemia separados por al menos 14 dias de
negatividad. La enfermedad de o6rgano diana se establecid unicamente ante la
combinacion de ADNemia y clinica compatible confirmada por pruebas de imagen,
histologicas o microbioldgicas. El inicio de terapia antiviral preventiva (PET) con
ganciclovir o valganciclovir se aplicé siguiendo los protocolos locales, habitualmente
ante cargas 21.500 Ul/ml. En el caso del TTV, se defini6 como carga detectable la

cuantificacion superior al umbral de sensibilidad del ensayo empleado.
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Analisis estadistico

El tratamiento estadistico se realizd con software especializado (SPSS,
GraphPad Prism). Las variables continuas se describieron mediante medianas y
rangos intercuartilicos, y las categéricas como frecuencias absolutas y porcentajes.
Para comparaciones entre grupos se emplearon pruebas no parameétricas (Mann—
Whitney, Kruskal-Wallis) y pruebas exactas de Fisher o x? en variables categoricas.
Las correlaciones se analizaron mediante coeficientes de Spearman (rho). La
incidencia acumulada de ADNemia se estimé con curvas de Kaplan—Meier, y se
calcularon cocientes de riesgo (hazard ratios) mediante modelos de regresion de

Cox. Se considerd un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo.

Objetivos

La infeccién por CMV, por tanto, continua constituyendo un desafio relevante
en el manejo de pacientes inmunodeprimidos, especialmente en aquellos con
neoplasias hematologicas. Tradicionalmente, este reto se ha evidenciado en el
contexto del trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH), donde la
reactivacion viral puede dar lugar a una morbilidad y mortalidad significativas. En la
ultima década, sin embargo, la oncologia hematolégica ha experimentado una
transformacion profunda, impulsada por la irrupcion de terapias innovadoras, como
los inhibidores de pequefias moléculas y la terapia con células CAR-T. Si bien estos
avances han mejorado de manera sustancial los resultados oncoldgicos, han
introducido nuevas complejidades en la interaccion entre el huésped, el virus y el
tratamiento. Es en este contexto de nuevo paradigma terapéutico donde se
enmarcan los objetivos de la presente tesis, dirigida a explorar las incognitas que
emergen en la interseccidén de la inmunologia, la virologia y las bioterapias

modernas.

El objetivo principal de la investigacion consiste en desentraiar la dinamica
del CMV en pacientes sometidos a estas terapias de vanguardia. En primer lugar,
se busca caracterizar la incidencia y las manifestaciones clinicas de la reactivacién
viral, considerando que estas poblaciones presentan patrones de inmunosupresion
distintos de los observados tras TPH convencional. Resulta esencial comprender

como la modulacidon de las vias de sefalizacion inmunitaria mediante farmacos
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como los inhibidores de tirosina quinasa, o la alteracién profunda del sistema inmune
inducida por la terapia CAR-T, afecta la capacidad del organismo para mantener al
CMV en estado de latencia. De este modo, el estudio pretende determinar si estos
tratamientos representan un riesgo intrinseco de reactivacion y como dicho riesgo

se modula segun el tipo de terapia y el perfil individual del paciente.

Un segundo objetivo de gran relevancia en la era de la medicina
personalizada es la identificacion de biomarcadores que permitan una
monitorizacion mas precisa y una estratificacion adecuada del riesgo. En este
sentido, la tesis plantea evaluar el TTV como biomarcador no invasivo de la
inmunosupresion celular. Dada su correlacion previamente establecida con el
estado inmunitario del huésped, el TTV podria actuar como herramienta predictiva,
anticipando qué pacientes presentan mayor probabilidad de reactivacién de CMV.
Este enfoque permitiria implementar estrategias de vigilancia y profilaxis antiviral
dirigidas, reduciendo el riesgo de complicaciones derivadas de reactivaciones no

controladas.

Finalmente, el objetivo ultimo de este trabajo es generar conocimiento que
contribuya a la optimizacion del manejo clinico de estos pacientes. Al profundizar en
la virologia del CMV en el contexto de nuevas bioterapias y validar potenciales
biomarcadores como el TTV, la investigacion aspira a dotar a los profesionales de
la salud de herramientas diagnédsticas y predictivas mas robustas, con el fin de
minimizar la morbilidad y la mortalidad asociadas a la reactivacion viral y avanzar
hacia un enfoque terapéutico seguro, personalizado y eficaz en una de las

poblaciones mas vulnerables de la oncologia hematologica.

Resultados y discusién

Estudio de la dinamica de la ADNemia y respuesta inmune de células T frente
al citomegalovirus en pacientes con leucemia linfocitica crénica tratados con
ibrutinib

El presente analisis (Solano de la Asuncion et al., Br J Haematol, 2021)
abordé la interaccion entre la replicaciéon viral de CMV y la respuesta inmunitaria

mediada por células T en pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC) tratados

XXVII



con ibrutinib. Este estudio observacional multicéntrico incluyd 23 pacientes adultos
seropositivos para CMV (mediana de edad 69 afos, rango 48-86; 16 varones),
seguidos prospectivamente durante seis meses mientras recibian ibrutinib en
monoterapia. El objetivo principal fue evaluar la incidencia y cinética de la ADNemia
plasmatica por CMV, asi como la dinamica de las células T CD4* y CD8* especificas

frente al virus.

La monitorizacién de la ADNemia se realizo al inicio del tratamiento y en los
dias +15, +30, +45, +60, +75, +90, +120, +150 y +180. Se detect6 ADNemia en 7
de los 23 pacientes (30,4 %) entre los dias 15 y 45, con un unico caso presente en
el inicio del tratamiento. La mayoria de estos episodios correspondieron a blips
transitorios y ninguna carga viral superé las 210 Ul/ml. Cabe sefalar que la mayoria
de los pacientes con ADNemia no habian recibido quimioterapia previa. Todos los
episodios resolvieron espontaneamente sin progresion a enfermedad por érgano
diana ni recurrencias durante el seguimiento, sugiriendo un curso clinico benigno de

la replicacion viral en este contexto.

En relacién con la inmunidad T especifica frente a CMV, al inicio del estudio
(dia 0) 19 de los 23 pacientes presentaban respuestas detectables de células T
CD4*, CD8" o ambas, cifra similar a la observada en individuos sanos seropositivos.
No obstante, la aparicion de ADNemia no se correlacioné con el recuento basal de
células T especificas, indicando que la presencia de inmunidad preexistente no
permitid predecir la replicacion viral. A lo largo del seguimiento, se observaron
fluctuaciones en la frecuencia de respuestas T especificas, con una tendencia
general a la disminucion al final del periodo evaluado. Los pacientes que
experimentaron ADNemia presentaron valores pico medianos mas altos de IFN-y en
células T CD8" y CD4" especificas, aunque sin significacion estadistica. Ademas,
seis de ocho pacientes evaluados mostraron expansion de células T CD8" y, en
menor medida, CD4" tras la deteccion de ADNemia, evidenciando una respuesta

inmunitaria funcional frente al virus.

Estos hallazgos aportan informacion relevante dado el conocido aumento de
infecciones oportunistas asociado al tratamiento con ibrutinib, especialmente en los
primeros meses tras el inicio de la terapia. La monitorizacion mediante tincién de

tetrameros HLA y estimulacién con péptidos virales revelé una disminucion en la
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frecuencia de células T especificas de CMV durante el tratamiento, mientras que la
capacidad de estas células para secretar IFN-y y TNF-a ante estimulo antigénico
parecié incrementada, sugiriendo una funcionalidad preservada a pesar de la

reduccion en ndmero.

En comparacién con estudios previos sobre la inmunidad frente a CMV en
pacientes tratados con ibrutinib, nuestros resultados coinciden parcialmente. Las
diferencias en la temporalidad de la evaluacién —nuestro seguimiento abarcé seis
meses, mientras que otros estudios lo hicieron a una mediana de 21 meses—y la
inclusion de datos virolégicos, aportan una perspectiva novedosa sobre el impacto

de la ADNemia en la dinamica de células T especificas frente a CMV.

Entre las limitaciones del estudio se encuentra el reducido tamafo muestral,
que restringe la generalizacién de los hallazgos, y la disponibilidad limitada de
muestras en determinados puntos temporales, lo que impidié un seguimiento mas

continuo de la respuesta inmune.

En conjunto, estos resultados indican que la ADNemia por CMV es un evento
relativamente frecuente en pacientes con LLC tratados con ibrutinib, pero que
tipicamente se resuelve de manera espontanea sin requerir terapia antiviral ni
causar enfermedad en organos diana. Este comportamiento clinico parece
comparable al de pacientes con LLC tratados con quimioterapia convencional, en
los cuales estudios previos reportaron un 17 % de infecciones activas por CMV,
detectadas mediante métodos menos sensibles que la PCR en tiempo real utilizada

en nuestro estudio.

Asimismo, aunque la frecuencia de células T especificas detectables
disminuye durante los primeros seis meses de tratamiento, los pacientes conservan
la capacidad de expandir células T funcionales en respuesta a estimulos
antigénicos, probablemente explicando la corta duracion de los episodios de

ADNemia observados.

En conclusién, el presente estudio aporta evidencia de que, en el contexto
del tratamiento con ibrutinib, la replicacién transitoria de CMV se asocia con una

respuesta inmune T especifica funcional y autolimitada, subrayando la compleja
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interaccién entre terapia dirigida, virosis latente y capacidad inmunitaria del
huésped. Estos hallazgos tienen implicaciones potenciales en la vigilancia clinica de
la ADNemia por CMV y en la comprension de la inmunidad antiviral en pacientes

con LLC bajo terapias moduladoras de la sefalizacion BCR.

Impacto de la ADNemia y la inmunidad T en pacientes con neoplasias

hematolégicas tratados con inhibidores de moléculas pequenas

Este estudio (Solano de la Asuncién et al., Br J Haematol, 2023), que exploré
la interaccion entre la replicacion viral CMV vy la respuesta inmune mediada por
células T en pacientes con neoplasias hematologicas tratados con inhibidores de
moléculas pequefias. Se trata de un estudio prospectivo multicéntrico que incluyd
36 pacientes adultos seropositivos para CMV, tratados con venetoclax (n = 8),
inhibidores de BCR-ABL1 (TKI; n = 7) o ruxolitinib (n = 21) como terapia de primera
linea o tras quimioterapia convencional, en cinco hospitales espanoles. El
seguimiento abarcé los primeros 180 dias posteriores al inicio del tratamiento, con

monitorizacion periddica de la carga viral mediante PCR en tiempo real.

Durante el periodo de estudio, 20 de 36 pacientes (55 %) desarrollaron al
menos un episodio de ADNemia, con un total de 28 episodios detectados. De estos,
14 fueron blips transitorios que resolvieron espontaneamente. La mediana del
tiempo hasta la aparicion del primer episodio fue de 30 dias (rango, 0-150), y tres
pacientes ya presentaban ADNemia al inicio del seguimiento. La incidencia de
ADNemia fue significativamente mayor en los pacientes tratados con TKI BCR-ABL1
(5/7) y ruxolitinib (12/21) que en los tratados con venetoclax (1/8; p = 0,04), mientras
que la carga viral maxima fue comparable entre grupos y en ningun caso supero las
182 Ul/ml. Ningun paciente desarrollé6 enfermedad de érgano diana asociada al

CMV, lo que indica un curso clinico generalmente benigno.

El analisis de la respuesta inmune T especifica frente a CMV se realizd
mediante citometria de flujo con tincion de citocinas intracelulares, evaluando
células T CD4* y CD8" productoras de IFN-y frente a antigenos virales pp65 e |IE-1,
asi como células T reguladoras (T-regs) en multiples puntos temporales. Al inicio,
todos los pacientes excepto uno mostraron respuesta celular detectable; durante el
seguimiento, 28 de 32 pacientes (87,5 %) mantuvieron respuestas T especificas
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frente al CMV. Se identificaron patrones distintivos: los pacientes tratados con TKI
BCR-ABL1 presentaron recuentos mas bajos de células T CD4" especificas durante
los primeros dos meses, mientras que los tratados con venetoclax o ruxolitinib
mostraron una tendencia a disminucion progresiva de células T CD4* y CD8"

especificas, aunque sin diferencias significativas respecto a los valores iniciales.

El analisis exploratorio de la capacidad predictiva de la inmunidad T frente a
la aparicion de ADNemia, realizado en pacientes tratados con ruxolitinib, indicé que
los recuentos de células T CD4" y CD8" especificas al inicio y a los 30 dias no
diferian entre pacientes con o sin ADNemia posterior. Asimismo, los niveles de T-
regs fluctuaron durante el seguimiento sin correlacién clara con el tiempo ni con los
grupos de tratamiento, y no mostraron asociacion consistente con los recuentos de

células T CD4* o CD8" especificas.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la ADNemia por CMV es
relativamente frecuente en pacientes tratados con TKI BCR-ABL1 y ruxolitinib,
particularmente durante los primeros dos meses, mientras que es menos frecuente
con venetoclax. A pesar del impacto relativo de los primeros dos farmacos sobre la
respuesta T especifica, este efecto no impide el control eventual de la replicacion
viral, lo que se refleja en la ausencia de enfermedad de o6rgano diana. Estos
resultados concuerdan con estudios previos que documentan que el uso prolongado
de ruxolitinib puede reducir las respuestas T especificas frente al CMV, aunque la

ADNemia detectable sigue siendo poco comun.

Desde un punto de vista clinico, los datos sugieren que la monitorizacion
sistematica de la ADNemia por CMV en sangre no se justifica rutinariamente en
pacientes tratados con estas moléculas, aunque la posibilidad de efectos indirectos
sobre el huésped, similares a los observados en receptores de TPH alogénico,
merece investigacion adicional. Las limitaciones del estudio incluyen el tamafo
reducido de la muestra, la evaluacion restringida de funciones T especificas a los
antigenos pp65 e IE-1, y la disponibilidad limitada de muestras en algunos puntos
temporales, lo que podria haber conducido a la subdetecciéon de episodios de
ADNemia.

En sintesis, los inhibidores de moléculas pequefias representan avances
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terapéuticos significativos para las neoplasias hematoldgicas, pero ejercen efectos
moduladores sobre la inmunidad antiviral frente al CMV que requieren comprension
detallada. Aunque los TKI BCR-ABL1 y ruxolitinib muestran un mayor impacto sobre
la respuesta T especifica, la replicacion viral se mantiene controlada de manera
espontanea, y la enfermedad clinica es rara. Los hallazgos resaltan la necesidad de
estudios prospectivos mas amplios para caracterizar los mecanismos
inmunomoduladores de estos farmacos y desarrollar estrategias que mitiguen
riesgos asociados con la reactivacion del CMV, optimizando asi la atencion clinica

de pacientes inmunodeprimidos.

Monitorizacion de la ADNemia por CMV en pacientes hematolégicos tratados

con terapia CAR-T: ;s una necesidad clinica?

El presente analisis (Solano de la Asuncién et al., Clin Microbiol Infect, 2023)
evalué la presencia e implicaciones de la ADNemia por CMV en pacientes con
neoplasias hematologicas sometidos a terapia con células CAR-T. Se traté de un
estudio retrospectivo observacional que incluyd a 51 pacientes consecutivos
seropositivos para CMV, con una edad media de 62 afios (rango, 22-79; 26
hombres), sin profilaxis antiviral previa. La monitorizacion de la carga viral se realizo
en dias 0, 7, 14, 21, 30, 60 y 90 tras la infusién celular, utilizando PCR en tiempo
real dentro de las primeras 24 horas tras la recoleccion. El tratamiento anticipado
con (val)ganciclovir se inicié cuando la carga viral alcanzé 21.500 Ul/ml, conforme a

protocolos locales.

Al inicio del seguimiento, 12 pacientes (24 %) presentaban ADNemia
detectable. De los 39 restantes, 22 (56,4 %) desarrollaron ADNemia en algun
momento tras la infusién, resultando en una incidencia acumulada del 57,9 % [IC 95
%, 43,2-70,2 %]. La mediana del tiempo hasta la primera deteccion fue de 14 dias
(rango, 7-60), y la mediana de carga maxima alcanzé 96 Ul/ml (rango, 15-28.887).
Solo tres de los 22 pacientes que desarrollaron ADNemia recibieron tratamiento
anticipado. Todos los episodios se resolvieron espontaneamente, sin evidencia de

enfermedad en érganos diana.

El analisis de factores asociados mostré que unicamente la administracion de

axi-cel se vinculé con la aparicion de ADNemia postinfusién, con un hazard ratio
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ajustado de 2,83 (IC 95 %: 1,14—6,96; p = 0,024). Sin embargo, al comparar axi-cel
con tisa-cel, no se observaron diferencias significativas en las variables clinicas
relevantes, salvo la necesidad de terapia puente previa. Aunque axi-cel se ha
asociado previamente a mayor incidencia de sindrome de liberacion de citocinas
(CRS), nuestros hallazgos difieren de estudios previos que vinculaban CRS o ICANS
con reactivacion viral. Ni la edad avanzada ni el uso de corticosteroides o tocilizumab

para manejo de CRS/ICANS emergieron como factores de riesgo significativos.

Entre los 12 pacientes con ADNemia preexistente, cinco iniciaron tratamiento
anticipado con una mediana de 30 dias postinfusién, con cargas virales iniciales
medianas de 3.514 Ul/ml (rango, 1.565-4.728). La presencia de ADNemia basal se
asocio significativamente con riesgo aumentado de cargas virales elevadas
posteriores (=1.500 Ul/ml; HR 29,71; IC 95 %: 2,88-306,28; p = 0,004). No se
observaron diferencias en caracteristicas clinicas basales entre pacientes con

ADNemia previa y aquellos que la desarrollaron tras la infusion.

Asimismo, se explord la relacion entre inflamacion temprana y reactivacion
viral mediante el analisis del area bajo la curva (AUC) de IL-6 entre los dias 0 y 2
postinfusion. No se encontraron diferencias significativas entre pacientes que
desarrollaron ADNemia y los que no, ni entre quienes alcanzaron niveles que
requirieron tratamiento anticipado y los que no. Estos resultados sugieren que, en
esta cohorte, la inflamacion temprana, CRS de alto grado o ICANS no fueron
predictores fiables de reactivacion viral, en contraste con algunos estudios previos

que habian identificado asociaciones.

Entre las limitaciones del estudio se destacan el tamafo muestral y su disefio
retrospectivo, la heterogeneidad de los protocolos de monitorizacion entre centros,
la periodicidad mensual de seguimiento tras el dia 30, y el uso de dos ensayos de
PCR distintos, con diferencias en desempefio analitico. Estas limitaciones podrian

haber conducido a la subdeteccion de episodios de ADNemia.

En sintesis, la ADNemia por CMV fue frecuente en pacientes receptores de
terapia CAR-T, afectando a mas de la mitad de la cohorte. Sin embargo, todos los
episodios se resolvieron espontaneamente, sin afectacion en érganos diana. Los

hallazgos indican que la presencia de ADNemia basal constituye un factor de riesgo
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para cargas virales elevadas posteriores. A pesar de la frecuencia de reactivacion
viral, la mayoria de los pacientes no requirio tratamiento antiviral, y la enfermedad

clinica fue infrecuente.

Desde una perspectiva clinica, estos datos sugieren que los pacientes
seropositivos para CMV que reciben terapia CAR-T podrian beneficiarse de un
seguimiento sistematico de la ADNemia, particularmente aquellos con deteccion
basal del virus. No obstante, el impacto de factores como CRS, ICANS,
corticosteroides o tocilizumab parece limitado en la prediccion de ADNemia. Este
estudio aporta evidencia sobre la dinamica de la reactivacion viral en un contexto
clinico de creciente relevancia y subraya la necesidad de estudios prospectivos mas

amplios para definir criterios éptimos de monitorizacion y tratamiento.

Valor predictivo de la carga de ADN del virus Torque Teno para la ADNemia

por citomegalovirus en pacientes con neoplasias hematolégicas

Este estudio (Solano de la Asuncion et al., J Med Virol, 2023) evaluo la
cinética del virus Torque Teno (TTV) en plasma de pacientes con neoplasias
hematolégicas tratados con inhibidores de moléculas pequefas, especificamente
ibrutinib y ruxolitinib, y su posible relacion con la aparicion de ADNemia por

citomegalovirus (CMV).

Se analizaron 135 muestras de plasma de pacientes tratados con ibrutinib,
con una mediana de ocho muestras por paciente (rango: 3—10). La deteccion de
ADN de TTV se observo en 17 de 20 pacientes (85 %). La proporcion de pacientes
con ADN detectable aumenté progresivamente desde la evaluacion basal hasta el
dia +120 (38,4 %—-100 %), seguida de una ligera disminucion en los dias +150 y
+180 (83,7 %). La carga viral inicial presenté una mediana de 5,27 log10 copias/ml
(rango: 0-6,54), alcanzando un pico de 7,83 log10 copias/ml en el dia +120 (p =
0,025 vs. basal). En contraste, en 188 muestras de pacientes tratados con ruxolitinib,
todos presentaron ADN de TTV detectable en algun momento, pero la carga viral
mostré variaciones menores y no alcanzo diferencias significativas respecto a la
linea basal (mediana inicial: 3,86 log10 copias/ml; pico en dia +60: 4,05 log10

copias/ml).
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Se evalud la correlacion entre la carga de TTV y parametros inmunoldgicos.
En pacientes con ibrutinib, se observé una correlacién inversa moderada entre la
carga de TTV y los recuentos absolutos de linfocitos (ALC; Rho = -0,46; p < 0,001),
mientras que no existidé asociacion con los recuentos totales de células T CD4+ o
CD8+. En pacientes tratados con ruxolitinib, no se identificaron correlaciones
significativas entre TTV y ALC, CD4+ o CD8+, lo que sugiere que el impacto del

farmaco sobre parametros inmunoldgicos podria diferir de ibrutinib.

Respecto a la relacion entre TTV y ADNemia por CMV, 7 de 20 pacientes
tratados con ibrutinib desarrollaron ADNemia de bajo grado, con una mediana de
aparicion a 45 dias y carga maxima promedio de 106 Ul/ml. El analisis de la carga
de TTV en el dia +30 no mostré diferencias significativas entre pacientes con o sin
ADNemia por CMV (mediana 6,12 vs. 4,55 log10 copias/ml; p = 0,77). En el grupo
de ruxolitinib, 16 de 21 pacientes (76 %) desarrollaron ADNemia por CMV a mediana
de 30 dias, con carga maxima de 182 Ul/ml. La carga de TTV en dia +30 tampoco
permitié diferenciar a los pacientes que desarrollaron ADNemia de CMV de los que

no lo hicieron (mediana 3,48 vs. 2,91 log10 copias/ml; p = 0,30).

Ademas, se explord la asociacion entre la carga de TTV y la funcién de
células T CD4+ y CD8+ productoras de IFN-y especificas de CMV, utilizando 236
muestras pareadas. No se identificd correlacién significativa en ninguno de los dos
grupos de tratamiento, indicando que la carga de TTV no refleja directamente la

magnitud de la respuesta antiviral especifica de CMV en este contexto.

En la discusion, los autores destacan que, si bien la carga de TTV se ha
propuesto como biomarcador de inmunosupresion y predictor de infecciones virales
en trasplantes de 6rgano sélido y hematopoyético alogénico, su utilidad en pacientes
tratados con inhibidores de moléculas pequefias no esta clara. En este estudio, la
cinética del TTV mostré un aumento significativo en pacientes tratados con ibrutinib,
alcanzando un pico en el dia +120, posiblemente relacionado con la expansién de
linfocitos T, que actuan como nicho replicativo del virus. Por el contrario, los
pacientes tratados con ruxolitinib mostraron menor variabilidad, acorde con el efecto
conocido del farmaco sobre la activacién de células dendriticas y la funcion de
células T.
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El hallazgo central fue que la carga de TTV basal o posterior al inicio del
tratamiento no predijo la aparicion de ADNemia por CMV, ni se correlacioné con la
funcion antiviral de células T CD4+ o CD8+. Esto indica que, a diferencia de lo
observado en trasplantes alogénicos o en trasplantes de 6rgano solido, la
monitorizacion de TTV no permite anticipar la reactivacion de CMV en pacientes

tratados con ibrutinib o ruxolitinib.

Entre las limitaciones del estudio se incluyen el tamafo reducido de la
cohorte, la frecuencia de monitorizacién y el hecho de que solo se evaluaron células

T productoras de IFN-y especificas de CMV.

En conclusion, aunque la dinamica de la carga de TTV difiere entre pacientes
tratados con ibrutinib y ruxolitinib, la monitorizacion de TTV no proporciona un valor
predictivo fiable para la aparicion de ADNemia por CMV ni para la respuesta de
células T especificas del virus en este contexto. Se requieren estudios adicionales
con mayores cohortes para determinar si la monitorizacion seriada de TTV puede
aportar informacion sobre el riesgo de otras infecciones oportunistas en pacientes
con neoplasias hematologicas bajo tratamiento con inhibidores de moléculas

pequenas.

Conclusiones

Los hallazgos de esta tesis concluyen que la ADNemia por citomegalovirus
(CMV) constituye un evento frecuente en pacientes con neoplasias hematolégicas,
independientemente del tipo de tratamiento, pero rara vez evoluciona hacia
enfermedad de érganos diana. En pacientes con leucemia linfocitica cronica (LLC)
tratados con ibrutinib, se observé la aparicion de ADNemia en una proporcién
significativa, sin que los episodios requirieran intervencion antiviral en la mayoria de
los casos. Aunque se detecté una disminucion inicial en las células T especificas
para CMV, especialmente en el componente CD4+, los pacientes conservaron la
capacidad de expandir funcionalmente la respuesta T, destacando el papel protector
de las células CD8+ en el control de la replicacion viral. Estos resultados evidencian
la resiliencia del sistema inmunitario adaptativo frente a la inmunomodulacion
farmacolégica y resaltan la diferencia entre la presencia de viremia subclinica y

enfermedad activa.
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De manera consistente, los pacientes con otras neoplasias hematoldgicas
tratados con small molecule inhibitors, como ruxolitinib y TKI BCR-ABL1, también
presentaron episodios frecuentes de ADNemia que se resolvieron espontaneamente
y sin complicaciones clinicas. Las fluctuaciones observadas en la respuesta
especifica de linfocitos T sugieren un efecto transitorio de estos farmacos sobre la
inmunidad T frente al CMV, sin comprometer de forma significativa la capacidad de
controlar la replicacion viral. Ademas, se identific6 un mayor riesgo de ADNemia en
pacientes tratados con ruxolitinib y TKI BCR-ABL1 frente a venetoclax, lo que indica
un impacto diferencial de estas terapias sobre la inmunidad celular, aunque sin

traducirse en un riesgo clinico elevado.

En pacientes seropositivos al CMV sometidos a terapia CAR-T, la ADNemia
se detectd con regularidad y se resolvio sin generar enfermedad de 6rgano diana.
No obstante, la presencia de ADNemia basal antes de la infusién se asoci6 a cargas
virales mas elevadas y, en algunos casos, a la necesidad de instaurar terapia
antiviral preventiva (PET). Estos hallazgos sugieren que, en este contexto, la
monitorizacion sistematica podria ser util para identificar a los pacientes con mayor
riesgo de replicacién viral significativa y guiar decisiones clinicas sobre la

intervencién temprana.

Por otro lado, la determinacion de la carga de Torque Teno virus (TTV) en
plasma no se mostr6 como un predictor fiable de ADNemia por CMV, ni se
correlacioné de forma determinante con la reconstitucion de células T CD4+ o CD8+
especificas para CMV en pacientes tratados con ibrutinib o ruxolitinib. Esto contrasta
con lo observado en trasplantes hematopoyéticos o de 6rganos sélidos, donde TTV
puede reflejar la inmunosupresion, y subraya la necesidad de identificar
biomarcadores mas especificos para anticipar la reactivacion viral en pacientes

hematoldgicos tratados con inhibidores de moléculas pequenias.

En conjunto, estos resultados refuerzan que la ADNemia por CMV, aunque
frecuente, no equivale necesariamente a enfermedad clinica y que el sistema
inmunitario mantiene capacidad suficiente para controlar la replicacion viral. La
evidencia presentada proporciona un marco conceptual para optimizar la

monitorizacion y manejo clinico de la reactivacién por CMV, diferenciando entre
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eventos subclinicos que no requieren intervencion y situaciones en las que la
monitorizacion sistematica puede estar justificada, como en pacientes receptores de
terapia CAR-T con viremia basal detectable. Estos hallazgos ofrecen una base
soélida para futuras investigaciones dirigidas a definir estrategias individualizadas de
seguimiento y manejo de la ADNemia por CMV en distintos escenarios terapéuticos

hematoldgicos.
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El citomegalovirus humano

I.1. Consideraciones histéricas y taxonomia

La infeccion por citomegalovirus humano (CMVH), perteneciente a la familia
Herpesviridae, ha constituido un foco relevante de investigacion biomédica desde
finales del siglo XIX. Su primera descripcion documentada se remonta a 1881,
cuando el patdlogo aleman Hugo Ribbert observé células anormalmente
agrandadas en tejidos humanos, especificamente en muestras de tejido renal y fetal.
En aquel momento, estas estructuras celulares fueron erréneamente interpretadas
como protozoos, dada su morfologia atipica y el escaso conocimiento virolégico de
la época. Posteriormente, gracias a los estudios de Ernst Lowenstein y el uso de
técnicas histologicas mas avanzadas, se demostré que dichas células
correspondian a células humanas infectadas (citomegalicas), que albergaban

inclusiones intranucleares caracteristicas, indicativas de una infeccion viral (1)(2).

En 1953, el perfeccionamiento de técnicas de vanguardia (con especial
relevancia de los avances en microscopia electronica) permitid confirmar la
presencia del virus en las inclusiones nucleares previamente descritas en distintas
muestras bioldgicas. Este hito hizo posible observar con mayor exactitud los efectos
citopaticos asociados a la infeccion intracelular. De manera paralela, la optimizacion
de los métodos de cultivo viral abrio la puerta al aislamiento del agente, un logro
alcanzado de forma independiente por diversos grupos de investigacion. Entre ellos
sobresale el liderado por el cientifico estadounidense Thomas H. Weller,
considerado pionero en este ambito y a quien se atribuye el descubrimiento del virus,

posteriormente denominado citomegalovirus (CMV)(3).

Conforme al Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), el CMV es un
género perteneciente al dominio Duplodnaviria, Orden Herpesvirales, Familia
Herpesviridae y subfamilia Betaherpesvirinae, conociéndose también como
Herpesvirus humano tipo 5. En la Tabla |.1 se presenta una clasificacién taxondmica

completa del CMV y sus familiares cercanos.
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Tabla I-1. Integrantes principales de la familia Herpesviridae

Designacién

Célula de latencia

Subfamilia Género
habitual principal
. Muco-epiteliales y
Herpes simple 1
neuronales
Alphaherpesviridae Simplexvirus —
. Muco-epiteliales y
Herpes simple 2
neuronales
] _ . Muco-epiteliales y
Varicellovirus Varicela-Zoster
neuronales
Citomegalovirus Citomegalovirus Macrofagos y linfocitos
Betaherpesviridae
Células
HHV-6
Roseolovirus inmunocompetentes
HHV-7 Linfocitos T
Linfocriptovirus  Virus de Epstein-Barr Linfocitos B
Gammaherpesviridae
Rhadinovirus HHV-8 Linfocitos B

I.2. Aspectos genédmicos y estructurales del CMV

La estructura basica del CMV, como la del resto de virus de la familia

Herpesviridae, consta de un genoma de ADN lineal de doble cadena protegido por

una capside icosaédrica, rodeada a su vez por una capa proteica llamada tegumento

y envuelta finalmente por una membrana lipidica celular con glicoproteinas virales

(4). Esta estructura se ilustra en la Figura I-1.

Tegument

Nucleocapsid

DNA genome

Figura I-1. Componentes de los viriones de los herpesvirus (5).
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En particular, el genoma de CMV tiene 237 Kpb, distribuidos en 167 marcos
de lectura abierta-ORF, con capacidad para codificar alrededor de 200 proteinas
Estas proteinas se clasifican segun el momento de la infeccion viral en que se
traducen, dando lugar a las proteinas a y 3, cuya expresion ocurre en las primeras
horas de la infeccidén, y a las proteinas y, traducidas después de 24 horas de
infeccion (6). EI genoma de CMV que codifica estas proteinas se organiza en torno
a dos secuencias unicas de diferente tamano, una larga (UL, unique long) y otra
corta (US, unique short), flanqueadas por otras secuencias, repetitivas e invertidas
(TRL-IRL y TRS- IRS)(6).

La capside icosaédrica del CMV tiene una arquitectura similar a las capsides
de otros miembros de la familia Herpesviridae. Esta compuesta por subunidades
proteicas con arquitectura de hexamero y pentamero, formando un total de 150

hexones y 12 pentones (Figura I-2).

Figura [-2. Reconstruccion tridimensional por criomicroscopia electronica de
capsides nucleares de CMV. William L. Close, Ashley N. Anderson, and Philip E.
Pellett Betaherpesvirus Virion Assembly and Egress. Advances in Experimental

Medicine and Biology (5).

Durante el proceso de encapsidacion nuclear, ambas estructuras tienen la
capacidad de asociarse con otras particulas proteicas de menor tamano,

culminando asi en la conformacion de la capside definitiva (7)(8).

Tras la capside se localiza el tegumento, una matriz estratificada que ocupa
el espacio comprendido entre la capside y la envoltura viral. Esta regién, capaz de
interactuar con las proteinas capsidicas adyacentes, constituye aproximadamente

el 50 % del total de proteinas del virion, predominando entre ellas las fosfoproteinas.
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En el tegumento se han identificado al menos diez proteinas conservadas en los
herpesvirus, entre las que destacan los productos de UL32 (pp150), UL48, UL26,
UL35, UL82 (pp71), UL83 (pp65), UL94, UL97 y UL99 (pp28). Dentro de este
conjunto, las fosfoproteinas pp65, pp150 y pp71 alcanzan concentraciones
particularmente elevadas, participando de manera esencial en el inicio del ciclo
infeccioso, la modulacion de la expresién génica viral y la formacién de nuevos

viriones con capacidad infectiva (9)(10).

La membrana es la estructura mas externa de CMV, constituida por una
bicapa lipidica derivada de la célula infectada, que rodea toda la estructura descrita.
En esta membrana se anclan diversas glicoproteinas de codificacion viral. Las
glicoproteinas gB, gH y gL son responsables de la penetracion celular en la primera
etapa de la infeccion de CMV, permitiendo la fusién del virus a la célula huésped y
la liberacion del virion al ambiente intracelular, gracias a su interaccion con diversas
proteinas de la superficie celular como integrinas o el receptor del factor de
crecimiento epitelial (Figura 1-3) (9)(11)(12).
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1.3. Genoma del CMV y mecanismos de evasion inmunolégica

El genoma del citomegalovirus humano (CMV) contiene, ademas de sus
genes codificantes, diversos segmentos de RNAs no codificantes (IncCRNAs) vy
microRNAs). Estos elementos reguladores desempefian un papel clave en la
modulacién de la expresion génica viral y en la interferencia con los mecanismos de

defensa celular dirigidos a limitar la replicacién del virus.

Asimismo, |l genoma del CMV presenta repeticiones terminales que actuan
como sefiales en "cis", facilitando tanto su escision como su encapsidacion
adecuada. Dicho genoma puede adoptar cuatro configuraciones isoméricas, aunque
unicamente una de ellas se empaqueta en cada virién (14). Su estructura, como
puede entenderse mejor en la Figura I-4, se compone de un segmento largo y unico
(UL, unique long), delimitado por secuencias repetidas e invertidas (TRL-IRL), y un
segmento corto y unico (US, unique short), también flanqueado por secuencias
repetitivas invertidas (TRS-IRS).

A pesar de tratarse de un virus de ADN, el CMV exhibe una variabilidad
genética considerablemente mayor en comparacion a otros herpesvirus humanos
(4). Se estima que hasta un 20% de su genoma puede diferir entre cepas, fenomeno
atribuible tanto a la acumulacién de mutaciones de novo en el hospedador como a
la elevada frecuencia de recombinacion en infecciones mixtas (ya sean
coinfecciones o superinfecciones), o bien a una combinacién de ambos factores
(15). Aunque no existe evidencia concluyente de que esta diversidad genética altere
de forma significativa la especificidad antigénica de las proteinas
inmunodominantes, ciertos estudios apuntan a que podria influir en la patogenicidad
viral en distintos contextos clinicos, como el trasplante de 6rgano sélido (TOS), el
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (TPH) y la infeccion
congénita. Sin embargo, esta hipétesis continta siendo motivo de debate dentro de

la comunidad cientifica.
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Figura I-4. Organizacion genética y contenido del CMV humano wild type, basado
en la cepa Merlin. Adaptado de Dolan A, Cunningham C, Hector RD, et al. (2004)

Genetic content of wild type human cytomegalovirus. Journal of General Virology 85:
1301-1312.

El CMV posee un extenso repertorio génico codificante para proteinas,
muchas de ellas homologas a proteinas celulares, lo que le permite evadir la
respuesta inmunitaria del hospedador y establecer una infeccion persistente (16).
Entre estas proteinas, al menos doce, codificadas por los genes US20, UL16, UL17,
UL18, UL40, UL43, UL83, UL140, UL141-UL144 y UL148, desempefan un papel

clave en la inhibiciéon del reconocimiento de las células infectadas por parte de las
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células NK, fundamentales en la primera linea de defensa antiviral. En particular,
UL40, UL140 y UL142 producen proteinas que imitan moléculas HLA de clase |,
regulando negativamente la actividad de las células NK. Ademas, el microARN miR-
UL122 del CMV suprime la expresion en la superficie celular de MICB (MHC class |
polypeptide-related sequence B), evitando asi la lisis de las células infectadas

mediada por células NK.

El virus emplea varias estrategias de evasion inmunoldgica para mantener
una latencia de por vida y evitar ser detectado por el sistema inmunitario del
huésped. Uno de los mecanismos clave consiste en atacar la via de presentacion
del antigeno del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) (17). Las proteinas
producidas por el CMV, como la US2 y la US11, dislocan las moléculas de la cadena
pesada del MHC de clase | del reticulo endoplasmico hasta el citoplasma, lo que
provoca su degradacion e impide la presentacion del antigeno viral a las células T
CD8+. Ademas, el US10 retrasa la maduracion de las moléculas del MHC de clase

I, lo que dificulta aun mas la deteccidon inmunoldégica (17).

El CMV también modula la respuesta inmune innata mediante la inhibicién de
diversas vias de sefalizacion antiviral (18). La proteina del tegumento UL82 inhibe
el estimulador de la sefializacion de interferon (STING), mientras que el producto
del gen UL145 facilita la degradacion de helicasas con funcion antiviral. Asimismo,
el producto tardio del gen UL111A codifica cmvIL-10, un homdlogo de la
interleucina-10 humana que se expresa durante la fase de latencia viral e induce un
estado de inmunosupresion. Esta molécula modula la expresion de MHC de clase |
y Il e interfiere con la funcion de las células dendriticas, favoreciendo la evasion del

sistema inmunoldégico.

ElI CMV también interfiere con los mecanismos de carga peptidica del
huésped, clave en la presentacion de antigenos a las células T y, por tanto, en la
evasion de la deteccion inmunoldgica. Asi, la proteina viral US6 actua sobre el
transportador asociado a la proteina procesadora de antigenos (TAP), mientras que
la US3 inhibe la tapasina, crucial para la translocacion de las moléculas del MHC a
la superficie celular. Esta estrategia integral de evasion requiere una gran poblacion
de células T especificas del CMV para controlar el virus, lo que a menudo se refleja
en los pacientes trasplantados por un aumento detectable de estas células (17)(19).
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I.4. Andlisis epidemioldgico y transmision de la infeccion por CMV

El CMV es un patdégeno ubicuo que afecta a personas de todos los rangos
de edad y que establece una latencia de por vida en el huésped al cual infecta (20).
La epidemiologia del CMV revela una importante variacion global en la
seroprevalencia, influenciada por factores como la edad, el nivel socioeconémico
y la regidn geografica (20)(21). En los paises desarrollados, la seroprevalencia del
CMV oscila entre el 24,6% y el 81%, mientras que en las regiones en desarrollo
puede llegar al 95,7% (22). Ademas, su prevalencia aumenta de forma
directamente proporcional a la edad debido a la creciente probabilidad de contagio
durante el ciclo vital, estimandose en torno al 20% de nifios hasta los 5 afios de
edad, 40% en los adolescentes y aumentando, posteriormente, a un ritmo
aproximado de un 1% por ano de vida. La capacidad del virus para infectar una
amplia gama de células y su capacidad de persistencia y reactivacion de por vida

complican su epidemiologia y su dinamica de transmision.

El virus se transmite principalmente a través del contacto cercano y directo con
fluidos corporales infectados, como la saliva, la sangre, la orina, el semeny la leche
materna, y también puede estar presente en el 6rgano o células trasplantadas
(como es el caso de receptores de un TOS o de TPH alogénico, o transfusiones
de productos sanguineos que contengan leucocitos de donantes seropositivos)
(23)(24).

En el caso de la transmision vertical de la madre al feto, esta puede ocurrir
intrautero, durante el parto o a través de la leche materna, y el mayor riesgo se
asocia con la infeccidén materna primaria durante el embarazo (25). La transmision
horizontal ocurre principalmente mediante la saliva y el contacto con objetos entre
nifios o bien del nifio al adulto. Ademas, los lactantes infectados eliminan este virus
a través de la saliva y la orina durante periodos prolongados, sirviendo como
reservorio para la propagacién del virus a cuidadores y otros nifios. La transmision

del virus a través de gotas o aerosolizacion no ha sido demostrada.

Si bien la implantacion desde hace afios de la deplecion leucocitaria
sistematica de todos los productos sanguineos mediante filtracion con filtros de

tercera o cuarta generacion ha eliminado esta forma de transmisién, en el pasado
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era una via frecuente ya que el virus quedaba de forma latente en los monocitos
de individuos sanos. En los pacientes trasplantados de 6rgano solido de donantes
seropositivos, la transmision puede deberse a una primoinfeccion en receptores
seronegativos o a una reinfeccion por cepas distintas o la reactivacion de la
infeccién latente en el receptor seropositivo, como consecuencia de Ila

inmunosupresion asociada al trasplante.

De la misma manera que ocurria en el caso de la infeccion congénita, la
primoinfeccion supone el mecanismo de transmisién de mayor riesgo y con mayor
probabilidad de enfermedad asociada a CMV, mientras que la reactivacion es la
situacion mas frecuentemente observada en la practica clinica. En receptores de
TPH alogénico seronegativos la transmision de CMV de un donante seropositivo
es posible, aunque muy ineficiente. En este subgrupo de pacientes, entre un 9% a
un 21% desarrollaran infeccion CMV post-TPH. ElI mayor riesgo infeccion y
enfermedad asociada al CMV se observa en receptores seropositivos que reciben
un TPH con deplecion de células T (23)(24).

Si atendemos a la expresion de la infeccion en la mujer embarazada, la
infeccion primaria en el embarazo ocurre en torno al 3,5% de los casos, siendo
asintomatica en aproximadamente el 85% de éstos. S expresa como un sindrome
virico con fiebre persistente y fatiga (26).Tras la infeccidén primaria, se desarrollan

anticuerpos anti-CMV y el virus queda latente.

La reactivacion periodica del virus latente con diseminacién viral es comun y
mas pronunciada en individuos inmunocomprometidos. La diseminacion viral
puede ocurrir a tasas variables desde sitios unicos o multiples después de una
infeccion primaria o no primaria, tanto en mujeres embarazadas como no
embarazadas. En poblaciones altamente seropositivas, la reactivacion o la
reinfeccién durante el embarazo representan un riesgo significativo de contraer
infecciéon por CMV congénito (cCMV). El impacto clinico de esta entidad no es
desdefable ya que entre sus posibles consecuencias se incluye el aborto
espontaneo, la muerte fetal intrauterina y secuelas del neurodesarrollo a largo
plazo, como la pérdida auditiva neurosensorial, retraso del crecimiento intrauterino,
retraso mental o la ceguera (27), afectando a aproximadamente a 1 de cada 150
bebés nacidos vivos en todo el mundo, con alrededor de 40.000 casos al afio soélo

11
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en los Estados Unidos (27). Estas patologias son mas frecuentes en caso de

producirse la primoinfeccion durante el primer trimestre.

El periodo de incubacién es de en torno a las 2 a 12 semanas. Tras la
primoinfeccion, el virus permanecera latente de manera indefinida en leucocitos,
linfocitos T, endotelio vascular, epitelio de los tubulos renales, excretandose de
forma irregular durante afos a través de secreciones orofaringeas y vaginales,

orina, semen, leche materna y heces (28)(29).

I.5. Células dianay ciclo viral del CMV

1.5.1. Entrada en la célula hospedadora

La entrada del virus en la célula hospedadora constituye un proceso
sumamente complejo, del cual poseemos un conocimiento limitado. Esta
complejidad se debe, en gran medida, al amplio tropismo celular caracteristico del
CMV, lo que lo diferencia de otros virus pertenecientes a la familia herpes. Cabe
destacar que no solo tiene la capacidad de invadir e ingresar en las células
empleando multiples vias en diversos tipos celulares diana, sino que, ademas, el
método de entrada puede diferir dentro de una misma estirpe celular, dependiendo
de la cepa especifica de CMV involucrada (30)(31). Este proceso esta mediado por
la interaccion de las glucoproteinas de la envoltura lipidica del virus con receptores

especificos de la célula hospedadora (32)(33).

Se han propuesto dos modelos de entrada celular, en funcién de los

determinantes de tropismo:
1.5.2. Entrada en fibroblastos

Este proceso corre a cargo del del complejo trimérico gH/gL/gO, el cual
reconoce integrinas 1y B3, ademas del receptor del factor de crecimiento derivado
de las plaquetas alfa (PDGFa)(33). La entrada ocurre mediante fusion directa de la
envoltura viral con la membrana celular, aunque estudios recientes sugieren la
participacion de micropinocitosis y la actividad fusogénica de la glucoproteina B (gB)
(34)(35).

12
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I.5.3. Entrada en células epiteliales y endoteliales

En este caso, el mecanismo depende del complejo pentamérico formado por
gH/gL y las proteinas pUL129, pUL130 y pUL131, codificadas por genes del cluster
UL128-150. Este modelo implica endocitosis dependiente de pH bajo y fusién
mediada por otras glucoproteinas. La adhesion inicial en ambos modelos parece

estar mediada por el complejo gN/gM. (14)(36).

I1.5.4. Trafico intracelular y transporte del DNA viral

Tras la entrada, la capside viral y las proteinas del tegumento se liberan en el
citosol. Proteinas del tegumento como pUL47 y pUL48 interactuan con microtubulos
para dirigir la capside hacia el nucleo. Paralelamente, otras proteinas modulan
procesos de evasion inmune y sefalizacion celular. Una vez en el nucleo, la capside
se descompone y transfiere el ADN viral al espacio intranuclear, donde se circulariza
y permanece como episoma (13)(15)(37). Cabe destacar el papel de la proteina del
tegumento pp65. Mas alla de ser la proteina mas abundante y de haberse utilizado
previamente como herramienta diagndstica y de monitorizacién terapéutica, la pp65
cumple una serie de funciones fundamentales en esta fase del ciclo viral que
posibilitan la infeccion y que tienen que ver con la evasiéon inmune (9)(10), entre las

qgue se incluyen:

- Fosforilacion de proteinas virales codificadas por los genes immediate early (IE),
bloqueando su presentacion a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo | (MHC 1).

- Inhibicién de las células natural killer (NK) a través de la ruta mediada por el NF-
KB.

- Descenso de los niveles de interferén (IFN).

Una vez infectada la célula e internalizado el DNA, el virus puede adoptar dos
fases: la de latencia, o la de replicacion activa e infeccion productiva, lo cual esta
determinado por un equilibrio complejo entre factores inhibidores y factores
activadores que controlan la transcripcion de los genes virales tras la infecciéon

inicial, y que puede, ademas, variar en diferentes estirpes celulares (38).

13
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1.5.5. Estado de latencia del CMV

El estado latente es el predeterminado tras la infeccidn inicial y afecta
principalmente células de estirpe mieloide, ademas de células epiteliales y
endoteliales. Durante esta fase, el DNA viral se asocia con el complejo ND10 y se
heterocromatiniza, bloqueando la transcripcion de genes immediate early (IE), clave

para la replicacion viral.

1.5.6. Factores que desencadenan la reactivacién

La transicién de latencia a infeccion productiva esta influenciada por factores
moleculares y condiciones del huésped:

* Inmunosupresion: reduce la capacidad de mantener los genes I|E
silenciados.

+ Estrés oxidativo y citocinas inflamatorias: como la IL-6 y especies reactivas
del oxigeno (ROS), que activan factores de transcripcion (NF-kB, AP-1) capaces de
unirse al promotor major immediate early promoter (MIEP).

» Diferenciacion celular: la diferenciacion de progenitores CD34+ a

macrofagos o células dendriticas promueve la replicacién viral.
1.5.7. Infeccién productiva: cascada genética

Una vez se ha activado el paso de fase de latencia a infeccion, la expresion
genética viral sigue una secuencia temporal:

1. Genes immediate early (IE): regulan la transcripcion inicial y preparan el
ambiente para la replicacion viral. Productos clave como IE72 e IE86 optimizan el
control del ciclo celular y la sefalizacion.

2. Genes early (E): codifican proteinas para la replicacion del DNA viral,
incluyendo la polimerasa viral (pUL54) y quinasas como pUL97.

3. Genes late (L): producen proteinas estructurales para la capside, el

tegumento y el ensamblaje viral.

El feedback negativo, regulado por IE86, regula la cascada transcripcional,

garantizando un control sobre la progresién de la infeccion.

14
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1.5.8. Replicacién del DNA viral y sintesis proteica

La replicacion del ADN y la formacion de la capside del virion tienen lugar en
el nucleo celular. La particula inmadura es transportada a lo largo del citoesqueleto
celular. Al mismo tiempo, en el aparato de Golgi se produce el ensamblaje con la
envolturay el virus se libera de la célula a través de una via exocitica, por lisis celular

o por el paso de una célula a otra (28).

ElI ADN viral descondensado es replicado por la polimerasa viral (UL54-UL44)
en forma de concatémeros. Estos son moléculas largas con multiples copias del

genoma separadas por sitios especificos para el posterior empaquetado.

Simultaneamente, la célula hospedadora es secuestrada para transcribir y
traducir proteinas virales en el reticulo endoplasmico rugoso (RER). Estas proteinas

regresan al nucleo para integrarse en el ensamblaje de viriones.

1.5.9. Ensamblaje y empaquetado del DNA

El ensamblaje de la capside icosaédrica ocurre en el nucleo, utilizando
proteinas estructurales y tegumentarias como pp150. El complejo terminasa (pUL56,
pUL89 y pUL81) es clave en el empaquetado del DNA:

» Corta concatémeros en unidades gendmicas individuales.

* Introduce el DNA en las capsides utilizando energia derivada de la
actividad ATPasa.

» Completa el proceso eliminando exceso de DNA en la capside.

Estas capsides completas adquieren su membrana lipidica en el reticulo

endoplasmico y el aparato de Golgi antes de ser liberadas de la célula.

Por tanto, el ciclo de vida del CMV combina estrategias complejas de entrada,
evasion inmune y replicacion, adaptadas a diversos tipos celulares y condiciones del
huésped. Su capacidad de latencia y reactivacion bajo condiciones especificas lo
convierte en un patégeno relevante en pacientes inmunocomprometidos, como los
sometidos a trasplantes hematopoyeéticos. Los avances en la comprension de estos
mecanismos han identificado nuevas dianas terapéuticas, incluyendo complejos

como el terminasa, destacando su importancia en el manejo clinico de infecciones
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por CMV.

La persistencia indefinida del CMV en el paciente infectado puede deberse a:

a. Una infeccion productiva cronica de bajo grado, como sugiere la
estabilidad de las respuestas de anticuerpos contra las proteinas del virus a lo largo
del tiempo; y la respuesta de los linfocitos CD8 especificos frente al CMV, o bien.

b. Un estado de verdadera latencia, en el que sélo se expresa un numero
limitado de genes virales. Se ha observado la reactivacion del CMV en los monocitos
infectados de forma latente, tras su diferenciacién en macréfagos tisulares y células

dendriticas.

Definiciéon de infeccion por CMV

Las siguientes definiciones empleadas a lo largo de todos los articulos
conformantes de esta tesis han sido obtenidas a partir de guias locales y

contrastadas con documentos de consenso (39)(40).

1.6.1. Infeccion por CMV

La infeccion por CMV se define como el aislamiento del virus o la deteccion
de proteinas (antigenos) o acidos nucleicos virales en cualquier muestra de tejido o
fluido corporal. Se recomienda que tanto la fuente de las muestras analizadas [p. €j.,
plasma, suero, sangre total, leucocitos de sangre periférica, liquido cefalorraquideo
(LCR), lavado broncoalveolar (LBA)], orina o tejido] y el método de diagndstico

utilizados queden detallados.

1.6.2. Replicacion del CMV

El término “replicacion” se puede utilizar para indicar evidencia de

multiplicacion viral y, a veces, se utiliza en lugar de infeccion por CMV.

1.6.3. Infeccion primaria por CMV

La infeccién primaria por CMV se define como la primera deteccion de

infeccién por CMV en un individuo que no tiene evidencia de exposicion al CMV.
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1.6.4. Infeccidon recurrente por CMV

La “infeccidn recurrente” se define como una nueva infeccion por CMV en un
paciente con evidencia previa de infeccion por CMV al que no se le ha detectado el
virus durante un intervalo de al menos 4 semanas durante la vigilancia activa. La
infeccion recurrente puede deberse a la reactivacion del virus latente (endégeno) o
a la reinfeccion (exdgena). Los anticuerpos especificos de CMV pueden transferirse
pasivamente  mediante  productos sanguineos o administracion  de
inmunoglobulinas. Para fines practicos, la presencia o ausencia de anticuerpos
especificos del CMV mediante serologia se puede utilizar como estimaciones
aceptables de la exposicion previa al CMV para clasificar a los pacientes para su

ingreso a ensayos clinicos.

1.6.5. Reinfecciéon por CMV

La reinfeccion se define como la deteccidon de una cepa de CMV distinta de

la cepa que causo la infeccion inicial.

1.6.6. Reactivacion del CMV

La reactivacion del CMV es probable si se descubre que las dos cepas virales
(cepa anterior y actual) son indistinguibles, ya sea mediante la secuenciacién de
regiones especificas del genoma viral o mediante el uso de una variedad de técnicas

moleculares que examinan genes que se sabe que son polimorficos.

1.6.7. Enfermedad por CMV

Podriamos definir la enfermedad por citomegalovirus (CMV) como la
presencia de sintomas o signos clinicos junto con la deteccién del CMV mediante el
aislamiento del virus, el cultivo rapido, la histopatologia, la inmunohistoquimica, las
técnicas de hibridacién del ADN o el analisis de acidos nucleicos en los tejidos de
los 6rganos afectados, como los pulmones, el sistema nervioso central, el aloinjerto
renal, la vejiga o el corazdon, y cada enfermedad organica tiene criterios de
diagndstico especificos (40).

Dados los desafios que supone el diagnostico y la variabilidad en la

presentacion clinica de esta entidad, se introdujo la categoria de «enfermedad
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probable», con el objetivo de refinar la clasificacién de la enfermedad por CMV
mediante la incorporacion de pruebas cuantitativas de acidos nucleicos para algunas

categorias de enfermedades de los 6rganos diana.

En este sentido, la enfermedad por CMV esta conformada por una miriada
de presentaciones clinicas, entre las cuales quiero destacar las siguientes:
neumonia, enfermedad gastrointestinal, hepatitis, retinitis, enfermedad del sistema
nervioso central, nefritis, cistitis, miocarditis y pancreatitis, asi como el sindrome por
CMV.

1.6.8. Enfermedad de 6rgano diana

En el caso de otras enfermedades de los 6rganos diana, la enfermedad se
define como la presencia de sintomas o signos clinicos apropiados, junto con la
documentacion del CMV en el tejido del o6rgano correspondiente mediante
histopatologia, aislamiento del virus, cultivo rapido, inmunohistoquimica o
hibridacion del ADN.

1.6.9. Sindrome por CMV

El sindrome por CMV se define como una infeccion sistémica generalizada
por CMV acompafiada de manifestaciones clinicas inespecificas, sin evidencia de
invasion tisular localizada. Esta entidad clinica es especialmente reconocida en el
contexto del trasplante de 6rganos (41). Consiste en la deteccion del CMV en la
sangre mediante aislamiento viral, cultivo rapido, antigenemia o técnica de
amplificacion de acidos nucleicos (TAAN), junto con al menos dos de los siguientes
sintomas: fiebre =238 °C durante al menos 2 dias, malestar o fatiga nuevos o
aumentados, leucopenia o neutropenia en 2 mediciones distintas con un intervalo
de al menos 24 horas, mas o igual a 5 linfocitos atipicos, trombocitopenia o elevacién
de las aminotransferasas hepaticas hasta 2 veces el limite superior normal en

personas que no han recibido un trasplante de higado (42).

La infeccién por CMV y control inmunitario en situacion de inmunocompetencia

La infecciéon por CMV, como ya hemos comentado, es una enfermedad
comun que afecta a gran parte de la poblacion humana, especialmente en los

primeros afios de vida. En la mayoria de los casos, los pacientes desarrollan una
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inmunidad innata suficiente para superar la infeccion primaria sin presentar sintomas
especificos, como fiebre, malestar general, mialgias, dolor de cabeza y fatiga
muscular. Sin embargo, el virus puede permanecer latente en algunas células del
hospedadora, como las células epiteliales, neuronales y propias del sistema inmune

(neutrdfilos, monocitos/macrofagos y linfocitos) (24)(43)(44).

En individuos inmunocompetentes, como se ilustra en la Figura |-6, la
infeccion primaria por CMV tipicamente se inicia con la replicacion viral en el epitelio
de la mucosa (A). Posteriormente, el virus se desplaza hacia células monociticas de
linaje mieloide, incluyendo monocitos y células CD34+, donde establece un estado
de latencia (B). Durante esta fase latente, la expresiéon genética del virus es
restringida, lo que impide su reconocimiento por las células efectoras del sistema
inmune. La diferenciacién de estos monocitos latentes en macrofagos puede, en

este punto, dar lugar a una infeccién productiva (C).

Paralelamente, las particulas virales pueden inducir la secrecion de citocinas
y quimiocinas, activando la respuesta inmunitaria, incluida la inmunidad
innata mediada por células NK (D). Los macrofagos infectados también
pueden estimular directamente las células T especificas de antigeno (C), que al
activarse (CD8+, CD4+ y/o T-yd) junto con las células NK, pueden eliminar células
infectadas mediante citélisis o inhibir la replicacion viral a través de la secrecion
de IFN-y y TNF (E).

Finalmente, las células B, activadas por células dendriticas (DCs),
constituyen otro componente esencial de la respuesta adaptativa, controlando el

virus a nivel extracelular mediante la neutralizacion mediada por anticuerpos (F).

La inmunidad innata, por otro lado, juega un papel crucial en la contencion de
la infeccidén primaria, gracias principalmente a la participacién de los receptores de
patdgenos o toll-like receptors (TLR) de las células inmunes mieloides y la
citotoxicidad de los linfocitos NK (45). A pesar de la 6ptima respuesta inmune de los
pacientes frente a CMV, el virus puede permanecer latente en células del huésped,
lo cual puede conducir a su vez a episodios de reactivacion viral intermitentes a lo
largo de la vida, especialmente en pacientes con una respuesta inmune mermada,

como aquellos con deficiencias notables en la inmunidad celular (disminucién de
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linfocitos T CD4 y CD8 especificos frente a CMV), derivando esta situacion en el

posible desarrollo de una enfermedad clinica mas grave (43)(46).
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Figura 1-6. Control inmunologico del HCMV mediante inmunidad innata y adaptativa
(43).

Asimismo, la reactivacion del estado de latencia es un proceso crucial en la
patogénesis del CMV, dandose principalmente en situaciones de inmunosupresion,
infeccidn o estrés inflamatorio. Aunque el mecanismo exacto no esta completamente
claro, se considera que TNF-a juega un papel fundamental. TNF-a interactua con el
receptor de TNF en las células infectadas latentemente, lo que provoca la activacion
de la proteina quinasa C y NF-kB, y posteriormente la transcripcion de los genes |IE

del CMV, lo que finalmente desencadena la replicacion viral (44).

Cuando la reactivacion viral se encuentra controlada y la replicacion del CMV
es contenida, la respuesta inmune adaptativa adquiere un papel central, implicando
la colaboracion de las respuestas humoral y celular. Los linfocitos B, al diferenciarse
en células plasmaticas, producen anticuerpos dirigidos contra dianas virales

especificas, como las glicoproteinas gBygH, y pueden beneficiarse de la
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transferencia de anticuerpos IlgG maternos a través de la placenta.

Por su parte, la respuesta celular resulta crucial frente al CMV, destacando la
accion de los linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos. La gravedad de la infeccion se
asocia frecuentemente con la deplecidén de esta inmunidad celular, subrayando su
importancia. En individuos seropositivos sanos, la vigilancia inmunitaria eficiente
frente a episodios de reactivacion viral subclinica intermitente se mantiene gracias
a la presencia de linfocitos T de memoria especificos circulantes en sangre periférica
(43).

La infeccidn por CMV es especialmente relevante en algunos contextos como
la infeccion congénita y neonatal, donde puede producir una elevada tasa de
mortalidad (hasta el 30%) y trayendo graves repercusiones en el feto, como retraso
en el crecimiento, dafo hepatico y deterioro del sistema nervioso central. La
infeccion fetal en madres seronegativas no es despreciable, pero las madres
seropositivas protegen al feto con sus anticuerpos en caso de una reactivacion
durante el embarazo. Ademas, el CMV puede producir una infeccion oportunista en
pacientes VIH positivos, especialmente en estadios mas avanzados de SIDA, y en

pacientes receptores de TOS, debido a su estatus de inmunosupresion (43)(46)(47).

La infecciéon por CMV en pacientes con neoplasias hematolégicas

ElI CMV, como ya sefialamos con anterioridad, es un miembro prototipico de
la subfamilia Betaherpesvirinae, la cual incluye varias especies virales capaces de
establecer infecciones latentes/persistentes de por vida en huéspedes humanos

susceptibles tras la infeccidén primaria (48).

Histéricamente, la incidencia de reactivacion del CMV y las manifestaciones
de la enfermedad subsiguientes se consideraban bajas en entornos clinicos
hematoldgicos distintos del trasplante alogénico de células madre. Sin embargo, el
relativamente reciente aumento importante del uso intensivo de terapia
inmunosupresora pleiotropica, en particular en trastornos linfoproliferativos, ha
llevado a un aumento de la incidencia de infecciones virales en diferentes pacientes
hematolégicos. Como consecuencia, el CMV representa un patégeno cada vez mas

importante, tanto en estos pacientes como en entornos diferentes del trasplante.
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En este contexto, los episodios de reactivacion viral subclinica esporadica
son generalmente regulados por un sistema inmunoldgico eficiente, lo que justifica
la abundancia de células T especificas contra el CMV presentes en la sangre
periférica de individuos seropositivos y saludables. En contraste, la reactivacion viral
genera una considerable carga de morbilidad y mortalidad en individuos
inmunocomprometidos, incluidos aquellos receptores de quimioterapia, trasplantes
de organos soélidos, trasplantes alogénicos de progenitores hematopoyéticos, asi

como en el contexto del desarrollo embrionario (49).

En este marco, se ha estudiado en profundidad la infeccion por CMV en los
pacientes hematologicos receptores de trasplante, especialmente entre aquellos
trasplantes alogénicos de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH), dada la elevada
prevalencia y morbimortalidad en este conjunto de pacientes. Sin embargo, en
contextos clinicos distintos del TPH alogénico, esta infeccidén y sus repercusiones
clinicas contintia siendo una cuestion poco explorada, de forma que puede afirmarse
que falta experiencia clinica en el manejo de este escenario en particular (50). En
consecuencia, el CMV se ha erigido en los ultimos afios como un patéogeno de

creciente relevancia en este tipo de pacientes.

Dada la seroprevalencia frente a CMV calculada en torno al 83% de media
global (21) la incidencia reportada de infeccion por CMV y reactivacion por CMV en
pacientes con neoplasias hematologicas no receptores de TPH es notablemente
heterogénea, variando entre el 2 y el 67% (50). En otro estudio, por ejemplo, se
observé una incidencia de ADNemia por CMV del 17%, experimentando la mayoria
de estos pacientes reactivaciones sintomaticas o enfermedad organica (51). Otra
investigacion destaca las elevadas tasas de infeccion por CMV, que oscilan entre el
25y el 61% y de enfermedad por CMV del 3% al 16% dentro del afio del diagndstico
(52). Se han identificado distintos factores de riesgo que justifican estas diferencias,
incluyendo el uso de esteroides en altas dosis durante la induccion, el empleo de
mas de dos lineas de tratamiento para el linfoma, el uso de transfusiones de
concentrado de hematies, un bajo indice de masa corporal (IMC) y la presencia de
hipoalbuminemia, asociandose, ademas, estos factores con una supervivencia
general significativamente inferior en comparacioén con los pacientes sin infecciéon
por CMV (53).
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Otra publicacidon mas reciente confirmoé que la mortalidad a los 30 dias fue
significativamente mayor en los pacientes con enfermedad por CMV (AOR=14,41,
3,23-64,31, p<0,001) (54). Ademas, la mortalidad asociada a la infeccién por el CMV
en estos pacientes se ve agravada aun mas por las altas tasas de recurrencia, que
oscilan entre el 20% y el 38% (52). Es importante destacar también la existencia de
autores que asocian la viremia por CMV (incluida la de bajo grado y en ausencia de
enfermedad CMV) a peores resultados clinicos y una disminucion de la
supervivencia en pacientes con neoplasias hematolégicas (565). Sin embargo, se
trata de un tema que genera gran controversia puesto que el tratamiento de la
infeccion por CMV en esta poblacién es complicado debido a los efectos adversos
asociados con los tratamientos convencionales como el ganciclovir, el valganciclovir,
o el foscarnet, que incluyen mielosupresion, neutropenia y nefrotoxicidad, que a
menudo conducen a la interrupcion del tratamiento (56). Ademas, el retraso de la
recuperacion de la neutropenia y la combinacidn con reactivacion de virus de
Epstein-Barr (VEB) después del trasplante son factores de riesgo comunes de
infeccion por CMV e infeccion por CMV refractaria, siendo una carga viral de CMV
de 10.000 Ul/ml en plasma un umbral asociado con una mayor refractariedad y un

menor riesgo de supervivencia general (SG) (57).

Por tanto, la elevada incidencia de la infecciéon por CMV en pacientes con
neoplasias hematoldgicas, asi como su repercusion clinica, ponen de manifiesto la
importancia de una vigilancia estrecha y del inicio precoz de la terapia antiviral, con
el fin de reducir la morbilidad y mortalidad asociadas (55). El analisis detallado de
su incidencia, de los factores de riesgo implicados y de los desenlaces clinicos en
pacientes con neoplasias hematologicas que no son receptores de TPH evidencia
la necesidad urgente de disponer de estrategias profilacticas y terapéuticas mas
eficaces. Ello permitiria no solo una mejor estratificacion del riesgo, sino también la
optimizacién de las intervenciones terapéuticas, con el objetivo ultimo de mejorar el

pronostico en esta poblacion especialmente vulnerable.

El desarrollo de enfermedad CMV en 6rganos diana, ya sea después de una
infeccion primaria o de una reactivacién del CMV, a menudo ocurre en el contexto
de cargas virales altas o en ascenso (viremia/antigenemia pp65/ADNemia viral) en
el compartimento sanguineo (58). Esta enfermedad puede manifestarse como

neumonia bilateral o enfermedad gastrointestinal, con mayor frecuencia; o bien
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retinitis, hepatitis o encefalitis, con menor frecuencia.

Métodos de cuantificacion de respuesta inmune T especifica

La evaluacion de las respuestas especificas de las células T frente al CMV
resulta fundamental tanto en el ambito clinico como en el investigativo, en particular
para el manejo adecuado de las infecciones en pacientes inmunodeprimidos, como
aquellos sometidos a trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH). Para este
fin se dispone de diversas metodologias, entre ellas ELISPOT, IGRA y citometria de
flujo con tincién intracelular de citoquinas, cada una con ventajas y limitaciones
propias (39). Estos procedimientos han experimentado una notable evolucion, lo que

ha favorecido su creciente utilidad en el diagndstico y en la investigacion clinica.

1.9.1. Citometria de flujo con tincién de citoquinas intracelular

Permite elaborar perfiles detallados de las células T, incluidos los marcadores
de superficie y la produccién de citoquinas. Ademas, proporciona datos exhaustivos
sobre los subgrupos de células T y sus estados funcionales, lo que resulta valioso
para comprender las respuestas inmunitarias en afecciones complejas como el TPH.
El procedimiento suele basarse en el empleo de un conjunto de péptidos
superpuestos a modo de antigeno, que abarcan las proteinas altamente
inmunogénicas pp65 e IE-1 del CMV (59).

1.9.2. Ensayo ELISPOT (enzyme-linked immunospot)

Este método permite evaluar la inmunidad mediada por células T a través de
la estimulacion ex vivo de linfocitos CD4+ y CD8+ con antigenos de CMV que
interactuan con haplotipos de HLA de clase I, lo que induce la produccion y liberacion
de IFN-y. En pacientes con infeccién latente por CMV, estos linfocitos son capaces
de reconocer dichos antigenos y secretar IFN-y en respuesta; la deteccion de este
proceso, mediante una versiéon modificada del ELISA convencional, constituye el

fundamento del ensayo.

Este procedimiento se considera el estandar de referencia para cuantificar la
frecuencia de células T especificas frente a determinados antigenos, gracias a su
capacidad para ofrecer una enumeracion precisa de los linfocitos que participan en
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dicha respuesta (60). Es rentable y adecuado para analisis de alto rendimiento, lo

que lo hace ideal para ensayos clinicos y estudios de vacunas.

Actualmente, el ensayo se ha optimizado en funcion de varios parametros,
como el numero de células y el tiempo de incubacion, a fin de mejorar su precision

y reproducibilidad
1.9.3. IGRA (ensayo de liberacién de interferon gamma)

Los ensayos de liberacion de interferon gamma (IGRA) permiten evaluar la
inmunidad celular especifica mediante la cuantificacion del IFN-y secretado por
linfocitos T tras la estimulacion antigénica. Entre estos, el Quantiferon-CMV, basado
en la técnica de ELISA, se utiliza para detectar respuestas T frente a
citomegalovirus, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Su sencillez
técnica y aplicabilidad clinica lo convierten en una herramienta util para monitorizar
la inmunocompetencia especifica frente a CMV (61), especialmente en el contexto

de la investigacion clinica.

La plataforma IGRA se adapta a diferentes patdégenos y proporciona una
herramienta versatil para las evaluaciones epidemioldgicas y los ensayos clinicos
(62).

Il. Impacto de las nuevas terapias dirigidas y bioterapias en el manejo de la
infeccién por CMV

En el trasplante de progenitores hematopoyéticos, las denominadas “nuevas
bioterapias” (ibrutinib, dasatinib, ruxolitinib y venetoclax, entre otros) han
transformado la estrategia terapéutica al ofrecer inhibidores selectivos de vias
moleculares criticas relacionadas con la supervivencia celular, la proliferacién y la
inflamacion. Estos tratamientos pueden incluir terapias basadas en la modulacion
del sistema inmunoldgico, como la inmunoterapia, que busca potenciar la respuesta
inmune del paciente contra la neoplasia y/o la infeccion CMV. Ademas, las nuevas
bioterapias abarcan el uso de anticuerpos monoclonales y terapias génicas y/o
celulares que buscan atacar directamente al virus/neoplasia o fortalecer la

capacidad del sistema inmunolégico para combatirlos (63)(64).
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Los small molecule inhibitors, englobados dentro de estas nuevas terapias
dirigidas, son compuestos de bajo peso molecular (generalmente menor a 500 Da)
que se disenan para interferir con la funcién de proteinas especificas, como enzimas
o receptores, que participan en procesos celulares criticos. Debido a su pequefio
tamano, pueden penetrar en las células y modular vias de sefializacion internas, lo
que los hace especialmente utiles en terapias dirigidas, por ejemplo, en el
tratamiento de ciertos tipos de cancer y otras enfermedades. En este grupo quedan

precisamente englobados ibrutinib, venetoclax, dasatinib y ruxolitinib.

I.1. Ibrutinib

El ibrutinib es un farmaco inhibidor irreversible de la tirosina quinasa de
Bruton (BTK), clave en la via de sefalizacién de los receptores de las células B. Esta
via desempefia un papel crucial en el desarrollo, la diferenciacion y la proliferaciéon
de las células B, asi como en el reconocimiento de agentes infecciosos por el
sistema inmunitario innato (65)(66). Como primer inhibidor de la BTK aprobado para
el mercado, ibrutinib revolucioné el panorama del tratamiento de diversas neoplasias
hematolégicas al regular la proliferacion, la apoptosis y la migracion celular (67). Se
ha aprobado para el tratamiento de varias neoplasias malignas de células B, como
la leucemia linfocitica cronica (LLC), el linfoma de células del manto y la
macroglobulinemia de Waldenstrom, asi como para el tratamiento para la
enfermedad crénica de injerto contra huésped (EICRc) en receptores de TPH
alogénicos (68). Ademas, se ha sugerido su potencial en el tratamiento de tumores
sélidos como es el cancer de mama ErbB2+, ya que muestra una reduccion de la
viabilidad celular y efectos sinérgicos cuando se combina con los inhibidores de la
via PI3K (como el idelalisib)(69).

El mecanismo de accién del ibrutinib implica la inhibicién de la BTK, crucial
para el desarrollo y la funcion de las células B. Esta inhibicion interrumpe la via de
sefalizacion de los receptores de las células B, provocando la muerte de las células
B malignas (70). Después de la unién del antigeno a la parte extracelular del BCR
(B-cell receptor), la BTK activada juega un papel de sefializacién esencial en la ruta

descendente del BCR, de manera que puede regular la proliferacion celular multiple,
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Figura 1-9. Estructura de la tirosina quinasa de Bruton (BTK) y vias de sefalizacion

de reticulacién asociadas (65).

funciones de diferenciacién y apoptosis mediante enlaces cruzados, activando
muchas proteinas y vias cruciales en el tratamiento del linfoma de células B. A pesar
de su eficacia, el uso del ibrutinib no esta exento de desafios. Los pacientes pueden
desarrollar resistencia al farmaco, lo que a su vez puede provocar una recurrencia

de la enfermedad y conllevar un mal prondstico (71).

Ademas, el ibrutinib se asocia con varios efectos adversos, incluido un mayor
riesgo de hemorragia y fibrilacion auricular, lo que requiere una monitorizacion
rigurosa del paciente (72). Ademas, el ibrutinib ha demostrado su potencial mas alla
de las neoplasias hematoldgicas, realizandose estudios que investigan su eficacia
en tumores solidos, aunque su funcion como monoterapia en este ambito es limitada
(73). En definitiva, el ibrutinib ha representado un avance significativo en el
tratamiento de las neoplasias hematoldgicas, ofreciendo tasas de respuesta
completa significativas. Sin embargo, su aplicacion requiere una cuidadosa

consideracion de sus efectos adversos y del potencial de resistencia a los
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medicamentos. La investigacion actual continua explorando formas de optimizar su

uso y ampliar su potencial terapéutico.

11.2. Venetoclax

Venetoclax es el primer farmaco inhibidor de BCL2 introducido y empleado
en la practica clinica. Se trata de una terapia perteneciente a los farmacos “small
molecule inhibitors”, con biodisponibilidad oral, cuyo mecanismo de accion se basa
en mimetizar farmacolégicamente a las proteinas inductoras de la apoptosis
(especificamente, las llamadas proteinas BH3). De esta forma, induce rapidamente
la muerte de las células tumorales, especialmente en la leucemia linfatica crénica
con del(17p), donde esta proteina se expresa en niveles elevados y dependen de
ella para su supervivencia (74)(75). Este mecanismo de accién es crucial por su
eficacia en enfermedades caracterizadas por la sobreexpresion de BCL-2, que

contribuye a la supervivencia, proliferacion y resistencia de las células cancerosas.
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Figura I1-10. Mecanismo de accion de Venetoclax (76).

La utilidad clinica del venetoclax se reconocié por primera vez en la LLC,
donde mostré una eficacia notable, especialmente en pacientes con enfermedad
recidivante o refractaria. Su aprobacién por parte de la FDA (Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) en 2016 para pacientes con LLC
del(17p) previamente tratada se basdé en tasas de respuesta significativas y

beneficios de supervivencia libre de progresion demostrados en ensayos clinicos
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(77). En terapia unica, se han reportado respuestas duraderas en el 79 % de los
pacientes con LLC o linfoma linfocitico pequefio en recaida o refractaria en un
estudio de fase |, incluidas remisiones completas en el 20 % de los pacientes (78).
Mas alla de la LLC, venetoclax se ha mostrado prometedor en el tratamiento de otras
enfermedades linfoproliferativas de células B, aunque las tasas de respuesta varian
entre los diferentes subtipos debido a mecanismos de resistencia intrinsecos y
adquiridos (79). Se ha explorado su actividad en combinacién con otros agentes
terapéuticos, como los inhibidores de la exportina 1 (XPO1) en la LMA, para superar
la resistencia y mejorar la actividad antileucémica (75). Sin embargo, la resistencia
al venetoclax plantea un desafio importante, con mecanismos que incluyen la
regulacion positiva de otras proteinas antiapoptoticas, mutaciones en las proteinas
de la familia BCL-2 y alteraciones en la funcién y el metabolismo mitocondrial (80).
Abordar estas vias de resistencia es fundamental para mejorar las terapias basadas
en venetoclax. Actualmente hay varias investigaciones en desarrollo acerca de la
posible combinacion de venetoclax con otros tratamientos, como inhibidores de
puntos de control inmunoldgico y radioterapia, lo que ofrece estrategias potenciales
para mejorar su eficacia y superar la resistencia en diversas neoplasias

hematoldgicas.

11.3. Dasatinib

Dasatinib es un potente inhibidor de segunda generacién de la tirosina
quinasa (TKI). Actua inhibiendo la proteina de fusién BCR/ABL y las quinasas de la
familia SRC, asi como c-KIT, PDGFR-a y -b, y el receptor quinasa de efrina, tirosinas
quinasas implicadas en la sefalizacion celular, regulando procesos clave como
proliferacion, supervivencia, diferenciacion y migracion celular, estando
frecuentemente asociadas a patologias como el cancer. De esta manera, dasatinib
bloquea la transicién G1/S e inhibe el crecimiento celular con mayor potencia en
comparacion con otros inhibidores de BCR-ABL como imatinib (no requiere cambios
conformacionales en el dominio de unién a ABL y, por tanto, es activo contra
mutaciones resistentes a imatinib), por lo que fue disefiado para pacientes con
leucemia mieloide cronica (LMC) en fase crdnica, blastica o en fase acelerada
resistentes o intolerantes al tratamiento previo (81). Ademas, se ha demostrado que
dasatinib induce apoptosis y detencién del ciclo celular en otras lineas celulares

cancerosas, incluidos los canceres de pulmén y orales, al atacar la LIM quinasa 1
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(LIMK1) y Src (quinasas que regulan la dinamica del citoesqueleto y la sefializacion

celular), respectivamente (82).

Los ensayos clinicos han demostrado que dasatinib produce respuestas
moleculares, citogenéticas y hematoldgicas tempranas y duraderas tanto en
pacientes adultos como pediatricos con leucemia mieloide cronica Ph+ recién
diagnosticada o resistente o intolerante a imatinib (83). También ha demostrado
eficacia para lograr respuestas citogenéticas importantes o completas en LMC en
fase cronica recién diagnosticada y resistente o intolerante a imatinib, asi como
respuestas hematoldgicas importantes en LMC en fase acelerada o blasticay en la
leucemia linfoblastica aguda (LLA) Ph+ (84)(85).

Por otro lado, existen efectos adversos documentados en relacion al uso de
este medicamento, como la hipertension arterial pulmonar (HAP) y el derrame
pleural, que estan relacionados con el dafo endotelial y el aumento de la

permeabilidad vascular mediada por especies reactivas de oxigeno (86).

El mecanismo de accion de dasatinib también implica la inhibicion de la via

RAF/MEK/ERK, lo que contribuye a su toxicidad cardiovascular (87).
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Figura I-11. Mecanismo de accion de Dasatinib (88).
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Il.4. Ruxolitinib

Ruxolitinib es un inhibidor selectivo de la familia Janus quinasa (JAK), dirigido
especificamente a JAK1 y JAK2, las cuales desempenan funciones cruciales en la
via de senalizacion JAK-STAT. Esta via es clave para la transduccién de sefales de
diversos factores de crecimiento y citoquinas involucradas en la proliferacion, el
crecimiento y la hematopoyesis celular (89). Al inhibir JAK1/2, ruxolitinib altera
eficazmente la via JAK-STAT, lo que lleva a una reduccion de la fosforilacion de las
proteinas STAT, esenciales para la transcripcion de genes implicados en la
supervivencia y proliferacion celular (90). Esta inhibicion da como resultado la
supresion de la proliferacién celular y la induccion de la apoptosis en diversas lineas
celulares de cancer. Esta proliferacion impulsada por mutaciones en el gen Janus
quinasa 2 (JAK2), en particular la mutacion JAK2V617F conduce a la activacion
constitutiva de la via de senalizacion JAK-STAT y produce una proliferacion y
supervivencia celular descontrolada, contribuyendo a la patogénesis de diversos

trastornos mieloproliferativos.

Inicialmente aprobado para el tratamiento de la mielofibrosis, ruxolitinib se ha
utilizado desde entonces para otras afecciones como la policitemia vera, y varias
afecciones dermatolégicas que incluyen dermatitis atopica, psoriasis, alopecia
areata y vitiligo (91)(92)(93). Actualmente, ruxolitinib se encuentra aprobado para
pacientes con policitemia vera (PV) que tienen una respuesta inadecuada o
intolerancia a la hidroxiurea. Esta indicacion se aprobd en base a los resultados de
ensayos clinicos como el RESPONSE de fase Ill, demostrando la eficacia de
ruxolitinib para controlar los niveles de hematocrito, reducir el volumen del bazo y
mejorar los sintomas y la calidad de vida relacionados con la PV. Este ensayo logro
probar, al mismo tiempo, la superioridad de ruxolitinib respecto a la mejor terapia
disponible en pacientes resistentes o intolerantes a la hidroxiurea (89). En el
contexto de la EICR, ruxolitinib inhibe las vias inducidas por IFN-y en las células
estromales mesenquimales, lo que reduce la expresibn de moléculas
proinflamatorias y, por lo tanto, mitiga los sintomas de la EICR (94). Ademas, se ha
demostrado que ruxolitinib modula las respuestas inmunitarias al afectar la

produccion de citocinas y la funcion de las células inmunitarias.
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Figura 1-12. Mecanismo de accién de Ruxolitinib (95).

Por ejemplo, inhibe la produccién de citocinas proinflamatorias como TNF-q,
IL-6 e IL-18 en macrofagos pulmonares y células NK, sin abolir por completo sus
capacidades citotoxicas (96). Ruxolitinib también promueve la diferenciacion de
megacariocitos y la trombocitopoyesis al unirse al receptor tipo Toll 2 (TLR2) y
activar la via Rac1/cdc42/JNK, al tiempo que reduce la expresion de PD-L1 en
células de mieloma multiple, mejorando la citotoxicidad mediada por células T (97).
De interés también es mencionar que la farmacocinética del farmaco revela una alta
biodisponibilidad y metabolismo hepatico a través de CYP3A4 (enzima clave del
citocromo P450), y los metabolitos activos contribuyen a sus efectos terapéuticos
(98). En resumen, el mecanismo de accion multifacético de ruxolitinib implica la
inhibicion directa de la via JAK-STAT, la modulacién de las respuestas inmunitarias
y la promocién de la hematopoyesis, lo que lo convierte en un agente versatil en el

tratamiento de diversas afecciones hematoldgicas e inflamatorias.
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I.5. Terapia CAR-T

La terapia con células T portadoras de receptores de antigenos quiméricos
(CAR-T) constituye una de las innovaciones mas relevantes en el ambito de la
inmunoterapia oncolégica. Esta estrategia se fundamenta en la modificacion
genética de linfocitos T autdlogos, con el objetivo de dotarlos de capacidad para

reconocer y eliminar selectivamente células tumorales (99).

El notable éxito de la terapia con células CAR-T en neoplasias hematoldgicas,
como ciertas leucemias, linfomas y mieloma, ha allanado el camino para su
aplicacién en tumores sélidos, aunque esta expansién ha traido consigo una serie
de desafios adicionales. La alta eficacia de las terapias CAR-T dirigidas contra el
antigeno CD19 y el antigeno de maduracién de células B (BCMA) ha establecido un
estandar de referencia para el potencial de esta estrategia terapéutica (100).
Asimismo, en 2024 la FDA aprobd el uso de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs)
para el tratamiento del melanoma metastasico, convirtiéndose en la primera terapia
basada en células T autorizada para un tumor solido. Los desarrollos recientes,
como los CAR-T de tercera y cuarta generaciéon y los CAR-Ts duales o en tandem,
han mejorado la respuesta inmune, contrarrestando el microambiente tumoral
inmunosupresor e impidiendo la evasion antigénica. Ademas, CAR-T actua
independientemente del MHC, superando un mecanismo clave de evasién tumoral
(100).

Por otro lado, es importante remarcar que las terapias convencionales
actuales continuan teniendo limitaciones notables e impactos adversos sobre el
sistema inmunoldgico y la salud general de los pacientes. Ademas, muchas células
tumorales cuentan con la capacidad de evadir la deteccion inmunitaria al no expresar
adecuadamente los antigenos que las identificarian como amenazas. La terapia
CAR-T aborda este desafio mediante la introducciéon de un receptor de antigeno
quimérico (CAR) en los linfocitos T del paciente. Este receptor quimérico combina
un dominio de reconocimiento de antigeno, generalmente derivado de un fragmento
de anticuerpo monoclonal, con dominios de sefalizacion intracelular que activan la
célula T al unirse al antigeno objetivo en la superficie de la célula tumoral. Esta
configuracion permite que las células T modificadas reconozcan y ataquen a las

células cancerosas de manera independiente de las restricciones del MHC.
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No obstante, existen en estos pacientes un alto riesgo de contraer
infecciones, debido a factores como citopenias, hipogammaglobulinemia,
inmunosupresion inducida y reactivacion de CMV (101)(102). Ademas, el empleo de
dosis elevadas de esteroides y tocilizumab para tratar el sindrome de liberacion de
citocinas (CRS) y el sindrome neurotdxico asociado a células efectoras inmunitarias
(ICANS) también incrementa considerablemente el riesgo de infecciones (103)(104).
Sin embargo, en la actualidad existe informacion limitada acerca de la replicacion,
asi como la incidencia e importancia clinica del CMV en pacientes sometidos a
tratamiento con CAR-T. Se ha notificado una elevada incidencia de ADNemia en
pacientes CMV seropositivos receptores de esta terapia de hasta el 45%, pudiendo

ademas empeorar los resultados clinicos de las mismas (105)(106).

Mas alla del ambito oncoldgico, la terapia con células CAR-T ha demostrado
un enorme potencial en el tratamiento de enfermedades autoinmunes como la
esclerosis multiple (EM) y el lupus eritematoso sistémico (LES), sentando las bases
para la aplicacién de terapias celulares basadas en CAR en el campo de las
enfermedades autoinmunes (107). En la actualidad, estas patologias (como la
esclerosis multiple y el lupus eritematoso sistémico o la artritis reumatoide) se
manejan  principalmente mediante una amplia variedad de agentes
inmunosupresores y anticuerpos bloqueantes, los cuales permiten controlar los

sintomas, pero rara vez logran una curacién definitiva (108).

11.5.1. Proceso de desarrollo de las células CAR-T

El desarrollo de la terapia CAR-T implica varias etapas criticas, pudiendo
resumirse de la siguiente manera:

- Recoleccion de células T: Se extraen linfocitos T del paciente mediante un
procedimiento llamado leucoaféresis, que separa especificamente los linfocitos
del resto de la sangre.

- Modificacion genética: Las células T recolectadas se modifican genéticamente
en el laboratorio para expresar el CAR especifico, haciéndolas capaces de
expresar en su superficie un CAR, disefiado especificamente para identificar y
unirse a determinados antigenos tumorales. Esta modificacion se realiza

comunmente utilizando vectores virales, como retrovirus o lentivirus, que
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introducen el gen del CAR en el genoma de las células T.

- Expansion celular: Las células T modificadas se cultivan y expanden en
condiciones controladas in vitro hasta alcanzar una cantidad suficiente para la
infusion terapéutica.

- Infusién al paciente: Las células CAR-T expandidas se infunden de nuevo en el
paciente, donde buscan y destruyen las células tumorales que expresan el

antigeno objetivo.

11.5.2. Estructura del CAR

La base fundamental de la terapia con células CAR-T reside en la estructura
de los CARs, disefiados mediante ingenieria genética. Estos receptores sintéticos
modificados estan conformados por cuatro elementos estructurales principales: el
dominio extracelular de reconocimiento antigénico, que incluye un fragmento
variable de cadena unica (ScFv) junto con una region bisagra; un dominio
transmembrana (TMD); y un dominio intracelular encargado de la activacion de los
linfocitos (Figura 1-13)(99).
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Figura 1-13. Estructura del receptor de antigeno quimérico (CAR). Se compone de
tres regiones principales. El ectodominio, generalmente constituido por un fragmento
variable de cadena unica (scFv) derivado de un anticuerpo, esta formado por una
region variable de cadena pesada (VH) y una region variable de cadena ligera (VL),
siendo el responsable del reconocimiento del antigeno. El dominio transmembrana
ancla el CAR a la membrana del linfocito T, proporcionando estabilidad estructural.

Finalmente, el endodominio integra elementos de sefalizacién, como la cadena
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CD3¢, que contiene motivos ITAMs, y un dominio coestimulador (CM), el cual

potencia la activacion, proliferacién y persistencia de los linfocitos T.

11.5.3. Aplicaciones Clinicas y Eficacia

De esta manera, la terapia con células CAR-T tiene ventajas unicas en
comparacion con las terapias convencionales, incluida su naturaleza altamente
personalizada y adaptativa. Esta personalizacion implica analizar el tumor del

paciente para identificar antigenos asociados al tumor (TAA) especificos.
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Figura I-14. Esquema del proceso de desarrollo e infusion de la terapia CAR-T.

Este enfoque terapéutico altamente especifico permite disenar un tratamiento
personalizado para cada tipo de cancer, lo que se traduce en una notable eficacia
clinica. En particular, la terapia con células CAR-T ha demostrado ser
particularmente efectiva en neoplasias hematoldgicas de difici manejo con

tratamientos convencionales, tales como linfomas, leucemia linfocitica crénica,
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mieloma multiple y leucemia linfoblastica aguda de células B (109).

Su aplicacién en neoplasias soélidas sigue, sin embargo, planteando desafios,
en términos de eficacia terapéutica y seguridad. En respuesta a estos obstaculos, la
investigacion continua refinando el disefio de las células CAR-T. Los avances
recientes han logrado superar algunas de las limitaciones presentes en
generaciones anteriores de esta terapia. Un ejemplo de ello es la cuarta generacion
de células CAR-T, que incorpora la expresion inducible de citocinas con el propdsito
de potenciar la activacion y el reclutamiento de células del sistema inmunitario
innato, permitiendo asi una respuesta antitumoral mas sostenida y eficaz dentro del

microambiente tumoral inmunosupresor (110).

11.L5.4. Efectos adversos de la terapia CAR-T

Uno de los principales desafios para la adopcion generalizada de la terapia
con células CAR-T es la toxicidad asociada a este enfoque, incluyendo el CRS e
ICANS (103)(104)(111). Estos sindromes derivan del propio mecanismo de
funcionamiento de la terapia CAR-T. La activacion de las células CAR-T y la
secrecion de citocinas dependen de la interaccion entre el dominio de unién al
antigeno y su diana especifica, alcanzando un umbral de activacion determinado.
Este umbral se refiere a la cantidad minima de interaccion antigénica necesaria para
inducir una activacion suficiente de las células CAR-T, lo que normalmente implica

la unién de un numero especifico de receptores en su superficie.

Cuando se supera este umbral, se desencadena una respuesta inmunitaria
intensa, generandose una liberacién excesiva de citocinas, o que a su vez aumenta
el riesgo de toxicidad, como el CRS o efectos fuera de objetivo en tejidos sanos.
Como respuesta a este problema, se han explorado diversas estrategias de

modificacion en el disefio del CAR para mitigar estos efectos adversos (112).

Entre las estrategias mas prometedoras para disminuir estas complicaciones
destaca la modificacién de la afinidad del dominio de reconocimiento antigénico, de
modo que se requiera una mayor expresion del antigeno en las células tumorales
para inducir la activacion de los linfocitos T. Esta aproximacion permite, en

consecuencia, una mayor preservacion de las células sanas, que suelen expresar
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el antigeno diana en niveles mas bajos. (111). Otra estrategia clave para reducir la
toxicidad implica la modificacion de las regiones bisagra y transmembrana del CAR.
Estas alteraciones tienen como objetivo optimizar la flexibilidad y estabilidad
estructural del receptor, influyendo en la intensidad y duracion de la sefial de
activacion. Al ajustar estas regiones, se logra una activacion mas controlada y
equilibrada de las células CAR-T, regulando la secrecion de citocinas y minimizando

respuestas inmunitarias excesivas.

Es relevante sefialar que la modificacion de la region bisagra y
transmembrana del CD8-a en terapias con células CAR-T dirigidas frente a CD19
ha demostrado una reduccion notable en la liberacidon de citocinas. En este sentido,
el control de la toxicidad asociada a la terapia CAR-T constituye un requisito esencial
para garantizar tanto su seguridad como su eficacia clinica. Las estrategias actuales
se orientan principalmente a optimizar el disefio de los CAR, con el propdsito de
modular de manera mas precisa su activacion y la liberacidn de citocinas,

minimizando asi la aparicién de efectos adversos.

11.5.5. Infecciones secundarias al tratamiento con CAR-T

Esta respuesta inmunitaria exacerbada se asocia, ademas, a una mayor
susceptibilidad a infecciones (101)(102) favorecida por citopenias,
hipogammaglobulinemia, inmunosupresion inducida y el uso de esteroides o
tocilizumab. Destaca la reactivacion del citomegalovirus (CMV), con una incidencia
de hasta el 45 % en pacientes seropositivos tratados con CAR-T (105), y una posible

repercusion negativa en los desenlaces clinicos (105)(106).

Para mitigar estas complicaciones, se han desarrollado estrategias de
redisefio del receptor CAR. Entre ellas, la reduccion de la afinidad del dominio
antigénico exige mayor expresion tumoral para la activacion, protegiendo células
sanas. Asimismo, la modificacion de las regiones bisagra y transmembrana, como
el uso de la region CD8-a en CARs anti-CD19, ha demostrado disminuir

significativamente la liberacién de citocinas.

Estas mejoras estructurales han permitido una activacion mas controlada,

reduciendo tanto la toxicidad como el riesgo de infecciones, y constituyen un avance

38



Introduccioén

clave para la seguridad y eficacia de esta inmunoterapia.

lll. Torque Teno Virus: aspectos generales y estructura

El Torque Teno Virus (TTV) fue identificado por primera vez en 1997 en un
paciente japonés durante un episodio de hepatitis postransfusional no viral, es decir,
no atribuible a los virus de la hepatitis A a E. Este virus se caracteriza por su alta
prevalencia, que supera el 90 % en la poblacion general, sin diferencias significativas

en funcion del sexo o del estatus socioeconémico (113).

Perteneciente a |la familia Anelloviridae, el nombre inicialmente correspondio
a las iniciales de dicho paciente, para finalmente establecerse en 2005 a partir del
latin torques y tenuis, collar y delgado respectivamente (114). Asimismo, el género
alphatorquevirus, que comprende los TTV, incluye no menos de 29 especies y
representa el prototipo de la familia Anelloviridae. Se trata de un virus de pequefio
tamano (entre 30 y 50 nm) y cadena sencilla (ssADN), genéticamente muy
heterogéneo, de polaridad negativa, desnudo y encapsulado (115). Los tamafios del
genoma varian de 1,6 a 3,9 kb; si buscamos una comparativa, el genoma del
CMVesta por encima de los 230 kb.

Se adquiere de forma temprana y tras la primoinfeccion, provoca una
infeccion persistente replicandose en grandes cantidades. Esta replicacion suele
darse en granulocitos, asi como células mononucleares de sangre periférica
activadas, especialmente linfocitos T (116)(117). Queda aun por identificar, sin
embargo, el receptor celular empleado por el virus (118). Tras producirse el contacto

con el virus, es posible detectarlo en plasma al cabo de unas pocas semanas.

Puede transmitirse de diversas maneras, habiéndose demostrado Ia
excrecion del virus en heces y la materno-fetal (leche materna,
transplacentaria)(119) o a través de transfusiones sanguineas. Se ha postulado
asimismo la via respiratoria como medio de transmision del virus (120). Inicialmente,
se postulé un posible efecto deletéreo a nivel hepatico, dada su capacidad de
replicarse en el higado. Sin embargo, existe actualmente un consenso acerca de
considerar este virus como virus inocuo o comensal ya que hasta el momento no se

ha asociado a ningun efecto patoldgico o enfermedad especifica (121).
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En cuanto a su estructura, los anellovirus estudiados en mamiferos poseen
un marco de lectura abierto (ORF) grande y dos o tres mas pequeinos (115). El
genoma viral contiene una region rica en guanina-citosina (GC) (en torno al 90%).
La region URT es la mas conservada y se cree que desempefia un papel regulatorio
en la replicacion viral, mientras que en la region transcrita destacan dos marcos
abiertos de lectura ORF-1 y ORF-2, codificando la capside viral y una proteina
interferente con los linfocitos B, respectivamente (115). Ambos ORF tienen un alto
nivel de divergencia, de entre un 47% y hasta un 70% en la secuencia de

aminoacidos de los péptidos que codifican (122).

Este virus se caracteriza, como ya hemos comentado, por no responder a los
antivirales actuales y por desarrollar una carga viral en plasma estable, con poca
variabilidad intraindividuo (123). La alta tasa de replicacion en las personas
infectadas, asi como de eliminacién, pueden indicar que con mucha probabilidad
existen santuarios de replicacién activa del virus, pudiendo ser un ejemplo de esto
las células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Se puede concluir que,
respecto al TTV, en vista de su distribucion ubicua y su capacidad de establecer una
latencia persistente, posiblemente de por vida, no es sorprendente que el TTV

constituya un componente relevante del viroma sanguineo en sujetos sanos (122).

Todas estas caracteristicas del TTV llevaron a especular sobre su posible
papel sobre la inmunomodulacién asi como a diversos estudios sobre su posible
papel como herramienta auxiliar a la hora de predecir la ocurrencia de
complicaciones infecciosas, rechazo de injerto y otras complicaciones de base

inmunoldgica en recipientes de TOS y alo-TPH (122)(124).

lll.1. TTV como marcador subrogado del estatus inmunitario. Relaciéon con la infeccién
por CMV

La identificacion de biomarcadores inmunolégicos fiables continda siendo
esencial para predecir infecciones, rechazo agudo del injerto y otras complicaciones
tras el TOS o el alo-TPH. Entre las estrategias emergentes destaca la monitorizacién
del viroma humano, particularmente del torque teno virus (TTV), cuya ADNemia, de
distribucion  casi  universal 'y elevada prevalencia en pacientes

inmunocomprometidos, se postula como indicador funcional del grado de
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inmunosupresion.

Sus niveles en sangre no se ven alterados por tratamientos farmacolégicos,
lo que refuerza su valor como marcador objetivo. Ademas, su estabilidad
intraindividual, resistencia a antivirales y la disponibilidad de métodos comerciales
de cuantificacion por PCR lo convierten en un candidato idéneo para estudios
clinicos. Todo ello respalda su potencial aplicacion en la monitorizacion
inmunoldégica de pacientes trasplantados, con enfermedades autoinmunes,

inmunodeficiencias o sometidos a terapias inmunomoduladoras. (123).
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Figura I-15. Organizacion gendmica de un torque teno virus (TTV). Imagen obtenida
de King, AM.Q., Adams, M.J., Carstens, E.B., Lefkowitz, E.J. (Eds.), Virus
Taxonomy: Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses, p.
332. (2018).

Como hemos mencionado, la carga viral de TTV en un receptor TOS o alo-
TPH parece mantenerse relativamente estable con el tiempo, sin los cambios
pronunciados que si parecen observarse en otros marcadores como el virus de
Epstein-Barr (EBV). Ademas, una ventaja importante es que el TTV no es sensible
a los antivirales disponibles, lo que facilitaria en mayor medida su utilidad como
biomarcador subrogado estable y fiable del estatus inmunitario. En este sentido,
recientemente se han desarrollado ensayos comerciales de PCR para medir los
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niveles de ADN de TTV.

La mayoria de los estudios clinicos que investigan el uso del monitoreo de
TTV se enfocan en su capacidad para predecir infecciones tras el trasplante,
buscando reflejar de manera precisa el riesgo individual de complicaciones
infecciosas, una necesidad que no ha sido completamente satisfecha. Un creciente
numero de investigaciones han demostrado una correlacion clara entre niveles
elevados o en aumento de ADN de TTV y la aparicion de infecciones post-trasplante,
aunque también se han reportado algunos resultados contradictorios. No obstante,
estas investigaciones varian considerablemente en cuanto a la definicion de
resultados, las poblaciones de TOS estudiadas, el momento del monitoreo, los
ensayos de PCR empleados, los umbrales sugeridos y las estimaciones de precision

diagnostica.

lll.2. La infeccion por TTV en el contexto del trasplante de 6rgano sélido

Actualmente, el manejo de pacientes con farmacos inmunosupresores tras
un TOS continua requiriendo un equilibrio cuidadoso entre una inmunosupresion
insuficiente, que podria causar rechazo, y una inmunosupresion excesiva, que
aumenta el riesgo de infecciones oportunistas graves. De esta manera, distinguir
entre las complicaciones derivadas de ambas situaciones sigue siendo un desafio,
ya que los signos y sintomas pueden superponerse, especialmente en las fases

tempranas postrasplante (125).

Si bien los enfoques actuales son generalmente eficaces para prevenir el
rechazo, las tasas mas altas de infecciones y canceres en los afios posteriores al
trasplante resaltan la necesidad de apuntar al nivel minimo de inmunosupresién que
aun asegure la supervivencia del injerto, minimizando al mismo tiempo el riesgo de

infeccion.

En este sentido, el TTV se ha erigido en los ultimos afios como una
herramienta predictiva prometedora en el TOS, radicando su utilidad en su
capacidad para reflejar el equilibrio entre la inmunosupresion vy la
inmunocompetencia, algo crucial para prevenir el rechazo de los injertos y las

infecciones oportunistas.
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Una gran cantidad de evidencia experimental reunida en el contexto del TOS
apoya la suposicion de que los niveles altos o crecientes de ADN de TTV en sangre
después del trasplante se asocian con la aparicién de ciertos eventos infecciosos,

mientras que lo opuesto es valido para el rechazo agudo (123)(126)(127).

De esta forma, existe evidencia que sostiene la existencia de una correlacion
directa entre la carga viral del TTV en el plasma y el grado de inmunosupresion: las
cargas altas indican inmunosupresibn y las cargas Dbajas indican
inmunocompetencia (128). Por otro lado, se ha demostrado que una menor carga
de TTV se asocia con un mayor riesgo de rechazo del injerto. En el contexto del
trasplante de rifidn, un metanalisis revelé que los pacientes que experimentaron un
rechazo agudo presentaban una carga de ADN viral del TTV significativamente

menor. (129).

TTV load

immunosuppi

ssion

High risk of infection
High TTV load

High immunosuppression

High risk of rejection
LowTTV load

Lowimmunosuppression

Figura 1-16. Imagen ilustrativa del equilibrio entre la carga de TTV y el estatus de

inmunosupresion en la prevencion de infeccion y rechazo del injerto (126).

lll.3. La infeccién TTV en el alo-trasplante de progenitores hematopoyéticos

En contraste con la abundante literatura producida en los ultimos afios sobre
la utilidad clinica del seguimiento de TTV en el ambito de los TOS, la evidencia

disponible para los pacientes que reciben un alo-TPH es mas limitada. A esto hay
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que sumarle que la interpretacion de los resultados puede ser complicada, dado que
el significado clinico de la infeccion por TTV post alo-TPH puede estar influenciado
por una serie de factores: la enfermedad subyacente, el tipo de régimen de
acondicionamiento o el uso de agentes inmunosupresores para la profilaxis o el

tratamiento de la EICR.

Es de tener en cuenta que, a diferencia de lo observado en el contexto del
TOS, la linfopenia que ocurre en los receptores de alo-TPH es mucho mas profunda
y duradera, especialmente tras acondicionamiento mieloablativo o del agotamiento
de células T. Siendo este virus, como ya hemos mencionado anteriormente,
esencialmente linfotrdpico, la viremia por TTV puede en estos casos ser indetectable
dada la profunda deplecién de células T, consideradas como el nicho replicativo
principal (117). En consecuencia, el estudio de la cinética del TTV postrasplante
puede reflejar una reconstitucion inmunoldgica en lugar de servir como marcador
subrogado del estatus de inmunosupresion, como si sucede en los receptores de
TOS.

Sin embargo, y en linea con lo que sucede en el trasplante de TOS, las cargas
de TTV son significativamente mas elevadas en receptores de alo-TPH respecto a
las de sujetos sanos (130). Otro aspecto a tener en cuenta es que los pacientes con
neoplasias linfoides suelen tener una mayor carga de TTV en comparacién con los
pacientes con neoplasias mieloides. Ademas, factores como la remisién completa
antes del trasplante, el acondicionamiento mieloablativo y el uso del ATG se asocian
a cargas mas elevadas de TTV (130)(131).

Es importante sefalar que la correlacion entre los recuentos de células T y
las cargas virales de TTV es variable, por lo que el momento de realizacion de la
PCR ha de elegirse con cuidado, si queremos poder evaluar correctamente los
resultados de la monitorizacién. Se ha constatado una correlacion directa entre el
aumento de los niveles de ADN del TTV y la recuperacion de la poblacion linfocitaria.
Este fendmeno sugiere que la replicacion del TTV depende de la reaparicion de la
poblacion linfocitaria, pudiendo estas células funcionar tanto como dianas como
reservorios del virus (132). Podria postularse, en este sentido, que el aumento de
los niveles de TTV no es meramente un hecho aislado, sino mas bien un indicador

potencial de la capacidad funcional del sistema inmunitario durante la fase de
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reconstitucion. Sin embargo, tras el injerto, otros estudios indican una inversion en
esta correlacion entre la carga de la TTV y el recuento linfocitario, lo que sugiere el
restablecimiento de la respuesta inmune especifica para el TTV (133)(131), incluso

para la respuesta CD8+CD57+ T-especifica (134).
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Ibrutinib, idelalisib, ruxolitinib, dasatinib y venetoclax merman, en mayor o
menor medida, o modulan las respuestas inmunitarias innata (NK) y adaptativa (T,
B, o ambas), cuya funcionalidad es esencial en el control de la infeccion crénica-
persistente por el CMV. Los pacientes infectados por el CMV (IgG seropositivos)
tratados con estas moléculas podrian responder subdptimamente frente a la
reactivacion viral, lo que les situaria en una posicion de alto riesgo de viremia
(ADNemia), en ultima instancia, de enfermedad organica o tisular, ambos
potencialmente deletérea, Puesto que no existen datos consistentes en la literatura
que avalen lo anterior, nuestra presuncion es inferida con base en el mecanismo de
accion de estas moléculas, en consecuencia, es posible que los resultados

obtenidos no corroboren la hipétesis inicial.

Por otro lado, la inmunosupresién profunda que acompana a la terapia CAR-
T, junto con los efectos secundarios como el CRS y el ICANS, predispone a los
pacientes a infecciones virales como CMV y otros herpesvirus. En este contexto, la
literatura en torno a la reactivacion del CMV todavia es limitada, pero algunos
estudios sugieren que una monitorizacion de la ADNemia por CMV podria ayudar a
prevenir complicaciones infecciosas y mejorar la supervivencia general en estos

pacientes.

Finalmente, existe en la actualidad evidencia indicativa de una relacion
inversa entre la carga viral de TTV y el estatus inmunoldgico del individuo. En esta
tesitura, podria ser de extrema utilidad contar con una herramienta predictiva de
complicaciones derivadas del trasplante (como rechazo del injerto o infecciones
oportunistas) tanto en el contexto de 6rgano sélido (TOS) como el alo trasplante de
progenitores hematopoyéticos (alo-TPH). Sin embargo, la mayor parte de estos
trabajos se centran en evaluar el riesgo de rechazo y cuentan con un tamano

muestral escaso.

En el contexto anterior, nos planteamos los siguientes objetivos.
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OBJETIVOS

Determinar la incidencia de ADNemia plasmatica del CMV, asi como su
cinética de aclaramiento en pacientes tratados con nuevas terapias
oncohematoldgicas:

a) Pacientes sometidos a tratamiento con ibrutinib.

b) Pacientes sometidos a tratamiento con dasatinib, venetoclax y ruxolitinib.

Evaluar prospectivamente las respuestas T CD4+ y T CD8+ funcionales

frente al CMV en estos pacientes.

Explorar la utilidad de la monitorizacion de la carga viral de CMV en pacientes
tratados con terapia de células T con receptor de antigeno quimérico dirigido
a CD19 (terapia CAR-T).

Estudiar la cinética de la ADNemia de TTV como potencial marcador

subrogado de inmunosupresion celular (linfocitos T y B) neta en pacientes

con neoplasias hematoldgicas tratadas con small molecule inhibitors.
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Material y métodos

Los distintos estudios que conforman esta tesis incluyeron cohortes de
pacientes con diversos trastornos hematologicos y neoplasias, asi como episodios
de viremia por CMV, reclutados en cinco hospitales terciarios de referencia en
Espafia. Unicamente el tercer estudio se circunscribié a dos centros especificos, el
Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV) y el Hospital Universitario y
Politécnico La Fe de Valencia (HUPLF). El periodo de inclusion, comun a todos los
trabajos, abarco desde diciembre de 2018 hasta enero de 2022. Las caracteristicas

metodologicas de cada estudio se resumen en la Tabla IV-1.

Las variables clinicas y demograficas de cada cohorte se describen en su
totalidad en las tablas correspondientes de cada articulo. Asimismo, todos los
proyectos contaron con la aprobacion del Comité de Etica e Investigacion Clinica
(CEIC) y se llevaron a cabo tras obtener el consentimiento informado de los
pacientes. En cada publicacién se detallan también las técnicas microbiologicas

empleadas para la deteccién y cuantificacion de CMV.

. Procesamiento de muestras bioldgicas

En los estudios incluidos, se recolectaron muestras de sangre total en tubos
con heparina sédica, siguiendo los calendarios establecidos para cada protocolo.
Para la obtencion de plasma y posterior analisis de carga viral (CMV o TTV), las
muestras fueron centrifugadas a 2.000 rpm durante 10 minutos. El plasma separado
se transfirid a tubos secos estériles, fue etiquetado, registrado y criopreservado a -
80 °C hasta su procesamiento mediante PCR a tiempo real, dentro de un periodo

maximo de un mes y sin descongelaciones intermedias.

En el caso del estudio de inmunidad T especifica frente a CMV, las muestras
fueron procesadas de forma inmediata. Se realizé una estimulacién antigénica sobre
sangre total, seguida de criopreservacion a -80 °C de las muestras “estimuladas”.
Posteriormente, se llevaron a cabo técnicas de tincién intracelular de citocinas (ICS)
y analisis por citometria de flujo. Los aspectos metodoldgicos especificos de cada

estudio se resumen en la Tabla IV-1.
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Tabla IV-1. Caracteristicas metodologicas: articulo, tipo de articulo, procedencia,

n° de pacientes y periodo de estudio

N° Periodo de
Articulo Tipo Procedencia
pacientes estudio
HCUV
Solano C. HUVH Diciembre de
Br J Haematol. Prospec. HUPLF 23 2018 a noviembre
2021 HRC de 2020
HMM
HCUV
Solano C. HUVH
Enero de 2019 a
Br J Haematol. Prospec. HUPLF 36
enero de 2022
2023 HRC
HMM
Solano C.
HCUV Febrero de 2020
Clin Microbiol Infect.  Retrospec. 51
HUPLF a junio de 2022
2023
HCUV
Solano C. HUVH
Enero de 2019 a
J Med Virol. Retrospec. HUPLF 41
enero de 2022
2023 HRC
HMM

Hospitales incluidos: HCUV: Hospital Clinico Universitario de Valencia; HUPLF:
Hospital Universitario Politécnico La Fe; HUVH: Hospital Universitario Vall d"Hebron;

HRC: Hospital Ramoén y Cajal; HMM: Hospital Morales Meseguer.

En el primero de los articulos de esta tesis (Solano de la Asuncion, C. Br J
Haematol 2021 Aug), que evalud la incidencia de la ADNemia plasmatica de CMV
en pacientes en tratamiento con ibrutinib, monitorizamos la carga de CMV en 23
pacientes adultos seropositivos para CMV afectos de LLC y tratados con ibrutinib en
monoterapia, durante un periodo de 6 meses. Se recolectd un total de 154 muestras

(mediana de 7 muestras de plasma por paciente; rango 3-10).

Para ello, se recogieron muestras de sangre total y, sobre el plasma, se
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determiné la carga viral de CMV en los dias +0, +15, +30, +45, +60, +75, +90, +120,
+150 y +180 haciendo uso de una PCR a tiempo real (limite de deteccién de 31
Ul/ml), recogiéndose muestras de sangre total a lo largo de un periodo de 6 meses.
En este primer trabajo, y de forma paralela a la determinacién de la carga viral de
CMV, se evalud la respuesta T a la infecciéon por CMV en pacientes tratados con
ibrutinib. De esta forma, obtuvimos muestras de sangre total remitidas los dias +0,
+30, +60, +90, +120, +150 y +180 tras inicio de tratamiento con ibrutinib para el
analisis de la respuesta inmunitaria T especifica frente a CMV vy, llegado el momento
de realizar el analisis, descongelamos las muestras de sangre total y procedimos a
realizar ICS y citometria de flujo sobre éstas, con el fin de cuantificar la respuesta

inmune especifica frente a CMV.

En el segundo de los articulos (Solano de la Asuncion, C. Br J Haematol Mar
2023), se realiz6é un estudio que abarcé a 36 adultos seropositivos para CMV (un
total de 236 muestras) con neoplasias hematoldgicas tratadas con small molecule
inhibitors (dasatinib, venetoclax y ruxolitinib). Para establecer la frecuencia de la
ADNemia por CMV en esta cohorte de pacientes, monitorizamos la carga viral de
CMV los dias +0, +15, +30, +45, +60, +75, +90, +120, +150 y +180 tras inicio de
estas terapias, usando una PCR a tiempo real de idéntica manera a la empleada en

el primer trabajo publicado.

Para la cuantificacion de la respuesta de las células T especificas de CMV,
asi como de las células T reguladoras en esta cohorte de pacientes, y de manera
similar a la anterior publicacion, se hizo uso de las muestras pertenecientes a los
dias +0, +30, +60, +90, +120, +150 y +180 y realizamos ensayos de ICS y citometria

de flujo, de acuerdo con lo descrito previamente.

En la tercera publicacion (Solano de la Asuncion, C. Clin Microbiol Infect. Aug
2023) se incluyé a 51 pacientes seropositivos para CMV en terapia CAR-T CD19,
con una mediana de edad de 62 anos (rango 22-79). En esta serie, ningun paciente
recibio profilaxis contra el CMV. Se recolectd una mediana de seis muestras de
plasma por paciente (rango 2-7) en los dias +0, +7, +14, +21, +30, +60, y +90
después de la perfusién para monitorizar la ADNemia por CMV. Las muestras se
conservaron a -80°C hasta el momento de su analisis y posteriormente se analizaron

mediante ensayos de PCR en tiempo real.

59



Material y métodos

En la cuarta publicacion (Solano de la Asuncion, C. J Med Virol Jul 2023) de
esta tesis por compendio participaron 41 pacientes adultos seropositivos al CMV con
neoplasias hematoldgicas malignas tratados con ibrutinib (20 pacientes) o ruxolitinib
(21 pacientes) pertenecientes a cinco hospitales terciarios espafioles. Se analizaron
un total de 236 muestras de plasma de pacientes tratados con ibrutinib y 188 de
pacientes tratados con ruxolitinib, con una mediana de 10 muestras (3-10) por

paciente.

Las cargas plasmaticas de ADN del TTV y el CMV se cuantificaron mediante
PCR en tiempo real los dias +0, +15, +30, +45, +60, +75, +90, +120, +150 y +180
tras haber sido iniciado el tratamiento. Asimismo, la respuesta inmune especifica

frente a CMV fue cuantificada mediante ICS y citometria de flujo.

A las muestras con ADN de TTV indetectable se les asigné un valor de 0 para
el analisis, y todas las muestras de cada paciente se analizaron simultaneamente en

unidades individuales.

ll. Cuantificacion de ADN de CMV en plasma

La técnica comun empleada para determinar la carga viral del CMV en todos
los estudios fue un ensayo de PCR de alta sensibilidad en tiempo real.
Concretamente, se empled el ensayo de PCR para el CMV RealTime del laboratorio
Abbott Molecular (RealTime CMV PCR; Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA),

segun descrito anteriormente (135).

En el caso del tercer estudio se utilizaron dos ensayos de PCR diferentes en
dos centros: PCR del CMV a tiempo real (Abbott Molecular) en una plataforma
m2000rt en el Hospital Clinico Universitario de Valencia, y la plataforma ARGENE
CMV-R GENE (Biomerieux) realizado en StepOne, Rotor-Gene Q, CFX96 (BioRad)

en el Hospital Universitario Politécnico La Fe de Valencia.
Los ensayos contaron con diferentes limites de deteccion: el ensayo de Abbott

detect6 31,2 Ul/ml mientras que el ensayo de Biomerieux tuvo un limite de deteccién
de 190 Ul/ml.
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lll. Cuantificacion de ADN de TTV en plasma

La determinacion de la carga viral de TTV se llevo a cabo mediante PCR
cuantitativa en tiempo real, segun lo previamente descrito (136) y empleando la
plataforma TagMan de Applied Biosystems (Foster City, CA, EE. UU.). Este sistema
se basa en sondas marcadas con un fluoréforo y un quencher: durante la sintesis del
ADN diana, la polimerasa escinde la sonda, liberando el fluoréforo y generando una
sefal proporcional a la cantidad de producto amplificado, tal y como se muestra a

continuacion:
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La PCR se orientd a un fragmento de la region UTR del genoma viral, elegido

por su elevada conservacion entre todas las especies de TTV. (137)(138)(139).

Los primers y la sonda utilizada para la cuantificacion del virus son los

siguientes:

Tabla IV-2. descripcion de la sonda y los primers empleados para la

cuantificacion de TTV

Sonda y primers Posicion Secuencia de oligonucleétidos
AMTS Forward 177-194 5 -GTGCCGIAGGTGAGTTTA-3
AMTAS Reverse 226-239 5" -AGCCCGGCCAGTCC-3

AMTPTU TagMan 205-223 5 FAM -TCAAGGGGCAATTCGGGCT-TAMRA-3’

La extraccidn de ADN se realizé a partir de 200 pl de plasma empleando el kit
NucliSENS® en la plataforma automatizada easyMAG® (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
Francia), siguiendo las indicaciones del fabricante, en el ultimo de los trabajos
publicados (Solano de la Asuncién et al., J Med Virol, jul 2023). El método aprovecha
la afinidad del ADN por una membrana de silice en condiciones idnicas especificas,
ajustadas mediante tampdn de pH. Tras una digestion inicial con proteinasa K (una
serina-proteasa derivada de Tritirachium album) para liberar el material genético, la

purificacion se completa en cuatro etapas secuenciales: union a la silice, dos lavados
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y, finalmente, elucién del ADN.

Mediante la purificacion en membrana de silice se obtiene, en promedio, 6 ug
de ADN total a partir de 200 ul de plasma, concentrados finalmente en 60 pl de eluido.
En cambio, la tecnologia BOOM empleada por NucliSENS® recurre a particulas
magnéticas de silice para realizar lisis, fijacidn, lavados y elucién en un unico pocillo,
ofreciendo un procedimiento analogo al descrito, pero con un flujo de trabajo

simplificado.

Para la amplificacion y deteccion de los amplicones de TTV se utilizé el
sistema ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). En cada
reaccion, 5yl del eluido se incorporan a una mezcla de 20 pl preparada con los

componentes que se detallan en la tabla siguiente:

Tabla IV-3. Composicion de la mezcla de reaccién utilizada en la PCR del

ensayo

Componente Concentracion (ul)

Universal Master Mix Il, with UNG (Applied 10

Biosystem)

Primer AMTS 0,9

Primer AMT-AS 0,9

Probe AMTP 0,04

H20 8,2

El protocolo de amplificacién consistié en una PCR bifasica repetida durante
45 ciclos:
e Desnaturalizacion a 95 °C por 15 segundos

e Hibridacién/extensién a 50 °C por 30 segundos
Ambas fases se precedieron de una desnaturalizacion inicial en dos pasos:

incubacion a 50 °C durante 2 minutos seguida de desnaturalizaciéon a 95 °C durante

10 minutos, tal como se muestra a continuacion:
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La cuantificacién, en numero de copias por mililitro de muestra, se obtuvo
extrapolando el valor de (Cycle Threshold) de cada una de las muestras en una recta
de calibrado. La recta de calibrado se calcul6 mediante un analisis de regresion lineal
por minimos cuadrados de un conjunto de estandares de concentracion conocida
obtenidos por diluciones seriadas 1/10 partiendo de la concentracion inicial de 106

copias/ml.

Se empled como estandar un plasmido de concentracion conocida, obtenido
mediante PCR anidada y que contenia la region amplificada con los cebadores
AMTS y AMTAS, clonado en el vector PCR 2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA), segun lo

descrito previamente por el doctor Fabrizio Maggi (137).

En nuestra experiencia, el ensayo presento un limite de cuantificacion cercano
a 25 copias/ml y un limite de deteccién de aproximadamente 10 copias/ml (con un
75% de repetibilidad). A las muestras con carga viral de TTV indetectable se les
asigno un valor de 0 para los analisis estadisticos. Todas las muestras de cada

paciente se procesaron simultaneamente en singlete.
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Figura IV-1. Curvas de amplificacion de correspondientes a una recta de calibrado

entre las concentraciones de 108 hasta 102 copias.

IV. Recuento de linfocitos totales

El cuarto estudio planted entre sus objetivos investigar la posible correlacion
entre la carga viral de TTV y el recuento absoluto de linfocitos (ALC), asi como los
recuentos especificos de células T CD4+ y T CD8+. Para ello, se procedio a la
cuantificacion de los linfocitos totales mediante realizacion de hemograma sobre
sangre total, obteniendo posteriormente estos datos registrados durante la practica
clinica habitual. Este procedimiento se realizé conforme a los protocolos establecidos

y validados por el centro.

V. Monitorizacion virolégica y manejo de la infeccién por CMV

La monitorizacién de las cargas de ADN del CMV se realiz6 al menos una vez

a la semana en todos los estudios incluidos mediante los métodos descritos

64



Material y métodos

previamente.

En todos los estudios se implementé un enfoque preventivo de enfermedad
por CMV, el cual se plante6 en caso de alcanzarse un umbral viral de 1.000 Ul/ml (o
1.500 Ul/ml, al menos en el caso del HCUV) en muestra de plasma, o bien (en el
caso del HCUV) cuando el tiempo de duplicacién (td) del ADN viral fuera igual o
inferior a dos dias. Este parametro corresponde al periodo que tarda el ADN viral en
duplicarse y es caracteristico de cada episodio de infeccion activa. Asimismo, refleja
la velocidad de replicacion del virus y esta influenciado tanto por las propiedades del
propio virus como por las condiciones del huésped. El calculo del tiempo de
duplicacion fue realizado de manera sistematica por el servicio de microbiologia al
inicio de cada episodio de replicacién viral, siempre que se cumplieran determinados

criterios cinéticos descritos en la literatura cientifica (140)(141)(142).

De forma resumida, el tiempo de duplicacién (dt) se estimé utilizando la
siguiente férmula: dt = (t, - t;) *x [Ln2 / Ln(q2/q4)], donde q; y g, corresponden a las
cargas plasmaticas de ADN de CMV (expresadas en Ul/ml) en la primera y segunda
medicidn positiva, respectivamente, y (t, - t;) representa el intervalo de tiempo, en
dias, entre ambas determinaciones. Solo se consideraron para el analisis aquellos
episodios en los que se observd un incremento igual o superior a tres veces entre

las dos primeras cargas virales.

Cabe destacar que, a lo largo del periodo de seguimiento de los cuatro
estudios, no fue necesario aplicar esta estrategia en ningun caso, ya que no se

alcanzaron los criterios predefinidos en ninguno de los pacientes incluidos.

VI. Monitorizacion de la respuesta inmune especifica frente a CMV

Para la determinacién en sangre total de los linfocitos T CD4+ y CD8+
productores de IFN-y especificos de CMV se hizo uso de técnicas de citometria de
flujo mediante la plataforma FACSCalibur junto al Software CellQest (BD Biosciences
Immunocytometry Systems, San Jose, CA). El procedimiento se basé en la técnica
de tincion de citoquinas intracelulares, utilizando el kit BD Fastimmune (Becton,
Dickinson and Company, San José, CA, EEUU), siguiendo una metodologia

previamente descrita en la literatura especializada (143)(144).
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De forma general, el procedimiento puede resumirse del siguiente modo:
empleando 500 ul de sangre total, anticoagulada con heparina sédica, los linfocitos
T del paciente fueron estimulados mediante exposicion a dos antigenos altamente
inmunogénicos del CMV, pp65 e IE-1, a concentracion de 1 pg/ml/péptido (JPT
Peptide Technologies GmbH, Berlin, Alemania), en presencia de las moléculas CD28
(receptor coestimulador) y CD49 (molécula de adhesion), durante un periodo de 6
horas a 37°C. Este proceso se llevé a cabo en condiciones controladas, incluyendo
la adicion de Brefeldina A (eBioscience), un inhibidor del transporte intracelular de

proteinas, con el fin de permitir la acumulacion de citocinas en el interior celular.

Una vez completada la estimulacion, los hematies fueron lisados utilizando la
solucion FACS Lysing Solution 10x (BD-Becton Dickinson, San José, CA), y las
muestras se conservaron a -80 °C hasta su analisis posterior. Antes de proceder a
la tincidon, las células fueron descongeladas, permeabilizadas con la solucion
Permeabilizing Solution 2 (BD-Becton Dickinson, San José, CA). y posteriormente
marcadas mediante anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos
especificos frente a CD3, CD8, CD4 e INF-y.

Mediante citometria de flujo, se definieron regiones especificas de interés
dentro de los diagramas de dispersion, empleando anticuerpos monoclonales
marcados con fluorocromos especificos frente a determinadas proteinas
intracelulares como, por ejemplo, TNF-qa, IL-2, MIPI-, CD107a, asi como IFN-y, o
bien determinadas proteinas de superficie, como CD27, CD28, CCR7, CD62L. De
esta forma, podia llegarse a la identificacion de las diversas subpoblaciones
linfocitarias, expresadas en % o en células/pl, como son las células CD3, CD4, CD8
y aquellas productoras de INF-y. En primer lugar, y gracias a su forma y tamano, se
seleccionaron los linfocitos, a continuacion, se identificaron las células positivas para
CD3 vy, subsiguientemente, CD8 o CD4. A continuacion y a partir de éstas, se
identificaron aquellas que expresaban INF-y intracelular, lo cual permitié cuantificar
la respuesta funcional especifica frente a CMV.

En este contexto, es fundamental distinguir entre los conceptos de plot y
gating, ambos esenciales para el tratamiento e interpretacion de los datos obtenidos
(137).
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El término plot hace referencia a la representacién grafica de los eventos
celulares adquiridos, generalmente en forma de dot plots o histogramas, donde se
visualiza la distribucidn de las células en funcién de uno o varios marcadores
fluorocromados. Estos graficos permiten observar las caracteristicas fenotipicas y de
las poblaciones celulares analizadas, como puede observarse en la figura V-1,
correspondiente a la imagen prototipica obtenida mediante esta imagen:
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Figura IV-2. Diagrama de dispersion o dot plot mostrando la distribucion de
poblaciones celulares. Cada punto representa una célula individual y las distintas
regiones indican diferentes subpoblaciones, quedando las células que expresan

marcadores CD4 o CD8 en la region enmarcada por los circulos rojos.

Por su parte, el gating consiste en la aplicacion de estrategias analiticas
mediante las cuales se definen y seleccionan subpoblaciones celulares especificas
dentro de los plots. Estas compuertas se establecen con base en parametros como
la dispersion de la luz [forward scatter component (FSC/ side scatter component
(SSC)] y la expresion de moléculas de superficie o intracelulares, lo cual permite
excluir eventos irrelevantes (como detritos, células muertas o dobletes) y focalizar el
analisis en las poblaciones de interés, tales como los linfocitos T CD4*, CD8* o
aquellos productores de citoquinas especificas frente a CMV. La figura IV-3 ilustra

dicha técnica:
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Figura IV-3. Técnica de gating utilizada para la identificacion secuencial de
poblaciones celulares especificas. Los rectangulos o poligonos indican las regiones
seleccionadas en cada paso, permitiendo excluir detritos, células muertas y
seleccionar subpoblaciones de interés basadas en parametros como FSC/SSC y

expresion de marcadores fluorocromados

La combinacién secuencial de plots y gating ha sido, por tanto, esencial para
una caracterizacion precisa y reproducible de la inmunidad celular especifica

evaluada en este estudio.

El analisis se inicia eliminando los restos celulares o debris en el diagrama de
puntos de FSC vs SSC y los dobletes en el diagrama de forward scatter component-
height (FSC-H) vs forward scatter component-area (FSC-A). A continuacion, se

seleccionan los linfocitos T en el diagrama de CD3 vs SSC.

El numero absoluto de linfocitos T CD8 productores de INF-y especifico frente

a CMV se obtuvo de la multiplicacion del porcentaje de los linfocitos totales por el
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numero absoluto de linfocitos que expresaron CD3+, y seguidamente, del subtipo
CD8+. Las respuestas especificas tras la sustraccién del background fueron aquellas

superiores al 0,1%.

VII. Definiciones

Se consideré como episodio de ADNemia de CMV a la presencia de ADN viral
a cualquier nivel en una o mas muestras sanguineas (plasma o sangre total)
consecutivas. Fueron requeridos dos resultados de PCR negativos (ADN de CMV
indetectable) para considerar como resuelta una ADNemia por CMV. Los episodios
recurrentes de ADNemia fueron aquellos que ocurrieron al menos 15 dias después
del aclaramiento del episodio anterior. Se consideraron como blips aquellas
determinaciones positivas aisladas de deteccion de ADN de CMV, es decir, sin que
posteriormente se obtenga un resultado positivo en la prueba de seguimiento
inmediata. Estos episodios son transitorios y no indican una infeccion sostenida o
recurrente por el CMV, ya que se resuelven espontaneamente sin necesidad de

tratamiento antiviral.

Los episodios caracterizados como clinicamente significativos fueron aquellos
cuyos pacientes fueron tratados con antivirales como valganciclovir o foscarnet como
tratamiento anticipado (PET), no necesitando dicho tratamiento ningun paciente

incluido en nuestros estudios.

Para la consideracion de enfermedad de 6rgano diana por CMV, se hizo uso
de las definiciones incluidas en guias para el manejo de la infeccion por CMV,

European Conference on Infections in Leukaemia (ECIL7) (145).

Los patrones cinéticos de la carga viral de TTV establecidos en el cuarto
articulo publicado (Solano de la Asuncién, C. J Med Virol. 2023 Jul), fueron
clasificados como ascendentes o descendentes en funcion de la variacion de dicha
carga entre las muestras previa y posterior al inicio del tratamiento con small
molecular inhibitors. La variacion minima de la carga viral de TTV para establecer
una cinética ascendente o descendente fue de > 0 < 0,5 log10 copias/ml.
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VIll. Recoleccidén, almacenamiento y gestion de los datos

Los datos referentes a los pacientes, asi como los detalles del procedimiento,
las complicaciones, la evolucion y los datos de los diferentes laboratorios se
recogieron de manera prospectiva. La informacién fue sistematicamente introducida
y actualizada peridédicamente en una base de datos (Microsoft Office®) creada para
este proposito. Los datos de interés para el propédsito de esta tesis fueron
seleccionados mediante una consulta SQL y exportados a SPSS® y GraphPad®

para su analisis estadistico.

IX. Analisis estadistico

Las comparaciones entre medias y medianas se realizaron utilizando la
prueba de T-Student y U de Mann-Whitney, respectivamente. Para las muestras
relacionadas hicimos uso del test de Wilcoxon. Para evaluar la relacion entre
variables cuantitativas continuas, se emplearon los coeficientes de correlacion de
Pearson o Spearman, seleccionados en funcién de la distribucién de los datos,
dependiendo de si esta era paramétrica o no paramétrica. La identificacion de
factores de riesgo asociados a determinados eventos clinicos se llevd a cabo
mediante un analisis de regresién de Cox, tanto en su modalidad univariante como

multivariante.

Las diferencias entre grupos en la incidencia acumulada se analizaron
mediante la prueba de log-rank. Adicionalmente, el area bajo la curva (AUC) de los
valores plasmaticos de ADN de TTV se determind a través del método de los
trapecios. Se reportaron valores de P bivariados, considerando estadisticamente
significativos aquellos inferiores o iguales a 0,05. Todos los analisis estadisticos
fueron efectuados con el software SPSS version 20.0 (SPSS, Chicago, IL, EE. UU
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Los resultados que se presentan a continuacion se exponen, en la medida de
lo posible, segun el orden de publicacién en el que se fueron obteniendo. La
consecucion de los dos primeros objetivos motivo la busqueda de otras terapias
innovadoras cuyos pacientes pudieran beneficiarse de la monitorizacion de la
ADNemia por CMV, fijando nuestra atencion para el tercer articulo en la terapia CAR-
T, cuyo enfoque innovador ha revolucionado en los ultimos tiempos el tratamiento de
varias neoplasias hematologicas. Por ultimo, la monitorizacion de la carga viral de
TTV ha abierto un nuevo horizonte en la prediccion de eventos adversos en el
contexto del trasplante, tanto de o&rgano solido como de progenitores
hematopoyéticos, por lo cual decidimos investigar, en el cuarto articulo, su potencial
utilidad predictiva, especialmente en cuanto a la reactivacion del CMV vy la

enfermedad organica producida por el mismo.

Estudio de la dinamica de la ADNemia y respuesta inmune de células T
frente al citomegalovirus y en pacientes con leucemia linfocitica crénica
(LLC) en tratamiento con ibrutinib

El conjunto de resultados que se exponen a continuacidn corresponde al primer

trabajo publicado (Solano de la Asuncién, C. Br J Haematol. 2021 Nov).

I.1. Presencia e impacto de la ADNemia de CMV en pacientes con LLC en
tratamiento con ibrutinib

En este estudio observacional multicéntrico se evaluaron la tasa y la cinética
de la ADNemia por CMV, asi como la evolucion prospectiva de la inmunidad mediada
por células T CD4* y CD8* especificas frente a CMV, durante un periodo de seis
meses en 23 pacientes adultos consecutivos con leucemia linfocitica cronica (LLC)
seropositivos para CMV [edad media (rango), 69 (48—-86) afos; 16 varones] tratados

con ibrutinib en monoterapia (Tabla V-1).

Se monitorizé la carga de CMV en plasma en el dia 0 (inicio de tratamiento) y
posteriormente en los dias +15, +30, +45, +60, +75, +90, +120, +150 y +180. La
ADNemia plasmatica fue detectada en 7 de los 23 pacientes (30,4 %) entre los dias
15 y 45 tras el inicio del tratamiento, con solo un caso detectable en el dia 0. En 5 de
estos 7 pacientes (71,4 %), la viremia correspondidé a blips transitorios, sin que

ninguna carga superara las 210 Ul/ml.
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Cabe destacar que la mayoria de los pacientes con ADNemia (7/8) no habian
recibido quimioterapia previa. Todos los episodios se resolvieron espontaneamente,
sin progresion a enfermedad por o6rgano diana ni recurrencias durante el

seguimiento.

I.2. Respuesta inmune T-especifica frente a CMV en pacientes con
leucemia linfocitica cronica en tratamiento con ibrutinib

Acorde a lo esperable, en el punto inicial de seguimiento (dia +0), 19 de los
23 pacientes presentaban inmunidad detectable de células T especificas frente a
CMV (CD8+, CD4+ o ambas), una cifra cercana a la encontrada en individuos sanos
seropositivos frente al CMV (59), lo que sugiere la existencia de una inmunidad T
especifica conservada frente al CMV en pacientes con LLC, en concordancia con
estudios previos. La aparicion de ADNemia por CMV, sin embargo, no pudo
anticiparse sobre la base del recuento basal de células T especificas de CMV (la
tasa y la magnitud de los dos subconjuntos de células T fueron similares en pacientes

que desarrollaron o no ADNemia por CMV).

A pesar de las fluctuaciones observadas a lo largo del tiempo en el porcentaje
de pacientes que presentaron respuestas detectables de células T especificas frente
al CMV, dichas respuestas fueron consistentemente menores al final del periodo de
seguimiento (Figuras V-1 y V-2). Los valores pico medianos de IFN-y en células T
CD8* y CD4" especificas de CMV fueron mas elevados en los pacientes que
presentaron ADNemia previa por CMV, en comparacion con aquellos en los que no
se detectd replicacion viral, aunque esta diferencia no alcanzé significacion
estadistica. Ademas, se evidencio una expansion de células T CD8* especificas de
CMV (y, en menor medida, de células T CD4") tras la deteccion de ADNemia por

CMV en seis de los ocho pacientes evaluados (Figura V-3).
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Tabla V-1. Caracteristicas demograficas, clinicas, viroldgicas e inmunoldgicas de los pacientes incluidos en el estudio.

ADNemia por CMV  Carga maxima de

Cadigo . L Recuento de Recuento de
deIg E(!ad, Sexo Tratamiento previo (d'ta de. d.et.eccmn ,CMV en L.ll{ml CMV células T-CD8"* en células T-CD4* en
. ras inicio de (dia tras inicio de  blip . . . R
paciente ibrutinib) ibrutinib) el dia 0, células/ yl el dia 0, células/ pl
1 83 M Bendamustina No 0.59 5.27
2 57 H No Si (30) 31 (30) Si 19.27 0
3 55 M No No
4 49 H No No
5 69 H No Si (45) 31 (45) Si 15.93 10.11
6 72 H No No 0 0
7 86 H Clorambucilo + Bendamustina No 0.73 27.78
8 48 H No No
9 78 M Ciclofosfamida + rituximab Si (45) 41 (45) Si
10 55 H Esquema R—CHOP/ritu_ximab/clorambucilo + No 0.80 1561
prednisona
11 69 M Bendamustina/obinotuzumab No
12 65 H Fludgra_bina + ciclofosfar_nida + No 0 0
rituximab/bendamustina
13 66 H No Si (15) 165 (15) No 0 3.22
14 84 H No Si (45) 31 (45) Si 13.47 59.18
Fludarabina + ciclofosfamida +
15 76 H rituximab/bendamustina/obinotuzumab No
16 68 H No Si (30) 31(30) y 206 (90) Si/No 26.10 0.07
17 53 H No No 69.97 5.80
18 84 M No Si (0) 31(0) Si 2.87 79.14
19 66 H No No 14.20 2.80
20 76 H No Si (30) 31 (30) Si 0 0
21 82 M Fludarabina + ciclofosfamida + rituximab No 0.18 0.61
22 73 H Bendamustina/rituximab No 5.08 10.09
23 54 M No No 29.57 0

Abreviaturas: M, mujer; H, Hombre; CMV, citomegalovirus; Ul, unidades internacionales; ml, mililitros.
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Figura V-1. Linfocitos T-CD8+ productores de interferon gamma (IFN-y)

especificos de citomegalovirus (CMV; pp65/IE-1) en nivel basal y en distintos

momentos tras el inicio del tratamiento con ibrutinib.
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Figura V-2. Linfocitos T-CD4+ productores de interferon gamma (IFN-y)

especificos de citomegalovirus (CMV; pp65/IE-1) en nivel basal y en distintos

momentos tras el inicio del tratamiento con ibrutinib.
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Figura V-3. Relacion entre la expansion de inmunidad T-especifica frente a
CMV, la carga viral por CMV y el seguimiento en el tiempo. Puede observarse
en la imagen que la aparicion de ADNemia por CMV se asociéo con una
expansion de células T especificas del CMV, que involucraron principalmente
células T CD8+. Como hemos indicado previamente, solo se alcanzo
significacién estadistica respecto a las diferencias entre las medianas para las
células T CD8+ especificas del CMV enumeradas el dia 120 después de la

administracion de ibrutinib.

1.3. Discusion

Sobre la base de la ya establecida relacion entre el tratamiento con ibrutinib y
un incremento en la incidencia de infecciones oportunistas (especialmente en los
meses 6 a 12 postrasplante)(146)(147)(148) quisimos investigar la biologia del CMV
y sus efectos deletéreos en estos pacientes. En nuestra opinién, este es un tema
relevante para explorar a la luz de la, asimismo, bien establecida asociacion entre la
ADNemia del CMV y el aumento de la mortalidad general en los receptores de TPH

alogénico (149), pudiendo ser de potencial utilidad en otros entornos clinicos
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Mediante el uso de tincion de tetrameros de péptidos de antigeno leucocitario
humano (HLA) y estimulacion con péptidos virales, logramos documentar una
disminucién en la frecuencia de células T especificas frente a CMV durante el
tratamiento con ibrutinib, aunque la capacidad de las células T especificas del CMV
para secretar IFN-y y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) tras estimulacién

antigénica parecié aumentar.

Los hallazgos presentados en este estudio se alinean parcialmente con los de
investigaciones previas que han evaluado las respuestas inmunoldgicas frente al
CMV en pacientes tratados con ibrutinib (150). Si bien nuestros datos actuales
coinciden hasta cierto punto con los de este trabajo, el momento de la evaluacién
inmunoldgica tras el inicio de ibrutinib varié significativamente entre ambos estudios
(dentro de los 6 meses en el nuestro, y en una mediana de 21 meses en el suyo).
Ademas, no se informaron datos virolégicos, por lo que en este aspecto nuestro
estudio aporta una nueva perspectiva en cuanto al impacto potencial de la ADNemia

por CMV en las respuestas de células T especificas del CMV.

Nuestro estudio presenta limitaciones que deben considerarse al interpretar
los resultados. En primer lugar, el reducido tamafio muestral restringe la
generalizacion de los hallazgos. En segundo lugar, la disponibilidad limitada de
muestras en distintos momentos impidié una caracterizacion mas dinamica de la

evolucion de la respuesta inmune durante el tratamiento.

En resumen, la ADNemia por CMV constituye un evento relativamente
frecuente en pacientes con LLC tratados con ibrutinib, si bien resuelve
espontaneamente sin necesidad de terapia antiviral, y no conduce a enfermedad en
organos diana, al menos en nuestra serie actual. Aunque es especulativa, este perfil
puede no diferir sustancialmente de aquellas de pacientes con LLC tratados con
quimioterapia convencional, dados los resultados de un estudio previo en el que el
17% de los pacientes padecian infeccion activa por CMV documentada mediante
monitorizacion de antigenemia pp65 (203), un método notablemente menos sensible
que la PCR en tiempo real utilizada en el presente estudio (204). Ademas, nuestros
datos actuales sugieren que, a pesar de una disminucion en la frecuencia de
respuestas detectables de células T especificas de CMV durante los primeros 6

meses después del inicio del tratamiento con ibrutinib, los pacientes son capaces de

78



Resultados y discusion

expandir la celularidad T funcional (IFN-y) especifica de CMV ante un estimulo
antigénico, lo que probablemente explica la breve duracion de los episodios de
ADNemia de CMV.

Analisis del impacto de la ADNemia y la inmunidad T en pacientes con
neoplasias hematoldgicas en tratamiento con small molecule inhibitors

El conjunto de resultados que se exponen a continuaciéon corresponde al

segundo trabajo publicado (Solano de la Asuncién, C. Br J Haematol. 2023 Mar).

I.1. Presencia e impacto de la ADNemia de CMV en pacientes con
neoplasias hematolégicas en pacientes en tratamiento con nuevas
terapias

En este estudio observacional prospectivo multicéntrico, reclutamos a 36
pacientes adultos (=18 afios) seropositivos al CMV con neoplasias hematoldgicas
(Tabla V-2) a quienes se les administré venetoclax (n = 8; grupo 1), TKI BCR-ABL1
(n =7; grupo 2) o ruxolitinib (n = 21; grupo 3) como terapia de primera linea o tras
quimioterapia convencional entre enero de 2019 y enero de 2022 en el Hospital
Clinico Universitario de Valencia (n = 15), Hospital Politécnico Universitario La Fe,
Valencia (n = 9), Hospital Ramon y Cajal, Madrid (n = 5), Hospital Vall d'Hebron,
Barcelona (n = 5) y Hospital Morales Meseguer, Murcia (n = 2). El periodo de estudio
comprendio los primeros 180 dias posteriores al inicio del tratamiento con estas

moléculas.

La monitorizacion de la carga viral de CMV se llevé a cabo cada dos semanas
hasta el dia +90 tras iniciar el tratamiento, y de forma mensual hasta el dia +180
haciendo uso del ensayo CMV RealTime CMV polymerase. chain reaction (PCR)
(Abbott Molecular). Un total de 20/36 pacientes (55%) desarrollaron uno (n = 12) o
dos (recurrencias; n = 8) episodios de ADNemia por CMV dentro del periodo del
estudio, el primero de los cuales se produjo en una mediana de 30 dias después del
inicio del tratamiento (rango, 0-150) (Tabla 1). Tres pacientes presentaron ADNemia

por CMV al inicio del seguimiento.
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Tabla V-2. Caracteristicas demograficas, clinicas y virologicas de los pacientes incluidos en el

estudio.
Codigo Edad ) ADNemia por CMV (dia Carga .méxima dela
del (afios), Trat.ar-nlento Enfermedad Tratamiento previo de deteccidn tras inicio ADNemlal por CIIVI-V.en
paciente sexo administrado  subyacente del tratamiento) Ul/ml (dia trés inicio
del tratamiento)
8 57, M Venetoclax LLC Bendamustina—rituximab No
) 48 M Venetoclax LLC Bendamustina—rituximab, No
ciclofosfamida—rituximab
3 81, H Venetoclax LLC No Si (30) 126 (120)
4 74, H Venetoclax LLC Bendamustina—rituximab No
5 71, M Venetoclax LLC Bendamustina—rituximab No
6 75, H Venetoclax LLC Bendamustina—rituximab No
1w Vewosm  uc O o
79, H Venetoclax LLC Bendamustina—rituximab No
62, H Dasatinib LMC No Si (75) 30 (90)
10 52, H Dasatinib LMC Imatinib No
1 66, M Bosutinib LMC No Si (baseline) 22 (15)
12 69, H Ponatinib LMC No No
13 71, M Nilotinib LMC No Si (150) 98 (150)
14 62, H Dasatinib LMC No Si (15) 88 (45)
15 44, M Bosutinib LMC No Si (150) 15 (150)
16 65, M Ruxolitinib MFP No No
17 69, H Ruxolitinib SMD No No
18 81, M Ruxaolitinib SMD No Si (15) 23 (75)
19 65, H Ruxolitinib PV No (hidroxiurea, danazol) No
20 55, H Ruxolitinib MFP No Si (30) 27 (30)
21 72, H Ruxaolitinib MFP No Si (45) Si (45)
22 68, M Ruxaolitinib SMD No Si (45) 26 (45)
23 93, H Ruxaolitinib PV No (hidroxiurea) Si (45)
24 47, H Ruxolitinib PV No No
25 22, M Ruxolitinib MFP No No
26 61, H Ruxolitinib MFP No Si (baseline) 52 (baseline)
27 59, M Ruxaolitinib SDM No Si (90) 50 (90)
28 85, M Ruxolitinib SDM No (hidroxiurea) No
29 71, M Ruxaolitinib SMD No Si (15) 182 (15)
30 55, H Ruxaolitinib MFP No No
31 59, H Ruxolitinib LMC No (hidroxiruea, danazol) No
32 71, M Ruxolitinib PV No No
33 67, H Ruxolitinib MFP No Si (60) 22 (120)
34 65, H Ruxolitinib MFP No Si (30) 41 (180)
35 86, M Ruxaolitinib SMD No (hidroxiurea) Si (60) 15 (60)
36 66, M Ruxolitinib SMD No (hidroxiurea) Si (baseline) 21 (baseline)

Abreviaturas: LLC, leucemia linfocitica crénica; LMC, leucemia mieloide crénica; CMV, citomegalovirus; M, mujer; H, hombre; SMD,

sindrome mielodisplasico; MFP, mielofibrosis primaria; PV, policitemia vera.

80



Resultados y discusion

De los 28 episodios detectados de ADNemia por CMV, 14, desarrollados en

12 pacientes, fueron blips. Todos los episodios resolvieron de forma espontanea.

Los pacientes sometidos a tratamiento con TKI BCR-ABL1 (5/7) y ruxolitinib
(12/21) mostraron una mayor incidencia de ADNemia por CMV que los que recibieron
venetoclax (1/8) (p = 0,04). La mediana de la carga viral maxima de CMV fue
comparable entre los distintos grupos (p = 0,29) y en ningun caso fue superior a 182

Ul/ml. Asimismo, ningun paciente desarrollé6 enfermedad de érgano diana por CMV.

1l.2. Evaluacion de la respuesta T a la infeccion por CMV en pacientes con
neoplasias hematolégicas bajo tratamiento con small molecule inhibitors

A continuacién, analizamos la respuesta de las células T-CD8+ y CD4+
productoras de IFN-y reactivas pp65/IE-1 en sangre total mediante citometria de flujo
con tincion de citocinas intracelulares (ICS) y, asimismo, cuantificamos las células T-
regs en los dias +0, +30, +60, +90, +120, +150 y +180 después del inicio del
tratamiento (59)(151).

Al inicio del seguimiento pudimos detectar respuesta celular T (CD4+, CD8+
0 ambas) en todos los pacientes (n = 32) a excepcion de uno de ellos. Asimismo,
también fue posible registrar respuesta T especifica frente al CMV a lo largo del
periodo de estudio en 28 de 32 de estos sujetos (87,5%). Pudimos identificar dos
patrones relativamente distintivos a pesar de las amplias variaciones observadas
entre los individuos y las fluctuaciones en las células T CD4+ y CD8+ especificas de
CMV (Tabla V-2), que parecieron ocurrir independientemente de la terapia recibida
por los pacientes. En primer lugar, los pacientes que recibieron tratamiento con
inhibidores de BCR-ABL1 TKI presentaron recuentos mas bajos de células T CD4+
especificas para CMV en comparacion con aquellos tratados con venetoclax o
ruxolitinib. Estas diferencias alcanzaron significacion estadistica durante los
primeros dos meses tras la administracion de la terapia. En segundo lugar, en los
pacientes tratados con venetoclax o ruxolitinib se observdé una tendencia a la
disminucién progresiva en los recuentos de células T CD4+ y CD8+ especificas para
CMV, un patrén que no se observo en los tratados con inhibidores de BCR-ABLA1
TKI. Nos parece relevante mencionar que las medianas de células T CD4+ y CD8+
especificas para CMV, evaluadas en los dias +30, +60, +90, +120, +150 y +180, no
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mostraron diferencias significativas en comparacion con los valores iniciales en

ninguno de los grupos analizados.

Seguidamente, quisimos evaluar la posibilidad de predecir la aparicion de
ADNemia por CMV basandonos en los recuentos de células T especificas para CMV;
siendo este analisis unicamente factible en aquellos pacientes tratados con
ruxolitinib. Los datos mostraron que los recuentos de células T CD4+ y CD8+
especificas para CMV en el momento basal y el dia +30 no presentaron diferencias
significativas entre los pacientes con o sin ADNemia por CMV posterior. Se
obtuvieron datos de células T-regs de 185 muestras de sangre correspondientes a
32 pacientes, detectandose niveles cuantificables en todos los casos excepto en
siete. Independientemente del grupo de tratamiento al que pertenecian los pacientes,
los niveles de T-regs en sangre periférica variaron a lo largo del tiempo sin mostrar
una asociacion evidente con el tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento
(Tabla V-2). Ademas, los niveles de T-regs fueron comparables entre los grupos en
todos los puntos temporales analizados. Esto concuerda con los datos reportados
en estudios previos (152)(153). En general, los niveles de T-regs no mostraron
correlacion con los recuentos de células T CD4+ especificas para CMV (p = 0.049;

p = 0.51) ni con los de células T CD8+ especificas (p = 0.020; p = 0.79).

En resumen, la ADNemia del CMV constituyd un evento frecuente en
pacientes tratados con TKI BCR-ABL1 y con ruxolitinib, en particular durante los
primeros dos meses tras el inicio del tratamiento. Por el contrario, se observé con
menor frecuencia en aquellos tratados con venetoclax, lo que podria indicar un
impacto mas significativo de los dos primeros farmacos sobre las respuestas
inmunitarias de las células T en comparacion con el ultimo. Aunque los TKI BCR-
ABL1 y el ruxolitinib parecen tener un efecto adverso sobre las respuestas de las
células T especificas para el CMV, este efecto aparenta no ser lo suficientemente
fuerte como para impedir el control eventual de la replicacion del virus. De hecho,
ninguno de los pacientes de nuestra serie desarrollé6 enfermedad organica asociada
al CMV. Asimismo, nuestros datos sobre la inmunidad especifica de las células T

frente al CMV respaldan esta hipdtesis.

De manera coherente con estos resultados, un estudio previo encontré que

aproximadamente el 50% de los pacientes tratados con ruxolitinib durante menos de
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cinco anos, y cerca del 90% de los tratados por mas de cinco afnos, mostraron
respuestas de células T especificas para el CMV (evaluadas mediante el ensayo
ELISPOT para IFN-y) por debajo del rango normal; sin embargo, menos del 10% de

estos pacientes presentaron ADN del CMV detectable.

Este estudio cuenta con la limitacion del tamafio reducido de la muestra, lo
que otorga al estudio un caracter exploratorio. Ademas, no se evaluaron otras
respuestas funcionales de las células T especificas para el CMV diferentes a las
dirigidas contra IE1 y pp65, que conducen a la secrecion de IFN-y. Por ultimo, el
esquema de monitorizacion de ADN del CMV vy la falta de muestras disponibles en
varios puntos temporales podrian haber llevado a que algunos episodios de ADN del

CMV no fueran detectados.

Como conclusion, y especialmente desde una perspectiva clinica practica,
nuestros datos no justifican la monitorizacion sistematica del ADN del CMV en
sangre en estos pacientes. Sin embargo, deberia investigarse a fondo si la presencia
de ADN del CMV en estos pacientes podria mediar efectos "indirectos", como los

observados en el contexto del TPH alogénico.
1.3 Discusion

A dia de hoy contamos en el arsenal del tratamiento de diversas neoplasias
hematoldgicas con una serie de medicamentos conocidos como small molecule
inhibitors (154). Estas moléculas incluyen a los inhibidores de la proteina 2 del
linfoma de células B antiapoptético (venetoclax), los inhibidores multiples de la
tirosina quinasa (TKI) (por ejemplo, dasatinib) y los inhibidores de la via del
transductor de sefiales y activador de la transcripcion (STAT) de la quinasa Janus
(JAK) intracelular (es decir, ruxolitinib). Hasta la actualidad, se han reportado
infecciones en frecuencias variables y por diversos microorganismos en pacientes
tratados con estos farmacos (147). Sin embargo, existe escasa evidencia acerca de
como estos tratamientos impactan en la inmunobiologia de la infeccion por CMV. De
esta forma, se han llegado a reportar, en este contexto, casos aislados de
enfermedad por o6rgano diana, incluyendo retinitis, colitis y neumonitis
(152)(153)(154).

En el contexto actual del tratamiento de las diversas neoplasias
hematoldgicas, cada vez es mas frecuente el uso de agentes inhibidores
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moleculares, como el venetoclax, los inhibidores de la tirosina quinasa (TKI) BCR-
ABL1 y el inhibidor de JAK, ruxolitinib. Estos farmacos, conocidos por su
especificidad y potencia, han demostrado importantes beneficios terapéuticos. Sin
embargo, su impacto en la inmunobiologia de la infeccion por citomegalovirus (CMV)
sigue siendo un area de investigacién activa. En la realizacion de este estudio,
tratamos de sintetizar los hallazgos de estudios recientes, para dilucidar los efectos

de estos tratamientos en las respuestas inmunitarias especificas del CMV.

En nuestro estudio participaron 36 pacientes adultos seropositivos para el
CMV con neoplasias hematolégicas malignas, a quienes se les administrd
venetoclax, dasatinib o ruxolitinib. El objetivo principal fue observar la aparicién de la
anemia por CMV en los diferentes grupos de tratamiento. Se observé que los niveles
de T-regs fluctuaban con el tiempo sin que hubiera una asociacion clara con el tiempo
transcurrido desde el inicio del tratamiento, y estos niveles fueron comparables en

todos los grupos.

De forma destacable, nuestro estudio pone de relieve que la ADNemia por
CMV fue mas frecuente en los pacientes tratados con los TKI BCR-ABL1 y con
ruxolitinib, especialmente durante los dos primeros meses de tratamiento. Esto
sugiere un efecto mas pronunciado de estos farmacos sobre la respuesta inmunitaria
de las células T en comparacion con el venetoclax. A pesar de ello, la magnitud de
este efecto fue insuficiente para impedir el control definitivo de la replicacion del

CMV, ya que ningun paciente desarroll6 enfermedad por CMV.

Los resultados coinciden con investigaciones anteriores que indican que el
ruxolitinib, usado durante periodos prolongados, puede provocar respuestas celular
T especifica de CMV por debajo del rango normal, si bien solo un pequefio porcentaje
de pacientes presenté una ADNemia de CMV detectable. Esto subraya la profunda
complejidad de los efectos inmunomoduladores de estos farmacos y la necesidad de
seguir investigando para comprender sus implicaciones a largo plazo sobre las

infecciones virales en pacientes inmunodeprimidos.
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Tabla V-3. Cuantificacion de células T CD4+ y CD8+ especificas del CMV y de células T reguladoras en pacientes en todos los grupos de

tratamiento.

Células T CD4+ y CD8+ especificas del CMV y células T reguladoras al inicio y a lo largo del seguimiento.

Dia +0 Dia +30 Dia +60 Dia +90 Dia +120 Dia +150 Dia +180
Parametro Grupo de Mediana P Mediana P Mediana P Mediana P Mediana P Mediana P Mediana P
. 16qi tudi (rango) en (rango) en (rango) en (rango) en (rango) en (rango) en (rango) en
Inmunofogico estudio células/uL células/uL células/uL células/uL células/uL células/uL células/uL
7.78 (0- 8.78 (0.13— 14.01 (1.47— 1.64 (0.34— 1.36 (0.25— 1.61 (0— 0.17 (0-
. Venetoclax 118.2) 17.96) 113.0) 9.56) 63.04) 7.30) 9.88)
Células T
CD4+ 0.10 (0 0.008 0.13 (0 0.03 0.13 (0 0.03  0.2(0.07 0.10 0.27 (0 0.45 0.08 0.50 (0 0.18
especificas de TKls 2.26) 4.04) 1.03) “0.55) 5.90) 0(0-0.24) 2.49)
CcCMV
e 6.13 (0.07— 3.37 (0- 1.69 (0- 2.93 (0— 1.23 (0- 1.07 (0- 1.84 (0.38—
Ruxolitinib 78.06) 69.99) 123.22) 43.56) 66.09) 20.59) 23.1)
4.41(0.12- 1.49 (0.02— 4.02 (0.07— 4.14 (0.15- 2.25 (0.1— 0.45 (0.31— 0.87 (0.38—
. Venetoclax 42.08) 14) 37.61) 14.43) 31.04) 22.71) 6.09)
Células T R —
CD8+ 0.52 (0- 0.17 (0- 0.63 (0.1- 0.06 (0- 0.18 (0.5- 0.11 (0.06— 0.21 (0.03—
especificas de TKls 264) 0.43 3.22) 0.46 1.82) 0.69 0.19) 0.04 28) 0.16 2.03) 0.52 124) 0.26
cmy Ruxolitinib 0.88 (0- 0.64 (0- 0.45 (0- 1.39 (0— 0.81 (0.1 0.5 (0- 0.28 (0-
uxoliuni 54.69) 35.55) 6.68) 23.19) (12.99) 13.03) 3.05)
16.72 (6.87— 15.56 (2.65— 39.18 (8.05— 28.84 (0.47— 4.3 (1.02— 17.1 (2.82- 30.92 (4.76—
Venetoclax 183.14) 26.85) 169.5) 292.74) 468.33) 75.28) 66.3)
Células T 12.68 (0— 30.42 (7.44— 11.98 (3.75- 28.03 23.85 (6.1 21.42 (0— 14.1 (0.47—
reguladoras TKis 88.73) 0.53 47.76) 0.49 76.59) 0.27 (;Zs'?g)‘ 059 "oz 064 37.12) 0.98 70.37) 0.77
e 16.6 (0.79- 8.84 (0.32— 10.13 (0- 9.38 (0- 23.56 (0.39— 12.83 (0.76— 18.86 (0.6—
Ruxolitinib 340.43) 200.39) 93.8) 156.36) 125.68) 209.92) 250.26)

Abreviaturas: CMV, citomegalovirus; TKIs, inhibidores de tirosin quinasa.

85



Resultados y discusion

Desde un punto de vista clinico, nuestro estudio sugiere que la monitorizacion
sistematica de la ADNemia por CMV en la sangre puede ser innecesaria en los
pacientes sometidos a estos tratamientos, aunque la posibilidad de que se
produzcan «efectos indirectos» similares a los observados en el tratamiento con alo-
TPH justificaria una investigacion mas profunda. Las limitaciones del estudio,
incluido el pequefio tamafio de la muestra y la falta de una evaluacion exhaustiva de
las respuestas funcionales de las células T especificas del CMV, destacan la
necesidad de realizar estudios mas amplios y detallados para confirmar estos

hallazgos y guiar la practica clinica.

En conclusion, si bien los agentes de direccionamiento molecular ofrecen vias
terapéuticas prometedoras para las neoplasias hematoldgicas, su impacto en la
inmunobiologia del CMV presenta tanto desafios como oportunidades para optimizar
la atencion a los pacientes. Las investigaciones futuras deberian tener como objetivo
delinear los mecanismos subyacentes a estos efectos y desarrollar estrategias para

mitigar los posibles riesgos asociados con la reactivacion del CMV.

Monitorizacion sistematica de la ADNemia por CMV en terapia CAR-T en
pacientes hematoldgicos: ;una necesidad clinica?
El conjunto de resultados que se exponen a continuacion corresponden al tercer

trabajo publicado (Solano de la Asuncion, C. Clin Microbiol Infect. 2023 May).

lll.1. Presencia e impacto de la ADNemia de CMV en pacientes con
neoplasias hematolégicas en pacientes receptores de terapia CAR-T

En este estudio retrospectivo de caracter observacional, se incluyeron 51
pacientes consecutivos seropositivos al CMV, con una edad promedio de 62 afos
(rango de 22 a 79 afos; 26 hombres). Ninguno de los pacientes recibid profilaxis
previa contra el CMV. Segun las directrices locales, se establecié un protocolo de
monitorizacion de la ADNemia de CMV en plasma los dias 0, 7, 14, 21, 30, 60 y 90
posteriores a la infusion celular, empleando ensayos de PCR en tiempo real dentro
de las primeras 24 horas tras la recoleccion, independientemente de la presencia
inicial de ADNemia. Las caracteristicas clinicodemograficas de los pacientes

incluidos en el estudio se encuentran resumidas en la tabla V-4.
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En ambos centros participantes, el tratamiento anticipado (PET) con
(val)ganciclovir a dosis estandar se inici6 al detectar una carga de ADN de CMV igual
o superior a 1.500 Ul/ml, siguiendo los protocolos locales. El periodo de seguimiento
del estudio abarcé los primeros 90 dias tras la infusion de la terapia. En promedio,
se analizaron seis muestras de plasma por paciente (rango de 2 a 7). De los 51
pacientes incluidos, 12 (24%) presentaron ADNemia detectable al inicio del
seguimiento. De los 39 pacientes restantes, 22 (56,4%) desarrollaron ADNemia
detectable en algun momento tras la infusién de células T CAR, lo que representa
una incidencia acumulada del 57,9% [IC 95%, 43,2-70,2%; Fig. V-4a].

La mediana de tiempo hasta la primera deteccion de ADN de CMV en plasma
fue de 14 dias tras la infusion (rango de 7 a 60 dias) (Fig. V-4b). La mediana del nivel
maximo de ADN detectado fue de 96 Ul/ml (rango de 15 a 28 887). De los 22
pacientes que desarrollaron ADNemia, tres (13,6%) recibieron tratamiento
anticipado. Durante el periodo de seguimiento, todos los episodios iniciales de
ADNemia por CMV se resolvieron espontaneamente, y no se documentaron casos

de enfermedad asociada a érganos diana.
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Tabla V-4. Caracteristicas de los pacientes hematoldgicos en terapia con células CAR-T

Parametro No. (%)
Hombre/Mujer 26 (51)/25 (49)
Enfermedad hematolégica subyacente

LDCBG 30 (58)

LNH de alto grado 9 (18)

LF transformado 6 (12)

LPM 5 (10)

LLA-B Philadelphia + 1(2)
Linfoma agresivo 11 (22)
Refractariedad primaria 27 (53)
Trasplante previo

Auto-TPH 9(17)

Alo-TPH 3(7)

No trasplantado 39 (76)
Producto de células CAR-T

Tisa-cel 27 (53)

Axi-cel 24 (47)
indice Sorror

0-1 18 (35.3)

2 16 (31.3)

3 10 (19.6)

24 7 (13.7)
Puntuacion SLC (acorde a guia ASTCT)

0 10 (20)

1 28 (56)

2 8 (16)

3 2 (4)

4 2 (4)
Uso de esteroides para tratar CRS 9 (18.4)
Uso de tocilizumab para tratar CRS 24 (49)
Puntuaciéon ICANS

0 32 (64)

1 4 (8)

2 2 (4)

3 8 (16)
4 4 (8)
Uso de esteroides para tratar ICANS 18 (35)
Tratamientos previos a la terapia CAR-T, mediana (rango) 2 (2-11)
Necesidad de terapia puente, si 17 (33%)

Respuesta a terapia CAR-T

Completa 24 (46)

Parcial 8 (16)

Refractaria 18 (36)

No definida 1(2)
Muerte durante el seguimiento 6 (12)

Abreviaturas: LDCBG, linfoma difuso de células B grandes; LNH, linfoma no Hodgkin; LF; linfoma
folicular; LPM, linfoma primario mediastinico; LMA, leucemia linfoide aguda B; TPH, trasplante de
progenitores hematopoyéticos; CAR-T, Chimeric Antigen Receptor T-cell; Tisa, tisagenlecleucel; Axi,
axicabtagen ciloleucel; SLC, sindrome de liberacion de citoquinas; ASTCT, American Society for
Transplantation and Cellular Therapy; ICANS, immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome.
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Figura V-4. Incidencia y caracteristicas de la ADNemia por CMV en pacientes

seropositivos para CMV en terapia CAR-T. (a) Incidencia acumulada de

ADNemia por CMV desarrollada en los 90 dias posteriores a la infusion del

tratamiento. La variable muerte fue tratada como un evento de riesgo
competitivo. (b) Cargas de ADN de CMV medidas en plasma en diferentes

puntos temporales de monitorizacién. (c) Area bajo la curva (AUC) de IL-6 sérica

entre los dias +0 y 2 tras inicio de tratamiento (AUCO0e2) y posterior aparicidon de

ADNemia de CMV en cualquier nivel. (d) ADNemia de CMV (tanto detectada al

inicio como después de la terapia con células T CAR) que alcanzé valores de
ADN de CMV 1.500 Ul/ml en HCUV (requiriendo terapia antiviral anticipada

siguiendo las pautas locales).
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II.2. Discusion

La incidencia de deteccion de ADNemia por CMV tras la administracion de
terapia CAR-T en el presente estudio muestra una notable similitud con lo reportado
en investigaciones previas, situandose en torno al 45 % (105)(106). Esto ocurre a
pesar de las variaciones metodoldgicas entre estudios, tales como la frecuencia de
monitorizacion, los umbrales de deteccion en los ensayos de PCR utilizados, el tipo
de muestra biolégica analizada (plasma frente a sangre total) y el estado clinico basal

de los pacientes.

En nuestra cohorte, unicamente el tratamiento con axi-cel se vincul6 con la
aparicion de ADNemia por CMV tras la infusion de células CAR-T, con un cociente
de riesgo ajustado de 2,83 (IC 95 %: 1,14-6,96; p = 0,024). No obstante, al comparar
a los pacientes tratados con axi-cel con aquellos que recibieron tisa-cel, no se
observaron diferencias significativas en las variables clinicas relevantes antes o
después de la infusion, con la excepcion de la necesidad de terapia puente. Es
relevante sefalar que el uso de axi-cel ha sido previamente asociado con una mayor
incidencia de CRS lo que podria suponer un incremento del riesgo de infecciones
(155). Sin embargo, nuestros hallazgos difieren de lo descrito en estudios previos, lo

que resalta la necesidad de futuras investigaciones.

A diferencia de lo previamente reportado, en nuestro analisis ni la edad
avanzada ni el uso de corticosteroides (incluyendo la dosis acumulada total) o de
tocilizumab para el manejo del CRS y/o del ICANS emergieron como factores de

riesgo.

En cuanto a los 12 pacientes que presentaban ADNemia por CMV antes de la
infusidn de células CAR-T, cinco de ellos (41,6 %) iniciaron PET con una mediana
de 30 dias postinfusion (rango: 14-90 dias). La mediana de la carga viral al inicio de
la PET fue de 3.514 Ul/ml (rango: 1.565-4.728 Ul/ml). En linea con observaciones
previas (106), la ADNemia de CMV preexistente se asociéo de manera significativa
con un riesgo aumentado de cargas virales elevadas en plasma (=1.500 Ul/ml),
hazard ratio (HR) de 29,71 (IC 95 %: 2,88-306,28; p = 0,004). Finalmente, los
pacientes con ADNemia previa a la infusion y aquellos que la desarrollaron

posteriormente no mostraron diferencias en sus caracteristicas clinicas basales.
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Asimismo, en este contexto se ha identificado la inflamacién como un factor
clave en la reactivacion del CMV, acorde a investigaciones previas (103). Decidimos
entonces evaluar si los niveles tempranos de IL-6 tras la infusién de células T CAR,
previos a la administracion de tocilizumab (farmaco que puede influir en la
concentracion de IL-6) podrian predecir la aparicion de ADNemia por CMV. Para ello,
se calculd el area bajo la curva (AUC) de la carga de IL-6 entre los dias 0 y 2
postinfusion (AUC 0-2). Los valores de AUC 0-2 no mostraron diferencias
significativas entre los pacientes que desarrollaron ADNemia por CMV y aquellos
que no la presentaron (p = 0,54; Fig. 1C), ni entre los que alcanzaron niveles 21.500
Ul/ml, requiriendo PET, y los que no (p = 0,25; Fig. 1D). De manera consistente con
estos resultados, no se observo una relacion entre la presencia de CRS de alto grado
o0 ICANS (156) y el riesgo posterior de ADNemia por CMV. Cabe sefalar que existen
estudios previos con resultados discordantes en este ambito (105)(106), en los
cuales si se observd una asociacion entre la aparicion de CRS o ICANS vy el

desarrollo posterior de ADNemia por CMV.

El presente estudio tiene como principal limitacién el tamafio muestral y su
disefo retrospectivo, en el cual las pruebas fueron realizadas conforme a protocolos
clinicos particulares de cada centro en lugar de aplicarse de manera homogénea en
todos los participantes. Ademas, la periodicidad de la monitorizacion de ADN del
CMV después del dia 30 postinfusion (realizado con periodicidad mensual) pudo
haber sido insuficiente para detectar todos los episodios de ADNemia. Asimismo,
hemos de destacar el empleo de dos ensayos de PCR distintos, con variaciones en

su desempeno analitico.

En sintesis, nuestro estudio concluye que la ADNemia por CMV fue un
hallazgo frecuente en nuestra cohorte, aunque resolvid en todos los casos sin
generar afectacion en 6rganos diana. No obstante, es importante sefialar que la
poblacién analizada incluy6é solo un paciente con leucemia linfoblastica aguda y
algunos con antecedente de alo-TPH, mientras que las tasas de CRS e ICANS
clinicamente significativas fueron inferiores a las reportadas en ensayos clinicos
previos. Con base en estos hallazgos, sugerimos que los pacientes seropositivos
para CMV receptores de terapia CAR-T podrian beneficiarse de un seguimiento

sistematico de la ADNemia, particularmente aquellos con deteccion basal del virus.
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IV. Valor predictivo de la carga de ADN del virus Torque Teno para la
ADNemia por citomegalovirus en neoplasias hematolégicas

El conjunto de resultados que se exponen a continuacion corresponde al primer
trabajo publicado (Solano de la Asuncién, C.J Med Virol. 2023 Jul).

IV.1. Estudio de la cinética de la viremia por TTV en plasma de pacientes
tratados con small molecule inhibitors

Se analiz6 un total de 135 muestras de plasma provenientes de pacientes bajo
tratamiento con ibrutinib para la cuantificacion del ADN del virus torque teno (TTV),
con una mediana de ocho muestras por paciente (rango: 3-10). Las caracteristicas
clinicas y demograficas de los pacientes incluidos se encuentran resumidas en la
Tabla V-5. La deteccion de ADN de TTV en al menos una muestra se observé en 17
de los 20 pacientes evaluados (85 %). La proporcién de pacientes con ADN de TTV
detectable mostré un incremento progresivo desde la evaluacion basal hasta el dia
+120 (38,4 %-100 %), seguido de una ligera disminucion en los dias +150 y +180
(83,7 %) (Figura 1A). La carga inicial de ADN de TTV present6é una mediana de 5,27
log10 copias/ml (rango: 0-6,54). A lo largo del seguimiento, se evidencié un aumento
progresivo en la carga viral, con un pico registrado en el dia +120 (mediana: 7,83
log10 copias/ml; rango: 7,05-7,99), lo que representa una diferencia

estadisticamente significativa respecto al valor basal (p = 0,025) (Figura 1A).

Por otro lado, se analizaron 188 muestras de plasma de pacientes tratados
con ruxolitinib, con una mediana de 10 muestras por paciente (rango: 3-10). En este
grupo, todos los pacientes presentaron al menos una muestra con ADN de TTV
detectable en algun momento del estudio. La proporcion de muestras con resultado
positivo en la PCR no mostré diferencias significativas entre la evaluacion basal (63,1
%) y los distintos momentos de seguimiento, con un maximo en el dia +120 (78,9 %)
(p 2 0,2) (Figura 1B). La mediana de la carga viral inicial fue de 3,86 log10 copias/ml
(rango: 0-5,05), con variaciones leves a lo largo del estudio (Figura 1B). En términos
generales, la carga maxima de ADN de TTV se registro en el dia +60 (mediana: 4,05

log10 copias/ml; rango: 0-4,91).
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Tabla V-5. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Parametro

Ndmero de
pacientes (%)

Tratados con lbrutinib

Sexo, hombre/mujer (%)

13/7 (65/35)

Enfermedad de base

Leucemia linfocitica crénica 20 (100)
Primera linea, n (%) 11 (55)
Tratamiento previo 9 (45)

Bendamustina £ Obinutuzumab, n (%) 2 (22)

Bendamustina + Rituximab, n (%) 2 (22)

Bendamustina + Rituximab + Clorambucilo n (%) 1(11)

Ciclofosfamida + Rituximab + Clorambucilo + Prednisona n (%) 2 (22)

Fludarabina + Ciclofosfamida + Rituximab + (Bendamustina o 2 (22)

Obinutuzumab), n (%)

Tratados con Ruxolitinib

Sexo, hombre/mujer (%)

11/10 (52/48)

Enfermedad de base

Mielofibrosis primaria (MP), n (%) 16 (76)
Policitemia vera (PV), n (%) 4 (19)
Leucemia mielocitica crénica (LMC), n (%) 1(5)
Primera linea, n (%) 15 (71.4)
Tratamiento previo, n (%) 6 (28.6)
Hidroxiurea, n (%) 4 (66.6)
Hidroxiurea + Danazol, n (%) 2 (33.3)

No obstante, los valores obtenidos en los diferentes puntos de seguimiento

posteriores al inicio del tratamiento no mostraron diferencias significativas con

respecto a la carga basal (p = 0,12).
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Figura V-5. Cinética de la ADNemia por TTV en plasma en pacientes tratados
con ibrutinib (n = 20) o ruxolitinib (n = 21), en los paneles (A) y (B),
respectivamente. Solo se muestran los datos de pacientes con al menos una
muestra positiva durante el seguimiento. Las cargas de ADN de TTV se
cuantificaron por PCR al inicio y en diferentes puntos temporales después de la
administracién del farmaco. Se indica el nuUmero de muestras disponibles para el
analisis y el numero de aquellas que arrojaron resultados negativos de PCR
(indetectables) en cada momento de seguimiento. Las barras representan

medianas.
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IV.2. Estudio de la correlaciéon entre las cargas de ADN de TTV y los
recuentos de linfocitos absolutos y de células T CD4+ y CD8+ totales

Se analizaron un total de 236 muestras pareadas obtenidas de pacientes en
tratamiento con ibrutinib (n = 106) o ruxolitinib (n = 130) con el objetivo de evaluar la
correlacion global entre las cargas de ADN del TTV vy los recuentos absolutos de
linfocitos (ALC), asi como los conteos totales de células T CD4+ y CD8+. Tal como
se ilustra en la Figura V-6 (A), se identifico una correlacion inversa de intensidad
moderada entre la carga de ADN de TTV y el ALC en los pacientes que recibieron
ibrutinib (Rho = -0,46; p < 0,001). En contraste, no se observdé una correlacion
significativa entre los niveles de ADN de TTV y los recuentos totales de células T
CD4+ (B) o CD8+ (C), lo que sugiere que la relacién entre la carga viral y los

parametros inmunoldgicos podria ser especifica para ciertos subgrupos celulares.

Asimismo, como se presenta en la Figura V-7, en los pacientes tratados con
ruxolitinib no se detecté ninguna correlacion entre la carga de ADN de TTV y los
recuentos de ALC (A), CD4+ (B) o CD8+ (C), lo que indica que el impacto de este
farmaco sobre los parametros inmunolégicos evaluados podria diferir del observado

con ibrutinib.
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Figura V-6. Correlacion entre la carga viral del TTV en plasma y (A) recuentos
absolutos de linfocitos (ALC), (B) recuentos totales de células T CD4+ y (C)
recuentos totales de células T CD8+ en pacientes tratados con ibrutinib (n = 20),
segun lo determinado por la prueba de rangos de Spearman. Se muestran los

valores de Rho y p.
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Figura V-7. Correlacion entre la carga viral de TTV en plasma y (A) recuentos
absolutos de linfocitos (ALC), (B) recuentos totales de células T CD4+ y (C)
recuentos totales de células T CD8+ en pacientes tratados con ruxolitinib (n = 21),
segun lo determinado por la prueba de rangos de Spearman. Se muestran los valores

de Rhoy p.

IV.3. Monitorizacién de la carga de ADN TTV en plasma como predictor
de ADNemia por citomegalovirus

De entre los 20 pacientes que recibieron tratamiento con ibrutinib, 7
desarrollaron ADNemia por CMV de bajo grado, con un nivel pico medio de 106
Ul/ml, dentro de una mediana de 45 dias posteriores al inicio de la terapia. Con el
objetivo de evaluar una posible asociacion entre la carga de ADN del TTV y el
desarrollo de ADNemia por CMV, se compararon los valores cuantificados en el dia
+30 entre aquellos que posteriormente presentaron ADNemia por CMV (n = 4) y

aquellos que no la desarrollaron (n = 12). El analisis reveld que no existia una
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diferencia significativa entre ambos grupos, ya que la carga de ADN de TTV en los
pacientes con ADNemia por CMV (mediana: 6,12 log10 copias/ml; rango: 3,04-6,64)
resulté comparable (p = 0,77) a la observada en quienes no presentaron ADNemia

por CMV (mediana: 4,55 log10 copias/ml; rango: 0-6,79).

Por otra parte, entre los pacientes tratados con ruxolitinib, 16 de 21 (76 %)
desarrollaron ADNemia por CMV, con una mediana de aparicion a los 30 dias tras el
inicio del tratamiento. La carga maxima de ADN de CMV registrada en este grupo
fue de 182 Ul/ml (rango: 15-182). Al analizar la carga de ADN de TTV en el dia +30,
no se identificaron diferencias significativas entre los pacientes que desarrollaron
ADNemia por CMV (n = 7; mediana: 3,48 log10 copias/ml; RIC: 3,20-6,05) y aquellos
que no la presentaron (n = 4; mediana: 2,91 log10 copias/ml; rango: 0-4,91), con un

valor de p = 0,30.

IV.4. Correlacion entre las cargas virales de TTV y las células T-CD8 +y
CD4 + productoras de IFN-y especificos de CMV

Para el analisis de la correlacion entre las cargas de ADN del TTV y la
respuesta de células T CD4+ y CD8+ productoras de IFN-y especificas para CMV,
se hizo uso de un total de 236 muestras pareadas de pacientes en tratamiento con
ibrutinib (n = 106) o ruxolitinib (n = 130).

Los resultados nos indicaron que la relacion entre estos parametros fue débil
o inexistente en ambas cohortes. En los pacientes tratados con ibrutinib, no se
identificd una asociacion clara entre la carga de ADN de TTV y la respuesta de
células T CD4+ o CD8+ especificas de CMV (Figura 4A y 4B, respectivamente). De
manera similar, en aquellos que recibieron ruxolitinib, tampoco se evidencié una
correlacion significativa entre la carga viral y la actividad de células T CD4+ o CD8+

dirigidas contra CMV (Figura 5A y 5B, respectivamente).
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Figura V-8. Correlacion entre el ADN del virus Torque Teno (TTV) en el plasma
y los recuentos de células T CD4+ (A) y CD8+ (B) productoras de citomegalovirus
pp65/IE-1-IFN-y en sangre total de pacientes tratados con ibrutinib, enumerados
mediante citometria de flujo para tincién de citocinas intracelulares y evaluados
mediante la prueba de rangos de Spearman. Se muestran los valores de Rho y

p. IFN, interferdn.
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Figura V-9. Correlacion entre el ADN del virus Torque Teno (TTV) en el plasma
y los recuentos de células T CD4+ (A) y CD8+ (B) productoras de citomegalovirus
pp65/IE-1-IFN-y en sangre total de pacientes tratados con ruxolitinib,
enumerados por citometria de flujo para tincién de citocinas intracelulares y

evaluados por la prueba de rangos de Spearman. Se muestran los valores de

Rho y P. IFN, interferén.
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IV.5. Discusion

Un creciente cuerpo de evidencia experimental respalda la hipdtesis de que
la carga viral de ADN de TTV en sangre refleja el grado de inmunosupresién en
diversos contextos clinicos (123)(126)(127). En particular, la monitorizacién de la
carga viral de TTV se ha propuesto como un posible predictor de eventos infecciosos
virales en el TOS, dado que niveles elevados o en ascenso tras el trasplante de rifidn
o higado han sido asociados con la aparicion de ADNemia por CMV o virus BK
(157)(158). En el trasplante hematopoyético alogénico (TPH), el analisis de la
cinética del ADN de TTV en plasma en el momento temprano postrasplante permitio
identificar pacientes con mayor riesgo de desarrollar ADNemia de CMV de alto nivel
que requerian terapia antiviral preventiva (133). Sin embargo, aun no se ha
determinado si la monitorizacion de la carga de ADN de TTV podria ser util para
predecir infecciones en pacientes hematolégicos tratados con inhibidores de
moléculas pequefas. En este estudio, se caracterizé la dinamica del ADN de TTV
en pacientes bajo tratamiento con ibrutinib o ruxolitinib y se evalué su posible valor

predictivo para el desarrollo de ADNemia por CMV.

Los hallazgos principales de nuestro estudio fueron los siguientes: en primer
lugar, se observé un incremento significativo a lo largo del seguimiento en la carga
de ADN de TTV en pacientes tratados con ibrutinib, alcanzando un pico en el dia
+120. Esto sugiere un posible deterioro progresivo de la inmunidad mediada por
células T, responsables del control de la replicacion de TTV (122). Alternativamente,
este fendmeno también podria estar relacionado con el aumento de los linfocitos
absolutos (ALC) caracteristico del tratamiento con inhibidores de la via del receptor
de células B, como es el ibrutinib (159)(160), favoreciendo entonces la replicacion
viral al ser precisamente los linfocitos T el principal nicho replicativo del TTV (117).
En apoyo de esta ultima hipoétesis, se encontré una correlacion inversa moderada

entre la carga de ADN de TTV y los ALC, aunque no con las células T CD4+ o CD8+.

En cuanto a los pacientes tratados con ruxolitinib, también se detecté una
tendencia al alza en la carga de ADN de TTV, con un pico en el dia +60; sin embargo,
las diferencias en los niveles de las medianas no fueron estadisticamente
significativas. Este hallazgo concuerda con el impacto conocido del ruxolitinib en la

diferenciacion y funcion de células dendriticas, lo que puede afectar la activacion de
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células T (117) y, en consecuencia, el control de la replicacion de TTV. Otra posible
explicacion, con un enfoque menos marcado por la mutua exclusion, para la menor
influencia del ruxolitinib en la cinética del ADN de TTV, en comparacion con ibrutinib,
podria estar relacionada con la estabilidad de los recuentos de ALC en este grupo
de pacientes. En este sentido, no se hallé correlacidon entre la carga de ADN de TTV

y los recuentos de ALC, CD4+ y CD8+ en pacientes tratados con ruxolitinib.

Otro hallazgo relevante fue que la carga de ADN de TTV basal era
significativamente mayor en pacientes que posteriormente recibieron ibrutinib en
comparacion con aquellos tratados con ruxolitinib (5.27 log1o copies/ml vs. 3.86 log1o
copies/ml). Esta diferencia podria estar vinculada a la naturaleza de la enfermedad
hematoldgica subyacente y a los tratamientos previos administrados en cada grupo,

quedando esta reflexiéon en la especulacion.

Ademas, como parte del estudio, se exploro la posibilidad de que la carga viral
de TTV pueda predecir la aparicion de ADNemia por CMV. Este estudio esta
enmarcado en previas investigaciones de nuestro grupo, donde demostramos que
los pacientes hematoldégicos tratados con terapias dirigidas frente a dianas
moleculares sufren un mayor riesgo de desarrollar ADNemias por CMV de bajo grado
(161)(162). Dado que la ADNemia por CMV se detecto en una mediana de 45y 30
dias tras el inicio del tratamiento con ibrutinib y ruxolitinib, respectivamente, se
analizé la carga de ADN de TTV en el dia +30. No se encontré una asociacidn entre
los niveles de ADN de TTV en este punto y el desarrollo posterior de ADNemia por
CMV en ninguno de los grupos. Esta aparente falta de correlacién entre la magnitud
de la carga viral por TTV y la posterior aparicion de ADNemia por CMV en ambos
grupos de pacientes concuerda con la ausencia de asociacion entre la carga de ADN
de TTV y los niveles de células T CD8+ y CD4+ especificas de CMV productoras de
IFN-y. Cabe destacar que, en este contexto, los niveles de células T especificas de
CMV en sangre periférica han demostrado ser predictivos del riesgo de ADNemia
por CMV en pacientes sometidos a TOS (163) o TPH alogénico (59), aunque no en

aquellos tratados con inhibidores de moléculas pequefias (161)(162).

Entre las limitaciones del estudio se encuentra el tamafio relativamente
pequeno de la cohorte, lo que impidié evaluar si mediciones previas al dia +30

podrian haber sido predictivas del desarrollo de ADNemia por CMV. Ademas, la
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frecuencia de la monitorizacion de ADNemia por CMV pudo haber sido insuficiente,
particularmente mas alla del dia +90, para detectar todos los episodios de viremia.

Finalmente, solo se analizaron células T productoras de IFN-y especificas de CMV.

En resumen, la cinética de la carga de ADN de TTV puede diferir entre los
pacientes tratados con ibrutinib y ruxolitinib. Ademas, nuestros datos sugieren que
ni la aparicion de ADNemia por CMV ni la magnitud de las respuestas de células T
especificas del CMV podrian anticiparse o inferirse, respectivamente, en funcion de
las mediciones de la carga de ADN de TTV después del inicio del tratamiento. Se
necesitan estudios adicionales que involucren un mayor numero de pacientes para
determinar con mayor precision la utilidad potencial de la monitorizacion seriada de
la carga viral de TTV para anticipar el desarrollo no solo de la infeccion activa por
CMV sino también de otras infecciones oportunistas en las que los pacientes tratados

con ibrutinib y ruxolitinib tienen mayor riesgo de padecer.
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La ADNemia por CMV constituye un evento frecuente en pacientes con LLC
tratados con ibrutinib, pero tiende hacia la resolucion espontanea sin conducir
a enfermedad de 6rganos diana. Asimismo, los pacientes conservan la
capacidad de expandir la respuesta T funcional, especialmente en el
componente CD8+, pese a una reduccion inicial en las células T especificas
para CMV.

En pacientes con neoplasias hematoldgicas tratados con small molecule
inhibitors, la ADNemia por CMV se presenta de forma frecuente sin conllevar
enfermedad de érgano diana. A pesar de las fluctuaciones en la respuesta
especifica de linfocitos T, estos pacientes conservan una capacidad efectiva

para controlar la replicacion viral.

En pacientes CMV seropositivos en tratamiento con terapia CAR-T, la
ADNemia por CMV se constata con regularidad y no desemboca en
enfermedad de 6rgano diana. La deteccion basal de viremia puede asociarse
a cargas virales mas elevadas y, en algunos casos, a la necesidad de

instaurar terapia PET, lo que podria justificar una monitorizacion sistematica.

La determinacién de la carga de TTV en plasma no constituye un predictor
fiable de la ADNemia por CMV en pacientes tratados con ibrutinib o ruxolitinib,
ni se relaciona de forma determinante con la reconstitucion de células T

especificas para CMV.
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Cytomegalovirus-specific T-cell immunity and DNAemia in
patients with chronic lymphocytic leukaemia undergoing

treatment with ibrutinib

Ibrutinib has become standard of care for treatment of high-
risk and relapsed refractory chronic lymphocytic leukaemia
(CLL)." Ibrutinib targets Bruton tyrosine kinase (BTK),
which plays a major role in B- and T-cell proliferation and
survival” and recognition of infectious agents by the innate
immune system.® Ibrutinib therapy has been associated with
an increased incidence of several opportunistic infections,
especially in the first 6-12 months after therapy initiation,*”
among which cytomegalovirus (CMV) end-organ disease has
been anecdotally reported.® Nevertheless, little is known
about the biology of CMV in ibrutinib-treated patients. In
our opinion, this is a relevant topic to explore in light of the
well-established association between the CMV DNAemia and
increased overall mortality in allogeneic haematopoietic stem
cell transplant recipients,’” which may potentially stand in
other clinical settings. In the present multicentre observa-
tional study, we evaluated the rate and kinetics of CMV
DNAemia and prospectively assessed CMV-specific functional
custer of differentiation 8 (CD8)" and CD4" T-cell immu-
nity over a 6-month period in 23 consecutive adult patients
with CMV-seropositive CLL [median (range) age, 69 (48—
86) years; 16 males; Table I] treated with ibrutinib in
monotherapy. Ibrutinib treatment was initiated as first-line
therapy in 14 patients. The remaining nine patients had been
treated with one or more chemotherapy schemes, developed
relapsed/refractory disease, and were subsequently started on
ibrutinib therapy (Table I). As detailed below, immunological
assays were performed within a week prior to ibrutinib initi-
ation (baseline) and on days 30, 60, 90, 120, 150 and 180
afterwards. CMV DNA monitoring in plasma was performed
at baseline and on days 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150 and
180 after starting ibrutinib using a highly-sensitive (limit of
detection 31 iu/ml) real-time polymerase chain reaction
(PCR) for CMV (RealTime CMV PCR; Abbott Molecular, Des
Plaines, 1L, USA).!® We detected plasma CMV DNAemia in
seven of 23 patients (30-4%) within days 15-45 after ibrutinib
initiation (Table I). One patient had CMV DNAemia at base-
line. In most cases (five of seven; 71-4%) episodes of CMV
DNAemia were blips (a single PCR-positive plasma specimen).
The remaining two patients had three or four consecutive
plasma specimens with detectable CMV DNA. The plasma
CMV DNA peak load was <210 ju/ml in all patients. Most
patients with CMV DNAemia (seven of eight) had not been
previously treated with chemotherapy regimens. All CMV

© 2021 British Society for Haematology and John Wiley & Sons Ltd

DNAemia episodes cleared spontaneously, and no patients
developed either recurrent CMV DNAemia or CMV end-or-
gan disease within the study period.

The CMV-specific interferon-gamma (IFN-y)-producing
CD8" and CD4" T cells were enumerated by flow cytometry
for intracellular cytokine staining as previously described.''
Two sets of 15-mer overlapping peptides encompassing the
whole sequence of CMV pp65 and IE-1 proteins were used
in combination for stimulation. Negative (dimethyl sulphox-
ide/phosphate-buffered saline) and positive (phytohemagglu-
tinin, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) controls were run
in all experiments The total number of CD69"-expressing,
IFN-y-producing CMV-specific CD8" and CD4" T cells was
calculated by multiplying the corresponding percentage of
CMV-specific T cells (after background subtraction) by the
absolute number of CD8" T and CD4™ T cells. Specific (de-
tectable) responses were those >0-1% for each population. At
baseline, >80% of patients had detectable CMV-specific T-
cell immunity (CD8", CD4" or both), a figure close to that
found in healthy CMV-seropositive individuals,'' suggesting
conserved CMV-specific T-cell immunity in patients with
CLL, in line with previous findings."> CMV DNAemia occur-
rence could not be anticipated on the basis of baseline CMV-
specific T-cell count (the rate and magnitude of the two T-
cell subsets were similar across patients who did or did not
go on to develop CMV DNAemia). Overall, the percentage
of patients displaying detectable CMV-specific T-cell
responses fluctuated over time, but was consistently lower by
the end of the study period (Fig 1A,B, and Table SI). Occur-
rence of CMV DNAemia appeared to directly impact on
detectable CMV-specific CD8" T-cell response rate, but not
on the rate of CD4" T-cell responses (Table SI). The median
CMV-specific IFN-y CD8" and CD4" T-cell peak values were
higher, yet not significantly different, in patients with previ-
ous CMV DNAemia than in patients in whom viral DNAe-
mia was not detected (Fig 1). Moreover, expansion of CMV-
specific CD8" T cells, and to a lesser extent CMV-specific
CD4" T cells, following detection of CMV DNAemia was
demonstrated in six of the eight patients (Fig 1C for a repre-
sentative example).

To our knowledge, only one study has been published
assessing CMV-specific T-cell responses in patients (n = 12)
treated with ibrutinib.'® By using human leucocyte antigen
(HLA)-peptide  tetramer

staining and viral peptide

doi: 10.1111/bjh.17732
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Fig 1. Cytomegalovirus (CMV; pp65/1E-1)-specific CD69"/interferon-gamma (IFN-v)-producing CD8" (A) and CD4" (B) T cells at baseline and
at different time points after ibrutinib initiation in patients with CLL with or without documented CMV DNAemia. Differences between medians
(for unpaired data) were compared using the Mann—Whitney U-test. A P < 0-05 was considered statistically significant. As indicated, differences
between medians only reached statistical significance for CMV-specific CD8" T cells enumerated by day 120 after ibrutinib administration. Qccur-
rence of CMV DNAemia was associated with an expansion of CMV-specific T cells, mostly involving CD8" T cells (C).
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stimulation, the authors documented a decrease in the fre-
quency of CMV-specific T cells during ibrutinib treatment,
although the ability of CMV-specific T cells to secrete IFN-y
and tumour necrosis factor-alpha (TNF-o) upon antigenic
stimulation appeared to increase.'® Although our present
data partly concur with the above-mentioned study,' the
timing of immunological assessment after ibrutinib initiation
varied significantly between studies (within 6 months in ours
and at a median of 21 months in theirs). In addition, no
virological data were reported,” so the potential impact of
CMV DNAemia on CMV-specific T-cell responses could not
be gauged.

The present study has two major limitations: first, its
small sample size, and second, the lack of available specimens
at different scheduled time points.

In summary, CMV DNAemia is a relatively frequent event
in patients with CLL treated with ibrutinib, although it
resolves spontaneously without the need for antiviral therapy,
and does not lead to end-organ disease, at least in our pre-
sent series. Although speculative, this figure may not differ
substantially from those in patients with CLL undergoing
conventional chemotherapy, given a previous study in which
17% of patients had active CMV infection documented by
pp65 antigenemia assay,’* a notably less sensitive method
than the real-time PCR used in the present study.'® Further-
more, our present data suggest that despite a decrease in the
frequency of detectable CMV-specific T-cell responses during
the first 6 months after ibrutinib inception, patients are cap-
able of expanding functional (IFN-y) CMV-specific T cells
upon antigenic stimulus, which likely accounts for the short
duration of CMV DNAemia episodes.
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Immunobiology of cytomegalovirus infection in patients with
haematological malignancies undergoing treatment with small

molecule inhibitors

Molecular targeting agents comprising highly specific small
molecules such as antiapoptotic B-cell lymphoma 2 protein
inhibitors (venetoclax), multiple tyrosine kinase inhibitors
(TKI) (i.e. dasatinib) and intracellular Janus kinase (JAK) sig-
nal transducer and activator of transcription (STAT) pathway
inhibitors (i.e. ruxolitinib) are potent drugs currently used to
treat a number of haematological malignancies." Infections
of any grade due to a variety of microorganisms have been
documented to occur at variable frequencies in patients
treated with these drugs.2 In this context, cytomegalovirus
(CMV) end-organ diseases, including retinitis, pneumonitis
and colitis, has been anecdotally reportecl.3_5 Nevertheless,
there is scarce information as to how these treatments im-
pact on the immunobiology of CMV infection,’ a plausible
line of research given their pleiotropic effects on B- and T-
cell-mediated immunity.2 In this context, dasatinib-induced
T-cell or NK-cell large granular lymphocyte (LGL) expan-
sions, which appear to associate with long-lasting therapeutic
responses in patients with advanced leukaemia, were reported
to be linked with CMV reactivation and high frequencies of
CMV-specific T cells targeting an immunodominant epitope
on CMV pp65.” To further address this issue, in this multi-
centre, prospective, observational study, we enrolled 36 adult
(=18years old) CMV-seropositive patients (at baseline) with
haematologic malignancies (Table 1) who were administered
venetoclax (n = 8; group 1), BCR-ABLL TKIs (n = 7; group
2) or ruxolitinib (n = 21; group 3) as first-line therapy or
after conventional chemotherapy between January 2019 and
January 2022 at Hospital Clinico Universitario of Valencia
(n = 15), Hospital Politécnico Universitario La Fe, Valencia
{(n=9), Hospital Ramén y Cajal, Madrid (n = 5), Hospital Vall
d'Hebrén, Barcelona (n = 5) and Hospital Morales Meseguer,
Murcia (n = 2), all in Spain. The study period comprised the
first 180days after treatment initiation. The current study
was approved by the respective Clinical Research Ethics
Committees (CEIC) of the participating centres. Informed
consent was obtained from all participants.

Monitoring of plasma CMV DNA load was conducted on
a biweekly basis until day 90+ after treatment initiation and
monthly from day +90 until day +180 by the CMV RealTime
CMV polymerase. chain reaction (PCR) (Abbott Molecular).
As per local guidelines, no patient testing positive for CMV

DNA in plasma was started on pre-emptive antiviral therapy.
A total of 20/36 patients (55%) developed one (n = 12) or two
(recurrences; n = 8) episodes of CMV DNAemia within the
study period, the initial one occurring at a median of 30days
after treatment initiation (range, 0-150) (Table 1). Three pa-
tients had CMV DNAemia at baseline. Of the 28 detected ep-
isodes of CMV DNAemia, 14, developing in 12 patients, were
blips (single positive PCR result). All episodes cleared sponta-
neously. Patients undergoing treatment with BCR-ABL1 TKI
(5/7) and ruxolitinib (12/21) had a higher incidence of CMV
DNAemia than those receiving venetoclax (1/8) (p = 0.04; chi-
squared test). Median CMV DNA peak load was comparable
across groups (p = 0.29; Wilcoxon test) and in no case was
higher than 182 iu/ml (Figure S1). No patient developed CMV
end-organ disease. We next enumerated pp65/IE-1-reactive
IFNy-producing CD8" and CD4" T cells in whole blood by
flow cytometry with intracellular cytokine staining (ICS),
and quantified Tregs by days +30, +60, +90, +120, +150, and
+180 after treatment initiation (Supplementary Material).®°

As shown in Supplementary Table S1, at baseline, all but
one patient with specimen available (n = 32) had detectable
CMV-specific CD8", CD4" T cells or both. Furthermore,
most patients had detectable CMV-specific T-cell responses
over the study period. From a quantitative standpoint
(Table 2), although both CMV-specific CD4* and CD8" T
cells tended to fluctuate regardless of the therapy the pa-
tients received and varied widely across individuals, two
relatively distinctive patterns were identified. First, patients
undergoing treatment with BCR-ABL1 TKI appeared to
display lower CMV-specific CD4" T-cell counts at all time
points compared to those in patients treated with veneto-
clax or ruxolitinib, the differences reaching statistical sig-
nificance over the first two months of treatment. Second,
a trend towards decreasing CMV-specific CD4" and CD8"
T-cell counts over time was evident in patients treated with
venetoclax or ruxolitinib, but not with BCR-ABL1 TKI.
Importantly, median CMV-specific CD4* and CD8" T cells
measured by days +30, +60, +90, +120, +150, and +180 did
not differ significantly from those quantified at baseline in
any study group (Supplementary Table S2).

We next assessed whether the occurrence of CMV
DNAemia could be predicted on the basis of CMV-specific
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TABLE 1 Demographic, clinical and virological features of patients

Patient code

e I = S ) B S *

[v2]

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
2
23
24
25
26
27
28
29
30
31
22
33
34
35
36

Age (years),
sex

57,F
48, F

81, M
74, M
71, F
75, M
49, M

79, M
62, M
52, M
66, F
69, M
71, F
62, M
44,F
65, F
69, M
81, F
65, M
55, M
72, M
68, F
93, M
47, M
22, F
61, M
59, F
85, F
7L, F
55, M
59, M
71, F
67, M
65, M
86, F
66, F

Infused
drug

Venetoclax

Venetoclax

Venetoclax
Venetoclax
Venetoclax
Venetoclax

Venetoclax

Venetoclax
Dasatinib
Dasatinib
Bosutinib
Ponatinib
Nilotinib
Dasatinib
Bosutinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib
Ruxolitinib

Ruxolitinib

Underlying

disease Prior treatment

CLL-B Bendamustine-rituximab

CLL-B Bendamustine-rituximab,
cyclophosphamide-
rituximab

CLL-B No

CLL-B Bendamustine-rituximab

CLL-B Bendamustine-rituximab

CLL-B Bendamustine-rituximab

CLL-B FCM-rituximab,
bendamustine-rituximab

CLL-B Bendamustine-rituximab

CML No

CML Imatinib

CML No

CML No

CML No

CML No

CML No

PMEF No

MDS No

MDS No

PV No (hydroxyurea®, danazol)

PMF No

PMF No

MDS No

PV No (hydroxyurea®)

PV No

PMF No

PMF No

MDS No

MDS No (hydroxyurea®)

MDS No

PMF No

CML No (hydroxyurea®, danazol)

PV No

PMF No

PMF No

MDS No (hydroxyurea®)

MDS No (hydroxyurea®)

CMV DNAemia (day
of detection after
treatment initiation)

No

Yes (75)

No

Yes (baseline)
No

Yes (150)

Yes (15)

Yes (150)

Yes (baseline)
Yes (90)

No

Yes (15)

Yes (60)
Yes (30)
Yes (60)

Yes (baseline}

CMYV DNA peak
load in in/ml (day
after treatment
initiation)

126 (120)

30 (90)
22(15)

98 (150)
88 (45)
15 (150)

23 (75)

27 (30)
Yes (45)
26 (45)

52 (baseline)
50 (90}

182 (15)

22 (120)
41 (180)
15 (60)

21(

baseline)

Abbreviations: B-CLL, B-cell chronic lymphocytic leukaemia; CML, chronic myelocytic leukaemia; CMV, cytomegalovirus; F, female; M, male; MDS, myelodysplastic
syndrome; PMF, primary myelofibrosis; PV, polycythaemia vera.

*Hydroxycarbamide.

T-cell counts; this could onlybe reasonably investigated in pa-

tientsreceiving ruxolitinib. Data are shown in Supplementary DNAemia.

Table S3 and indicated that CMV-specific CD4* and CD8"
T-cell counts at baseline and day +30 were not significantly
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different in patients with or without subsequent CMV

Treg counts were available from 185 blood samples
from 32 patients, showing detectable levels in all but seven.
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Enumeration of CMV-specific CD4" and CD8" T cells and regulatory T cells in patients across therapy groups

TABLE 2

CMV-specific CD4+ and CD8+ T cells and regulatory T cells at baseline and at follow-up

Day +180

Day +150

Day +120

Day +90

Day +60

Day +30

Baseline

LETTERTO THE EDITOR

P

Median (range) in

cell(s)/uL

b4

Median (range) in

cell(s)/puL

p

Median (range) in

4
cell(s)/pL

Median (range) in

cell(s)/uL

b4

Median (range) in

cell(s)/pL

Median (range) in

cell(s)/pL

Imunological
parameter

value

value Median (range)

value value value

value

pvalue

Study group

14.01 (1.47-113.0)  0.03 1.64(0.34-9.56)  0.10 1.36 (0.25-63.04) 045 1.61 (0-7.30) 0.08  0.7(0-9.88) 0.18

0.03

7.78 (0-118.2) 0.008 8.78 (0.13-17.96)

Venetoclax

CMV-specific

0.50 (0-2.49)

0(0-0.24)

0.13 (0-1.03) 0.2 (0.07-0.55) 0.27 (0-5.90)

0.13 (0-4.04)

0.10 (0-2.26)

TKIs

CD4" Tcells

1.69 (0-123.22) 2.93 (0-43.56) 1.23 (0-66.09) 1.07 (0-20.59) 1.84(0.38-23.1)

3.37 (0-69.99)

6.13 (0.07-78.06)

Ruxolitinib

0.43 1.49 (0.02-14) 0.46 4.02 (0.07-37.61)  0.69 414 (0.15-14.43)  0.04 2.25 (0.1-31.04) 0.16 0.45(0.31-22.71) 052  0.87(0.38-6.09) 0.26

Venetoclax 4.41 (0.12-42.08)

CMV-specific

0.21 (0.03-1.24)

0.63 (0.1-1.82) 0.06 (0-0.19) 0.18 (0.5-2.8) 0.11 (0.06-2.03)

0.17 (0-3.22)

0.52 (0-2.64)

TKIs

CD8" T cells

0.28 (0-3.05)

0.64 (0-35.55) 0.45 (0-6.68) 1.39 (0-23.19) 0.81 (0.1 (12.99) 0.5 (0-13.03)

0.88 (0-54.69)

Ruxolitinib

0.53 15.56 (2.65-26.85)  0.49 39.18 (8.05-169.5)  0.27 28.84(0.47-292.74) 0.59 4.3 (1.02-468.33) 0.64 17.1(2.82-75.28) 0.98 3092 (4.76-66.3) 0.77

16.72 (6.87-183.14)

Venetoclax

Regulatory T

21.42 (0-37.12) 14.1(0.47-70.37)

23.85 (6.1-103.32)

11.98 (3.75-76.59) 28.03 (17.82-36.16)

30.42 (7.44-47.76)

12.68 (0-88.73)

TKIs

cells

18.86 (0.6-250.26)

12.83 (0.76-209.92)

23.56 (0.39-125.68)

9.38 (0-156.36)

10.13 (0-93.8)

.84 (0.32-200.39)

16.6 (0.79-340.43)

Ruxolitinib

Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; TKI, tyrosine kinase inhibitors.

Regardless of the treatment group to which the patients
belonged, Treg peripheral blood levels fluctuated over
time, with no apparent association with time elapsed since
treatment initiation (Table 2). Moreover, Treg levels were
comparable across groups at all time points explored. This
is consistent with data reported in previous studies.'"
Overall, Treg levels did not correlate with either CMV-
specific CD4" (Spearman's rank test, p =—0.049; p = 0.51), or
CD8" (p = —0.020; p = 0.79) T-cell counts.

In summary, CMV DNAemia occurred frequently in pa-
tients treated with BCR-ABL1 TKI and ruxolitinib mostly
within the first two months after treatment initiation, and
less commonly in patients treated with venetoclax, perhaps
reflecting a more pronounced effect of the former two drugs
on T-cell immune responses compared to the latter; thus,
although BCR-ABL1 TKI and ruxolitinib may have a detri-
mental effect on CMV-specific T-cell responses, the magni-
tude of this effect is insufficient to prevent ultimate control
of CMV replication. In fact, no patient in our series devel-
oped CMV end-organ disease. Our data on CMV-specific
T-cell immunity seem to support this assumption. In line
with our data, a previous study found that almost 50% and
around 90% of patients treated with ruxolitinib for less or
more than five years, respectively, displayed CMV-specific
T-cell responses (measured by IFN-y ELISPOT assay) below
the normal range, yet less than 10% of patients had detectable
CMV DNAemia.®

The current study has a major limitation: its small sam-
ple size, which makes it merely exploratory. Furthermore,
CMV-specific functional T-cell responses other than those
targeting IE1 and pp65 and resulting in the secretion of
IFN-y were not assessed. Lastly, given the CMV DNA mon-
itoring schedule and the lack of available samples at several
time points, some episodes of CMV DNAemia may have
been overlooked. From a practical clinical view, our data do
not support systematic CMV DNA monitoring in blood in
these patients. Whether CMV DNAemia in these patients
may mediate ‘indirect effects” as seen in the allo-HSCT set-
ting'*"* should be thoroughly investigated.

KEYWORDS
BCL-2 inhibitors, BCR-ABLI inhibitors, CMV, CMV
DNAemia, CMV T cells, PI-3K inhibitors
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To the editor,

Cytomegalovirus (CMV) DNAemia may develop in a large per-
centage (up to 45%) of CMYV-seropositive patients undergoing
CD19-directed chimeric antigen receptor T-cell therapy [1,2] and
may contribute to worsen clinical outcomes [1]. Here by not
administering preemptive antiviral therapy (PET) at low plasma

* Corresponding author. David Navarro, Microbiology Service, Hospital Clinico
Universitario and Department of Microbiology, School of Medicine, Av. Blasco
Ibdfiez 17, 46010 Valencia, Spain.

E-mail address: david.navarro@uv.es (D. Navarro).

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2023.05.010

CMV DNA loads (<1500 IU/mL, following local standard practice
guidelines) we could gain a further insight on the kinetics of CMV
DNAemia in these patients. In this retrospective, observational
study, 51 consecutive CMV-seropositive patients (median age,
62 years; range, 22—79; 26 male) were included (Table S1). This
study was approved by the respective research ethics committees,
and informed consent was obtained from participants.

No patient in this series underwent anti-CMV prophylaxis. Ac-
cording to local guidelines, CMV DNAemia in plasma was planned
to be monitored by days 0, 7, 14, 21, 30, 60, and 90 after cell infusion
within 24 hrs after collection using real-time PCR assays, regardless
of whether CMV DNAemia was detected or not. At both centres, PET
with (val)ganciclovir at conventional doses was started on detec-
tion of CMV DNA load >1500 IU/mL, also following local protocols.
The study period comprised the first 90 days after cell infusion.

A median of six plasma samples/patient (range, 2—7) were
finally collected. Of the 51 patients, 12 (24%) displayed detectable
CMYV DNAemia at baseline; of the remaining 39 patients, 22 (56.4%)
developed CMV DNAemia (at any level} after CAR T-cell infusion
{cumulative incidence, 57.9%; 95% Cl, 43.2—70.2%; Fig. 1(a}). Overall,
median time to first detection of CMV DNA in plasma since CAR T-
cell infusion was 14 days (range, 7—60; Fig. 1(b}), and median CMV
DNA peak level was 96 [U/mL (range, 15—28887). Three out of 22
patients (13.6%) received PET. All initial CMV DNAemia episodes
resolved within the study period. There were no diagnosed cases of
CMV end-organ disease.

The frequency of CMV DNAemia detection post—CAR T cell re-
ported herein is remarkably similar to that found in previous
studies {around 45%} [1,2], despite between-study differences (i.e.
monitoring frequency, limit of detection of the PCR assays

1198-743X/® 2023 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. Incidence and features of CMV DNAemia in CMV-seropositive patients undergoing CD19 CAR T-cell therapy. Availability of at least two plasma samples for CMV DNAemia
detection/quantitation drawn within 5S¢ days after infusion was the only inclusion criterium. All 51 patients but one had three or more specimens collected. A median of six plasma
samples/patient (range, 2—7) were finally collected. The real-time CMV PCR (Abbott Molecular) analyzed on an m2000rt platform was used at HCUV. The Argene CMV-R GENE
{Biomerieux) run on StepOne, Rotor-Gene Q, CFX96 (BioRad ) was employed at HUPLF. The limit of detection of the assays (in plasma) was 31.2 1U/mL for the Abbott assay and 150 1U/
mL for the Biomerieux assay. A total of 18 out of 34 patients at Hospital Clinico Universitario of Valencia and four of 17 patients at Hospital Universitario Politécnico “La Fe” of
Valencia developed CMV DNAemia (at any level) after CAR T-cell infusion (a) Cumulative incidence of CMV DNAemia developing within SC days after CAR T-cell infusion was
estimated using the statistical software R (http://www.r-project.org/). Death was treated as a competing risk event (b) CMV DNA loads measured in plasma at different monitoring
time points. (¢) Serum interleukin-6 (1L-6) area under a curve (AUC) between days 0 (baseline) and 2 after CAR T-cell infusion (AUCy_,) and subsequent occurrence of CMV DNAemia
at any level in both participating centres. Medical charts were reviewed to gather patient laboratory data. All patients had at least three samples available for AUC calculations. (d)
CMV DNAemia (both detected at baseline or after CAR T-cell therapy) reaching CMV DNA values > 1500 1UfmL at HCUV (requiring preemptive antiviral therapy following local
guidelines). AUC was calculated following the linear trapezoidal rule method with the aid of the STATGRAPHIC Centurion XV1I statistics package (Statpoint Technologies, Inc).
Medians were compared using the Mann-Whitney U test. Two-sided exact p-values are reported. A p-value <0.05 was considered statistically significant. These analyses were
performed using SPSS version 20.C (SPSS). CAR, chimeric antigen receptors; CMV, cytomegalovirus; HCUV, Hospital Clinico Universitario of Valencia, Spain; HUPLF, Hospital
Universitario Politécnico La Fe Valencia Spain: SPSS, Statistical Package for the Social Sciences.

employed, the matrix used for CMV DNA monitoring—plasma vs. median of 30 days (range, 14—90) after cell infusion. Median
whole blood, and baseline patient’s clinical condition). In our series, CMV DNA load at PET inception was 3514 IU/mL (range,
only axi-cel use was associated with CMV DNAemia occurring after 1565—4728). In line with previous findings [2], baseline CMV
CAR T-cell infusion (adjusted hazard ratio, 2.83; 95% CI, 1.14—-6.96; p DNAemia was significantly associated with increased risk
0.024; Table S2). Importantly, no significant differences regarding {hazard ratio, 29.71; 95% Cl, 2.88—306.28; p 0.004) of high
relevant pre—or post—CAR T-cell infusion characteristics were plasma CMV DNA loads (>1500 IU/mL). Of note, patients

observed across patients treated either with axi-cel or tisa-cel, experiencing CMV DNAemia prior to CAR T-cell infusion and
except for the need of bridging therapy (Table S3). The use of axi- those displaying it after infusion did not differ in baseline
cel has been associated with increased risk of cytokine release clinical characteristics (Table S4).

syndrome (CRS) resulting in a higher risk of infection [3]. Never- Inflammation triggers CMV reactivation [4]; we investigated
theless, our observation is discrepant from data in previous studies whether IL-6 levels early after CAR T-cell infusion, before inception
[1,2] and thus warrants further investigation. In contrast to previ- of tocilizumab, which may impact on IL-6 levels, could anticipate

ous findings [1,2], neither advanced age nor use of corticosteroids the occurrence of CMV DNAemia. To this end, we used the IL-6 load
{or total cumulative dose} or tocilizumab for treatment of CRS and/ area under a curve (AUC) between days 0 and 2 (AUCp_3). AUCp_3
or immune effector cell-mediated neurotoxicity syndrome (ICANS) was comparable among patients developing or not developing CMV
were identified as risk factors. DNAemia at any level (p 0.54; Fig. 1{c}) or >1500 IU/m- requiring

Among the 12 patients experiencing CMV DNAemia prior to PET- (Fig. 1{d}; p 0.25). Consistent with these findings, high-grade
CAR T-cell infusion, five (41.6%) were started on PET at a CRS and ICANS [5] were not associated with an increased risk of
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subsequent CMV DNAemia (Table $2). Discrepant results have been
published on this issue [1,2].

The main limitation of the current study is its sample size and its
retrospective design, with testing being performed according to
clinical protocols and not consistently in all study participants. In
addition, the frequency of CMV DNA monitoring beyond day 30
after cell infusion {once a month) was likely insufficient to capture
all episodes of CMV DNAemia. Finally, two different PCR assays with
distinct analytical performances were used.

In summary, CMV DNAemia occurred frequently in our patients,
but resolved and did not lead to end-organ disease; nevertheless, it
must be stressed that our cohort only included one patient with
acute lymphoblastic leukaemia and a few patients with prior allo-
geneic hematopoietic stem cell transplantation {allo-HSCT), and
the rates of clinically actionable CRS and ICANS were below what
those reported in pivotal trials. According to our data, CMV-
seropositive CAR T cell patients may benefit from systematic CMV
DNAemia monitoring, in particular patients with CMV DNAemia
detected at baseline.
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Abstract

It is unknown whether Torque Teno virus (TTV} DNA load monitoring could
anticipate the development of infectious events in hematological patients
undergoing treatment with small molecular targeting agents. We characterized
the kinetics of plasma TTV DNA in patients treated with ibrutinib or ruxolitinib
and assessed whether TTY DNA load monitoring could predict the occurrence
of Cytomegalovirus (CMV} DNAemia or the magnitude of CMV-specific T-cell
responses. Multicenter, retrospective, observational study, recruiting 20
patients treated with ibrutinib and 21 with ruxolitinib. Plasma TTV and CMV
DNA loads were quantified by real-time PCR at baseline and days +15, +30,
+45, +60, +75, +90, +120, +150, and +180 after treatment inception.
Enumeration of CMV-specific interferon-y (IFN-y}-producing CD8" and CD4*
T-cells in whole blood was performed by flow cytometry. Median TTV DNA load
in ibrutinib-treated patients increased significantly (p =0.025) from baseline
{median: 5.76 logyo copies/mL} to day +120 (median: 7.83 logyo copies/mL}). A
moderate inverse correlation (Rho =-0.46; p < 0.001} was found between TTV
DNA load and absolute lymphocyte count. In ruxolitinib-treated patients, TTV
DNA load quantified at baseline was not significantly different from that
measured after treatment inception (p 2 0.12). TTV DNA load was not predictive
of the subsequent occurrence of CMV DNAemia in either patient group. No
correlation was observed between TTV DNA loads and CMV-specific IFN-y-
producing CD8" and CD4" T-cell counts in either patient group. The data did
not support the hypothesis that TTV DNA load monitoring in hematological

patients treated with ibrutinib or ruxolitinib could be useful to predict either the

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial License, which permits use, distribution and reproduction in any
medium, provided the original work is properly cited and is not used for commercial purposes.
© 2023 The Authors. Joumal of Medical Virology published by Wiley Periodicals LLC.
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1 | INTRODUCTION

Torque Teno viruses (TTV), first discovered in 1997, are small,
nonenveloped, circular, single-stranded negative-sense DNA
viruses that belong to the Anelloviridae family.> TTV are seemingly
apathogenic and represent a major component of the human blood

2-5 which remains relatively stable over time in the

virome,
immunocompetent host.® The TTV DNA load in the systemic
compartment behaved as a surrogate marker of the net state of
immunosuppression in a pivotal study recruiting solid organ
transplant recipients (SOT),* which largely reflected the crucial
role of adaptive T-cell immunity in the ultimate control of TTV
replication. A large body of experimental evidence gathered in the
SOT setting supports the assumption that either high or increasing
blood TTV DNA levels after transplantation associate with the
occurrence of certain infectious events, whereas the opposite
holds true for acute rejection.7'9 In the allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation setting (allo-HSCT), the plasma TTV DNA
load appears to correlate with the degree of T-cell reconstitution
early after transplantation (<day 100), whereas it correlates with
the level of immunosuppression afterward.’®"*?> The potential
utility of TTV DNA monitoring in blood to predict the occurrence
of a variety of clinical events, including infections, response to
vaccination, or mortality, has been suggested in settings other than
transplantation, such as COVID-19 or patients with chronic
arthritis undergoing biologic therapies.*®> *> Molecular targeting
agents including Bruton Tyrosine Kinase inhibitors (i.e., ibrutinib)
and intracellular Janus kinase (JAK) signal transducer and activator
of transcription (STAT) pathway inhibitors (i.e., ruxolitinib) are
current first-line drugs used to treat several hematological
malignancies.“’ Both drug types have a deleterious impact on
immune system homeostasis, which appears to account for the
increased incidence of opportunistic infections.'” To our knowl-
edge, there is no published information regarding the potential
clinical value of TTV DNA load monitoring to anticipate the
development of infectious events in patients treated with
molecular targeting agents. Here, we profiled plasma TTV DNA
load kinetics in hematological patients treated with ibrutinib or
ruxolitinib and assessed whether TTV DNA load monitoring in
these patients could predict the occurrence of Cytomegalovirus
(CMV) DNAemia, an event frequently developed in these
patients,"®*® as may be the case in SOT and allo-HSCT

recipien‘cs.lz‘20

occurrence of CMV DNAemia or the level of CMV-specific T-cell reconstitution;
nevertheless, due to the small sample size, further studies involving larger

cohorts are warranted to elucidate this issue.

CMYV, CMV DNAemia, CMV-specific T-cells, Ibrutinib, ruxolitinib, TTV DNA load

2 | PATIENTS AND METHODS

21 | Patients

In this multicenter, retrospective, observational study, we enrolled 41
adult (218 years old) patients between January 2019 and January
2022 at Hospital Clinico Universitario of Valencia (n = 23), Hospital
Universitario y Politécnico La Fe, Valencia (n = 9), Hospital Ramén y
Cajal, Madrid (n = 5), Hospital Vall d'Hebrén, Barcelona (n = 3), and
Hospital Morales Meseguer, Murcia (n = 1), all in Spain. All patients
were CMV-seropositive (at baseline) with hematologic malignancies
that were treated with ibrutinib (n=20, all with B cell chronic
lymphocytic leukemia; median age: 70 years; range: 48-86) or
ruxolitinib {(n = 21; median age: 65 years; range: 22-93) as first-line
therapy or after conventional chemotherapy. Relevant patient
characteristics were previously reported*®*® and are summarized in
Table 1. The study period comprised the first 180 days after
treatment initiation. This study was approved by the respective
Clinical Research Ethics Committees (CEIC) of the participating

centers. Informed consent was obtained from all participants.

2.2 | TTV and CMV DNA load monitoring

The plasma TTV DNA load was quantified via an “in-house” TagMan
real-time PCR assay that amplifies a highly conserved segment of the
untranslated region of the viral genome, as previously reported.il‘12
Specimens with undetectable TTV DNA were assigned a value of O
for analysis purposes. All samples from each patient were assayed
simultaneously in singlets. Plasma CMV DNA load monitoring was
conducted via RealTime CMV PCR (Abbott Molecular). Viral load
monitoring was performed at baseline (before treatment inception)
and at days +15, +30, +45, +60, +75, +90, +120, +150, and +180
after initiation of treatment. As per local guidelines, no patient with
detectable CMV DNA in plasma was given preemptive antiviral
therapy. Moreover, no patient received antiviral prophylaxis
against CMV.

2.3 | Enumeration of CMV-specific T cells

Enumeration of CMV-specific interferon-y (IFN-y)-producing CD8*

and CD4" T-cell responses in whole blood was performed by flow
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TABLE 1 Demographic and clinical
characteristics of the patients included in
the study.

Parameter

Treatment with Ibrutinib

Gender, male/female (%)

Underlying disease

'MEDICAL VIROLOGY

No. of
patients (%)

13/7 (65/35)

Chronic lymphocytic Leukemia 20 (100)
First-line, n (%) 11 (55)
Prior treatment 9 (45)

Bendamustine + Obinutuzumab, n (%) 2(22)

Bendamustine + Rituximab, n (%) 2(22)

Bendamustine + Rituximab + Chlorambucil n (%) 1(11)

Cyclophosphamide + Rituximab + Chlorambucil + Prednisone n (%) 2(22)

Fludarabine + Cyclophosphamide + Rituximab + (Bendamustine or 2(22)

Obinutuzumab), n (%)

Treatment with Ruxolitinib

Gender, male/female (%)

Underlying disease

11/10 (52/48)

Primary myelofibrosis, n (%) 16 (76)
Polycythemia vera, n (%) 4 (19)
Chronic myelocytic leukemia, n (%) 1 (5)
First-line, n (%) 15 (71.4)
Prior treatment, n (%) 6 (28.6)
Hydroxyurea, n (%) 4 (66.6)
Hydroxyurea + Danazol, n (%) 2(33.3)

cytometry for intracellular cytokine staining (BD Fastimmune,
BD-Beckton Dickinson and Company-Biosciences), as previously
reportedA21 Briefly, two sets of 15-mer overlapping peptides encom-
passing the entire sequence of CMV ppé5 and IE-1 proteins were used
in combination for stimulation. A negative control {absence of peptide
stimulation) was run in all experiments. The total number of CMV-
specific CD8" and CD4" T-cells was calculated by multiplying the
corresponding percentage of CMV-specific T-cells (after background
subtraction) by the absolute number of CD8" or CD4" T-cells.
Responses >0.1% for each population were considered specific
(detectable). Immunological monitoring was conducted at baseline and
days +30, +60, +%0, +120, +150, and +180 after treatment initiation.

24 | Statistical analyses

Frequency comparisons for categorical variables were carried out
using the chi-square test or Fisher's exact test, as appropriate.
Differences between medians (for unpaired data) were compared
using the Mann-Whitney U-test (two independent variables).
Correlation between continuous variables was carried out via

Spearman's Rank test. Two-sided exact p values are reported,
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considering a p<0.05 statistically significant. Analyses were per-
formed using SPSS version 26.0 (SPSS).

3 | RESULTS

3.1 | Plasma TTV DNA load kinetics
A total of 135 plasma samples were available from patients treated
with ibrutinib for TTV DNA guantitation, a median of eight plasma
specimens (range: 3-10) per patient. TTV DNA was detectable in at
least one sample from 17/20 patients (85%). The number of patients
with detectable TTV DNA increased from baseline to day +120
(38.4%-100%), and slightly decreased afterwards (83.7% at days
+150 and +180) (Figure 1A). The median TTV DNA load at baseline
was 5.27 logyo copies/mL (interquartile range [IQR]: 0-6.54); overall,
the viral load increased over the follow-up, the TTVY DNA peak being
reached by day +120 (median, 7.83 log,g copies/mL; IQR: 7.05-7.99;
p =0.025 compared with baseline) (Figure 1A).

In turn, 188 plasma specimens were available from ruxolitinib-
treated patients, a median of 10 samples (range: 3-10) per patient. All
patients had at least one plasma specimen with detectable TTV DNA
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FIGURE 1 Kinetics of Torque Teno virus (TTV) DNA in plasma in
patients treated with Ibrutinib (n = 20) or Ruxolitinib {(n = 21), in panels (A)
and (B), respectively. Only data from patients with at least one specimen
testing positive for TTV DNA over the follow-up are displayed. TTV DNA
loads were quantified by PCR at baseline and at different time points
after drug administration. The number of samples available for analysis
and the number of those yielding negative PCR results (undetectable) at
each monitoring time are indicated. Bars represent medians.

over the study period. The number of plasma specimens testing
positive by PCR at baseline (63.1%) and at different testing times
(maximum at day +120, 78.9%) was not significantly different (p = 0.2)
(Figure 1B). The median TTV DNA load at baseline was 3.86 logio
copies/mL (IQR: 0-5.05) and fluctuated slightly over time (Figure 1B).
Overall, the TTV DNA peak was reached by day +60 (median: 4.05
logio copies/mL; IQR: 0-4.91); nevertheless, the median TTV DNA
load quantified at different time points after treatment inception was
not significantly different from that measured at baseline (p = 0.12).

3.2 | Correlation between TTV DNA loads and
absolute lymphocyte and total CD4* and CD8" T-cell
counts

A total of 236 paired specimens from ibrutinib (n = 106) or ruxolitinib
{n = 130)-treated patients was available for assessment of the overall
correlation between TTV DNA loads and absolute lymphocyte (ALC)
and total CD4" and CD8" T-cell counts. As shown in Figure 2, a
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FIGURE 2 Correlation between Torque Teno virus (TTV) DNA in
plasma and (A) absolute lymphocyte counts (ALC), (B) total CD4*
T-cell counts and (C) total CD8" T-cell counts in patients treated with
Ibrutinib (n = 20), as determined by Spearman's Rank test. Rho and
p values are shown.

moderate inverse correlation (Rho=-0.46; p<0.001) was found
between TTV DNA load and ALC in patients treated with ibrutinib
{Figure 2A). Nevertheless, a very weak or no correlation was found
between TTV DNA levels and total CD4" (Figure 2B) OR CD8"
{(Figure 2C) T-cell counts. As shown in Figure 3, there was also no
correlation between ALC (Figure 3A), CD4" (Figure 3B) and CD8"

(Figure 3C) T-cell counts in ruxolitinib-treated patients.
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FIGURE 3 Correlation between Torque Teno virus (TTV) DNA in
plasma and (A) absolute lymphocyte counts (ALC), (B) total CD4*
T-cell counts and (C) total CD8* T-cell counts in patients treated with
Ruxolitinib (n = 21), as determined by Spearman's Rank test. Rho and
p values are shown.

3.3 | Plasma TTV DNA load monitoring for
prediction of the occurrence of CMV DNAemia

Of the 20 ibrutinib-treated patients, seven developed low-grade
CMV DNAemia (median CMV DNA peak level 106 1U/mL) within a

MEDICAL VIROLOGY

median of 45 days after treatment inception. We investigated
whether TTV DNA load quantified at day +30 was significantly
different across patients who did subsequently develop CMV
DNAemia (n = 4) or not (n = 12). We found this not to be the case;
in fact, TTV DNA load in patients who went on to develop CMV
DNAemia (median: 6.12 logs copies/mL; IQR: 3.04-6.64) was
comparable (p = 0.77) to that in patients who did not develop CMV
DNAemia (median: 4.55 log,o copies/mL; IQR: 0-6.79). Regarding
ruxolitinib-treated patients, 16 out of 21 (76%) had CMV DNAemia,
which occurred at a median of 30 days after treatment inception.
CMV DNA peak load was 182 IU/mL (range: 15-182). The TTV DNA
load at day +30 in patients who developed CMV DNAemia (n=7;
median, 3.48 logy, copies/mL; IQR: 3.20-6.05) was comparable
{p = 0.30) to that in patients who did not (n = 4; median: 2.91 log10
copies/mL; IQR: 0-4.91).

34 | Correlation between TTV DNA loads and
CMV-specific IFN-y-producing CD8* and CD4" T-cells

A total of 236 paired specimens were available from ibrutinib
(n = 106) or ruxolitinib (n = 130)-treated patients for evaluation of the
overall correlation between TTV DNA loads and CMV-specific IFN-y-
producing CD4* and CD8" T-cells. Either a weak or no correlation
was observed between these parameters, both in patients treated
with ibrutinib (Figure 4A,B for CMV-specific CD4" and CD8" T-cells,
respectively) and ruxolitinib (Figure 5A,B for CMV-specific CD4* and
CD8* T-cells, respectively).

4 | DISCUSSION

An increasing amount of experimental evidence supports the
assumption that the magnitude of the TTV DNA load in blood
mirrors the net state of immunosuppression in a variety of clinical
settings.”"? In this context, TTV DNA load monitoring may predict
the occurrence of virus infectious events in the SOT setting;
specifically, it was shown that either high or increasing levels of
plasma TTV DNA load early after kidney or liver transplantation is
associated with the development of CMV or BK virus DNAe-
mia.2%222% | the allo-HSCT setting, a subset of patients at high risk
of developing high-level CMV DNAemia requiring the inception of
pre-emptive antiviral therapy could be identified by analyzing plasma
TTV DNA load kinetics early after engraftment.*? It is currently
unknown whether monitoring of the kinetics of TTV DNA load would
be useful in predicting the occurrence of infectious events in
hematological patients undergeoing treatment with small molecule
inhibitors. In the current study, we characterized the dynamics of
TTV DNA load in patients treated with ibrutinib or ruxclitinib and
assessed whether the TTV DNA load measured at different time
points after treatment inception could anticipate the development of
CMYV DNAemia. Our main observations were as follows. Firstly, TTV

DNA levels significantly increased over time in patients treated with
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FIGURE 4 Correlation between Torque Teno virus (TTV) DNA in
plasma and Cytomegalovirus ppé5/IE-1-IFN-y-producing CD4* (A)
and CD8" (B) T-cell counts in whole blood from lbrutinib-treated
patients, as enumerated by flow cytometry for intracellular cytokine
staining, and assessed by Spearman's Rank test. Rho and p values are
shown. IFN, interferon.

ibrutinib, reaching the peak by day +120. This observation may point
to a progressive impairment of T-cell mediated immunity, as it is
mainly responsible for the control of TTV replication.? However, it
may also relate to the increase in ALC that commonly occurs during
treatment with B cell receptor pathway inhibitors, including
ibrutinib, 2> which would promote TTV replication as T-cells are
the main TTV target cell type.% Supporting the latter hypothesis is
the fact that a moderate inverse correlation was seen between TTV
DNA load and ALC (although not with CD4* or CD8" T-cells analyzed
separately). As for patients treated with ruxolitinib, a trend toward
increasing TTV DNA load levels was observed, with the peak being
reached by day +60 after treatment inception; yet, the difference
between median TTV DNA levels measured at these time points was
not statistically significant; this observation is consistent with the
known impact of ruxolitinib on dendritic cell differentiation and
function that impairs T-cell activation.?” This, to some extent, would
impair T-cell control of TTV replication- A non-mutually exclusive
explanation for the lesser impact of ruxolitinib compared with
ibrutinib on TTV DNA load kinetics might also be related to the

relatively stable dynamics of ALC in the former group; in this sense,
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FIGURE 5 Correlation between Torque Teno virus (TTV) DNA in
plasma and Cytomegalovirus ppé5/IE-1-IFN-y-producing CD4"* (A)
and CD8" (B) T-cell counts in whole blood from Ruxolitinib-treated
patients, as enumerated by flow cytometry for intracellular cytokine
staining, and assessed by Spearman's Rank test. Rho and P values are
shown. IFN, interferon.

we failed to show a correlation between ALC, CD4* and CD8" T-cell
counts and TTV DNA loads in ruxolitinib-treated patients. Moreover,
the median TTV DNA load at baseline was substantially higher in
patients that then underwent ibrutinib therapy compared with those
who started with ruxolitinib (5.27 log,o copies/mL vs. 3.86 logio
copies/mL). Although speculative, the different nature of both the
underlying hematological disease and prior chemotherapy drug
regimens employed across both patient groups may account for the
difference. Furthermore, as a proof-of-concept approach, we sought
to determine whether the occurrence of CMV DNAemia could be
anticipated via TTV DNA load measurements. In this context, we
previously demonstrated that hematological patients undergoing
treatment with molecular targeting agents are at increased risk of
developing low-level CMV DNAemia.*®*® Since CMV DNAemia was
detected at a median of +45 and +30 days after ibrutinib and
ruxolitinib administration, respectively, we focused on TTV DNA
loads quantified at day +30. TTV DNA levels at this time point in
patients either treated with ibrutinib or ruxolitinib were not

associated with the subsequent development of CMV DNAemia.
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The apparent lack of association between the magnitude of TTV DNA
loads and the subsequent occurrence of CMV DNAemia in both
patient groups is consistent with our observation that no correlation
existed between TTV DNA loads and CMV ppé5/IE-1 IFN-y-
producing CD8" and CD4" T-cell counts. In this context, it should
be noted that peripheral blood levels of both CMV-specific functional
T-cell subsets were predictive of the risk of CMV DNAemia in SOT?®
and allo-HSCT settings,?* but not in ibrutinib or ruxolitinib-treated
patients. &%

The main limitation of this study is the relatively small cohort of
available patients. This precluded for example the assessment of
whether TTV DNA loads measured earlier than day +30 could predict
the occurrence of CMV DNAemia. In addition, the frequency of CMV
DNAemia monitoring could have been insufficient, particularly
beyond day +%20, to capture all episodes of CMV DNAemia that
may have occurred. Finally, only monofunctional CMV-specific IFN-
y-producing T-cells were enumerated.

In summary, TTV DNA load kinetics may differ across
ibrutinib and ruxolitinib-treated patients. Moreover, our data
suggest that neither the occurrence of CMVY DNAemia nor the
magnitude of CMV-specific T-cell responses might be anticipated
or inferred, respectively, based on TTV DNA load measurements
following treatment inception. Further studies involving larger
cohorts are warranted to precisely gauge the potential utility of
serial TTV DNA monitoring in anticipating the development not
only of active CMV infection but also other opportunistic
infections to which ibrutinib and ruxolitinib-treated patients are

at increased risk.
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