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I. LISTA DE ABREVIATURAS

AA = Anemia aplasica.

AAS = Sindrome anemia aplastica.

ADN = Acido desoxirribonucleico.

CMN = Ceélulas mononucleares.

CMV = Citomegalovirus.

CMVH = Citomegalovirus Humano.

CPH = Células progenitoras hematopoyéticas.

E; Beta = Fase temprana de la replicacion viral.

E de H = Enfermedad de Hodgkin.

EICH = Enfermedad de injerto contra el huésped.

ENC = Eritrocitos normales de carnero.

FA = Anticuerpos fluorescentes.

GAL = Globulina Anti Linfocito.

GAT = Globulina Anti Timocito.

G-CSF = Factor estimulante de colonias de granulocitos.
GM-CSF = Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos.
HLA = Human leukocyte antigen (designacion genética para el MHC humano).
HPN = Hemoglobinuria paroxistica nocturna.

ICM = Inclusién citomegalica.

IE = Inmediata-temprana.

|.V.= Intravenoso.

kbp = Pares de kilobases.

Kd = Kilodaltons.

LA = Leucemias agudas.

LC = Leucemias crénicas.

LCP = Células peludas o tricoleucemia.

LCR= Liquido cefaloraquideo.

LGC = Leucemia granulocitica cronica.

LLA = Leucemia linfoblastica aguda.

LLC = Leucemia linfocitica cronica.



LMA = Leucemia mieloblastica aguda.
LMC = Leucemia mielégena cronica.
LNH = Linfoma no Hodgkin.

L, gamma = Tardia.

MHC = Complejo principal de histocompatibilidad.

MIC = Clasificacién morfoldgica, inmunologica y citogenética.

MM = Mieloma multiple.

mm = milimetro.

MO = Médula ésea.

NK = Natural killer.

nm = nandémetro.

OKT4 =T heiper.

OKT8 =T supresoras.

PBMC = Células mononucleares de sangre periférica.
PBS = Solucion buffer de fosfatos.

PCR = Reaccion en cadena de la polimerasa.
RNA = Acido ribonucléico.

SMD = Sindromes mielodisplasicos.

SNC = Sistema nervioso central.

TACH = Trasplante alogénico de células hematopoyéticas.

TCIDso por gramo de tejido= 50% de dosis infectiva en cultivo celular.

TCPH = Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

TK = Mutantes deficientes de timidincinasa.
TMO = Trasplante de médula ésea.

VZV = Virus Varicela Zoster.

g/dL= gramos / decilitro.

pl = microlitro.

pg/ml = microgramos / mililitro.

mg/kg = miligramos / kilogramo.

g/ml = gramos / mililitro.
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IV. RESUMEN

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) ha sido una importante
herramienta terapéutica en diversas enfermedades neoplasicas y no neoplasicas. Los
agentes infecciosos que mas a menudo causan complicaciones serias después de este
procedimiento son el Citomegalovirus humano (CMVH) y Aspergillus spp.

El CMVH se caracteriza por estar presente en el organismo en latencia; por lo tanto,
resulta importante detectar por el laboratorio la reactivacion para aplicar la terapia
adecuada.

Algunos de los métodos de diagnéstico para la deteccién del CMVH son: aislamiento del
virus en cultivo celular, inmufluorescencia y la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Este ultimo, es importante para el diagnéstico por su elevada sensibilidad, sin
embargo, el disefio de oligonucléotidos que permitan identificar al CMVH en un estado
activo sigue considerandose un problema.

Por ende, en el presente trabajo se desarrollé e implementé la técnica de PCR como una
prueba de diagnéstico rutinario para la deteccién de un segmento especifico del genoma
del CMVH, realizando un estudio de campo clinico en pacientes con afecciones
hematoldgicas tratados con TCPH.

Se identificaron casos clinicos de individuos que fueron sometidos a un tratamiento de
TCPH, recolectandose muestras sanguineas para la obtencion de leucocitos y células
mononucleares, que se utilizaron para la extraccién de ADN y la aplicacion de la técnica
de PCR empleando el par de iniciadores C-D (UL123) que amplifican una region
localizada en el cuarto exén del gen IE 1 del fragmento J en la regién Eco Rl del CMVH.
La PCR se utilizdé a lo largo del seguimiento de los pacientes, en muestras colectadas
previas al TCPH, en las fechas del trasplante (dia cero) y del post-trasplante
(aproximadamente a los 7, 14, 21, 28, 60 y 100 dias).

Se cuantificaron los leucocitos en las muestras, obteniéndose un comportamiento acorde
a lo esperado, dado que en promedio tuvieron un conteo inicial superior a los encontrados
después de realizado el TCPH, que evidencia el efecto de haber sido sometidos a
inmunosupresion; para posteriormente ir elevando sus niveles a lo largo de los diferentes
dias post-trasplante.

La muestra bioldgica del paciente es importante para la identificacion del virus por técnica
de PCR, por lo que se obtuvieron células mononucleares y células leucocitarias de los
pacientes estudiados, considerandose mas conveniente el uso de éstas ultimas como
fuente de ADN.

Fue necesario el contar con el cultivo de fibroblastos de pulméon de embrién humano
(MRC-5), como linea celular para la replicacion del CMVH y como control negativo en la
técnica de la PCR. El tiempo para alcanzar una monocopa confluente fue de 6 a 8 dias.
Las células fueron infectadas con el virus in vitro (MRC-5/CMVH), como control positivo,
resultando necesario un periodo de 12 a 15 dias para su replicacion significativa. Cultivos
celulares infectados y no infectados fueron crioconservados para futuras investigaciones.
Se establecieron las condiciones de trabajo para la técnica de PCR aplicada a la
deteccién del ADN de CMVH empleando el par de iniciadores C-D e iniciadores de p-
actina (control interno del sistema de la PCR), resultando que la concentracién 6ptima de
trabajo de cloruro de magnesio fue 10mM; otra condicion en el uso de éstos iniciadores es
que no se requiere un paso inicial de precalentamiento, paso indispensable para los
iniciadores de B-actina.

Tanto en los pacientes y en los controles, la cantidad éptima de ADN blanco en la PCR

fue de 0.5 a 1 pg para los iniciadores C-D, mientras que para los iniciadores de B-actina,v



fue de 0.5 pug.

La deteccion del producto especifico para B-actina fue positiva para todas las muestras de
los pacientes (excepto en las muestras 3-5 A y 6-6A). En tanto que no se detectd el ADN
de CMVH por medio de la técnica de PCR con los iniciadores C-D en las 51 muestras
recolectadas de los 11 pacientes analizados en el presente estudio, implicando la
ausencia de infeccién en las diferentes etapas del pre- y post-trasplante. Estos resultados
coinciden con la informacién médica respecto a los pacientes, los cuales no presentaron
manifestaciones clinicas de la infecciéon por CMVH.

El desarrollo e implementacién de la técnica de la PCR para identificar al CMVH en
pacientes trasplantados es una valiosa aportacién para permitir un adecuado tratamiento
temprano para el control de la infeccién, sin embargo el tamafio de la muestra de
pacientes resulté ser muy pequefio y por lo tanto insuficiente para detectar la incidencia
del CMVH durante el periodo de realizacion del presente trabajo. _

Antes de implementar la técnica de PCR para el diagnéstico de CMVH en pacientes con
afecciones hematologicas tratados con TCPH en el Centro Médico La Raza, IMSS, es
conveniente continuar con un estudio de campo clinico que incluya un nimero mayor de
muestras de pacientes. Esto permitird determinar con mayor exactitud la eficiencia del
sistema, asi mismo se recomienda incluir otros pares de iniciadores especificos para
CMVH vy llevar a cabo la correlacion de los resultados de la PCR con los métodos
serolégicos, microbiolégicos tradicionales y con la manifestacion clinica de la infeccion en
los pacientes.

\



V. SUMMARY

The transplantation of hematopoietic precursor cells (THPC) is an important therapeutic
tool in the treatment of a variety of neoplastic and non-neoplastic diseases. Pathogens,
which cause most frequently complications are human Cytomegalovirus (HCMV) and
Aspergillus spp.

HCMV may persist in a latent inactive state and it is therefore important for the diagnostic
laboratory to detect its reactivation in order to permit adequate therapy.

Some of the diagnostic methods for detection of HCMV include in vitro cultivation and
isolation, immunofluorescence, and polymerase chain reaction (PCR). The latter is
because of its high sensitivity of specific diagnostic importance. However the design of
specific primers, which allow the identification of activated HCMV is difficult.

Therefore, the aim of this study was to develop and to implement a PCR-based routine
diagnostic test for the detection of a specific genomic segment of HCMV in a clinical cohort
of patients with haematological diseases, treated by THPC.

Peripheral blood samples were taken from individuals, who underwent THPC. Leucocytes
and mononuclear cells were isolated and used for DNA extraction. PCR was performed
using the primer pair C-D (UL123) which amplify a region of the fourth exon of the IE 1
gene within the J fragment of the Eco RI region of HCMV.

PCR was performed on samples prior to and on the day of transplantation (day zero) and
post transplantation on the days 7, 14, 21, 28, 60 and 100.

The leucocytes were quantified in the samples. Numbers varied according to the medical
condition of the patients and were as expected for patients undergoing THPC with
immunosuppression, with a subsequent rise in numbers post-transplantation.

The nature of the patient’s sample is important for the virus identification by the PCR
technique. We obtained mononuclear cells and leucocytes from the patients. The
leucocytes were the better source for DNA extraction.

A human embryonal pulmonary fibroblast line (MRC-5) was used to cultivate HCMV and
also served as a negative control in the PCR analysis. The line formed a confluent mono-
layer within 6 to 8 days. The cells were then infected (MRC-5/HCMV) and could serve as
positive control after further of 12-15 days. Infected and non-infected cultures were cryo-
preserved for further investigations.

PCR conditions for the detection of HCMV using the C-D primers were established.
Amplification of B-actin was used as an internal control of the PCR reaction. The optimal
magnesium chloride concentration was found to be 10mM; the PCR reaction does not
need an initial preheating step, essential step for the primers belong to the B-actin.

In both, patients and controls, the optimal amounts of template DNA in the PCR using the
C-D primers were found to be between 0.5 and 1 ng, and 0.5 pg in case of the of B-actin
specific PCR.

A positive B-actin PCR signal was obtained for all patient samples (except sample 3-5A
and 6-6A). HCMV specific DNA was not detected in any of the 51 samples, which had
been collected from 11 patients, thus indicating absence of pre- and post transplantational
infections. These results are in agreement with the medical history of these patients, who
did not show any clinical signs of HCMV infection.

VII



The development and diagnostic implementation of the PCR technique for the detection of
HCMV in transplant patients is a valuable contribution, which allows adequate
management and treatment to control infection. However, considering the incidence of
HCMV infection, the number of investigated patients was small, which explains that no
HCMV-positive samples were identified.

Before implementing the PCR technique into the HCMV diagnostic on patients with
hematologic disorders treated with TCPH in the Centro Médico La Raza, IMSS, it is
important to extend this clinical study on a larger number of patient samples. This would
allow to determine the efficiency of the system with greater accuracy. Further pairs of
HCMV-specific primers should be included to improve the correlation of the PCR resulits
with the traditional serologic and microbiologic methods, and the clinical manifestation of
the patients infection.

VI



1.0. INTRODUCCION

1.1. Leucemias y otras afecciones hematolégicas.

En 1845, a John Bennet y Rudolf Virchow por sus observaciones en pacientes con feucemia se
les acredita con la definicién de la leucemia y su significado como una entidad patolégica.
Describieron sintomas de debilidad creciente, aumento del perimetro del abdomen vy
hemorragias nasales intensas. En la autopsia, encontraron el bazo agrandado y un aspecto
peculiar en la consistencia y color de la sangre. Virchow, describi6 el color excepcionalmente
blanco de la sangre con el nombre de sangre blanca, este se tradujo al griego convirtiéndose en
" leuce zmia . También observé que no todas las leucemias se acompanaban con un aumento
del mismo tipo de célula blanca. Estas diferencias se asocian a la clasificaciéon actual entre
leucemias mieloides vy linfoides, verificAndose con Ja tincién que Erlich introdujo para diferenciar
a las céluias sanguineas. En 1889, Ebstein sugiri¢ una clasificaciéon adicional porque un tipo era
de un prondstico malo y no respondia al tratamiento denominandola leucemia aguda y el
segundo tipo se llamé leucemia crénica debido a que el paciente podia aliviarse temporalmente
de los sintomas (McKenzie, 2000).

Actuaimente se describe a la leucemia como una forma de cancer que inicta en las célutas
progenitoras hematopoyéticas en médula 6sea. Su proliferacion descontrolada, el
desplazamiento de los precursores medulares normales y la posible invasion del resto de los
drganos de la economia son los mecanismos principalmente responsables de los efectos
devastadores de la enfermedad. Hay mas de una docena de variedades de leucemia, pero los
siguientes cuatro tipos son los mas comunes: leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia
mieloblastica aguda (LMA), leucemia linfocitica cronica (LLC) y leucemia mieldgena cronica

(LMC), también llamada Leucemia granulocitica cronica (LGC) (Ruiz, 1998).

1.1.1. Epidemiologia.

En general, la leucemia tiene una incidencia 10 veces mayor en adultos que en nifos. En un
trabajo de la Sociedad Americana de Cancer se reporta que de aproximadamente 30,200
nuevos casos de leucemia, 27 900 fueron adultos y 2,300 nifios en 1999, siendo la LMA la mas



frecuente en adultos; ademas, alrededor del 41% de los casos totales referidos fueron
leucemias cronicas, con un estimado de 25.8% de LLC y 14.9% de LMC (Ruiz, 1998).

La edad predominante de cada leucemia es diferente, la LLA en general se presenta como una
enfermedad pediatrica, usualmente en nifios menores de 10 afios; en tanto que la LMA es la
forma adulta mas comun; la LMC se presenta en pacientes que estan entre los 40 y 50 afios de
edad y finalmente [a LLC se presenta en individuos de alrededor de 70 afios. Ademas, en

general, la leucemia afecta mas a hombres que a mujeres en todo el mundo (Ruiz, 1998),

1.1.2. Etiologia.

Se ha reportado que (a exposicidn a ciertas sustancias quimicas y a la radiacién puede inducir
cancer en el ser humano. Sin embargo, los mecanismos patégenos de matlignidad han
permanecido oscuros.

En 1976, Bishop y Varmus descubrieron que las células normales contenian genes capaces de
causar cancer si se alteran o se activan. Estos se conocen como oncogenes, mientras que las
contrapartes celulares normales no alteradas de los oncogenes se conocen como
protooncegenes, l0s cuales se pueden activar como consecuencia de mutacion o arreglo de
genes; con ello altera la expresién del gen, |a actividad o la estructura de su producto proteinico.
Hasta la fecha se han identificado mas de 60 protooncogenes (SRS, ABL, SIS, ERB, RAS, entre
otros). Los protooncogenes dirigen el crecimiento, la proliferacion y la diferenciacién celular al
codificar proteinas implicadas en cada nivel de la regulacién del crecimiento; sin embargo,
cuando se alteran estos genes tienen la capacidad de inducir y mantener la transformacion
celular (McKenzie, 2000).

£n base a estudios realizados en animales de laboratorio se han sugerido cinco factores que
desempenan una funcidén causal de leucemia:

1) Susceptibilidad genética, existe evidencia de que factores hereditarios y material genético
anormal (extra cromosomas de tincibn homogeénea, {ranslocaciones, inversiones vy
anormalidades cariotipicas) pueden estar relacionados con el desarrollo de leucemia. Cada
acontecimiento genético puede activar potencialmente protooncogenes.

2) Mutacién somatica, es un cambio adquirido en el material genético de células distintas a las
que estan implicadas en la reproduccion. Con el descubrimiento de los protooncogenes, es

probable que las mutaciones en e{ cromosoma cercano a éstos puedan predisponer a leucemia.



Esto ayuda a explicar la funcién desempeiada por la radiacién y las toxinas quimicas en la
leucemia aguda, causando mutaciones cromosomicas.

3) Infeccibn viral, se ha comprobado que los retrovirus son causantes de leucemia en animales
de laboratorio, pero no hay evidencia definitiva en humanos. Los refrovirus contienen una
transcriptasa inversa que les permite producir una copia de acido desoxirribonucleico (ADN) de
la porcidon central de acido ribonucleico (ARN) viral, el ADN entonces puede copiarse para
producir mas porciones centrales virales, o puede incorporarse en el ADN nuclear de la célula
huésped. No es clara la manera en que los virus inducen leucemia, pero se sospecha que la
incorporacién del genoma viral al ADN del huésped puede activar los protooncogenes.

4) Inmunitarios, se ha observado una incidencia creciente de leucemia linfocitica en trastornos
inmunitarios tanto congénitos como adquiridos, también existe un vinculo entre el tratamiento
prolongado de pacientes con inmunosupresores. Quiza una alteracion en el sistema de auto
vigilancia inmunitaria mediada por céiulas, o la produccion deficiente de anticuerpos contra
antigenos extrafos, 0 ambas, conducen a la supervivencia de células neoplasicas.

5) Ciertas enfermedades hematol6gicas que pueden constituir un riesgo para el desarrollo de
leucemia que puede vincularse con el tratamiento usado para la enfermedad primaria.

Ningun factor Onico es responsable de la leucemia sino por una diversidad de factores
etioldgicos que incluyen factores genéticos y exposicion ambiental. La causa varia de un
paciente a ofro y es posible que algunos individuos sean mas susceptibles que otros a la

activacién de los oncogenes (McKenzie, 2000).

1.1.3. Leucemias Agudas (LA).

Siendo un grupo heterogéneo de padecimientos que suponen la proliferacion desordenada de
una clona de células hematopoyéticas, la falla de los mecanismos de control negativo del
crecimiento clonal mutante casi siempre se debe a cambios en los genes reguladores, lo que
conduce a sobreproduccion sin sentido de céiulas incapaces de madurar y funcionar
normalmente. Un término mas adecuado que el de LA seria el de leucemia de “blastos”, dado
que en éstos trastornos el tipo predominante de célula maligna proliferante es una célula
inmadura poco diferenciada conocida como blasto. Existe la subdivision de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) y la leucemia mieloblastica aguda (LMA), dependiendo de la célula

maligna gue predomine, el linfoblasto o ef mieloblasto, respectivamente; y las dos medalidades
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mas importantes que se utilizan para diferenciar LMA de LLA son el examen morfolégico y la
citoguimica (Ruiz, 1998).

El criterio para diferenciar a las LA, es la clasificacién morfolégica, inmunolégica y citogenética
(MIC) (Wood, 1939, Taylor, ef al., 1996).

1.1.4. Leucemias crénicas (LC).

Se caracterizan por su curso indolente, larga evolucidn y por ausencia de células muy
indiferenciadas lo que las distinguen de las LA. Las LC de importancia en México son tres,
linfocitica (LLC), mielocitica (LMC) y de célufas peludas o tricoleucemia (LCP) (Enright, 1997).
La LMC es uno de los sindromes mieioproliferativos, que se caracteriza por una expansion
clonal de células progenitoras hematopoyéticas. De manera caracteristica, hay leucocitosis con
incremento de granulocitos y baséfilos, pero también llegan a aumentar las cifras de eritrocitos y
plaquetas. Con frecuencia, la LMC progresa a una crisis de blastos que resulta mortal. En mas
del 90% de los pacientes se encuentra el cromosoma Filadelfia, que resulta de la translocacién
balanceada entre los cromosomas 8 y 22 (Enright, 1997).

En forma general, el tratamiento de los tipos de leucemias descritas anteriormente se basa en [a
quimioterapia, que tiene como objetivo erradicar todas las células malignas dentro de la médula
bsea para permitir la repoblacién con precursores hematopoyéticos normales. La desventaja de
este tratamiento es que los farmacos usados no son especificos para las células leucémicas,
por lo que también se destruyen muchas células normales. Los fArmacos que se usan para
tratar la leucemia se incluyen én los siguientes grupos: antimetabolitos, agentes alquitantes,
antibidticos, alcaloides de la vinca y medicamentos miscelaneos. Los primeros son antagonistas
de las purinas o de las pirimidinas los cuales actan inhibiendo la sintesis del ADN; ejemplos de
ellos son: arabindsido de citosina, 5- azacitidina, 6- tioguanina, metotrexato, 6- mercaptopurina.
Estos farmacos matan a las células en ciclo celular y afectan a cualquier célula en rapida
division, como sucede con las célutas que recubren el intestino, las del epitelio germinal de los
foliculos pilosos y las células hematopoyéticas normales, causando respectivamente
complicaciones gastrointestinales, pérdida de pelo y citopenias, éstas Ultimas pueden poner en
peligro la vida.

Los segundos (compuestos quimicos que tienen grupos alquilo) no son especificos para células

en divisién, pero matan a las células tanto en reposo como proliferantes. El farmaco se enlaza



con moléculas del ADN para interferir con su sintesis, sus efectos adversos incluyen
mielosupresion, estomatitis, nausea y vémito; ejemplos son la ciclofosfamida y el busulfan.

Los terceros (antibiéticos) se enlazan con moléculas tanto de ADN como de ARN e interfieren
con la divisién celular, como ejemplos de éstos dltimos estan la daunorrubicina, la doxorrubicina
y la daimpribocina. Los efectos téxicos son similares a los de los agentes alquilantes.

El cuarto grupo esta constituido por alcaloides de la vinca, como la vincristina y 1a vinblastina:
los que son inhibidores de la mitosis.

El quinto grupo, incluye los corticosteroides, interferones, L-asparginasa, entre otros.

Varias combinaciones de famacos son mas eficaces que la administracién de uno solo
(McKenzie, 2000; Ruiz, 1998).

1.1.5. Anemia aplasica (AA).

Entre las afecciones hematolégicas no neoplasicas una de las mas importantes es la AA, que °
se caracteriza por pancitopenia debida a aplasia de la médula 6sea. Los sujetos con el
padecimiento grave no tienen células precursoras hematopoyéticas presentes en su médula
6sea. Su diagnéstico se establece cuando la médula 6sea presenta menos del 25% de
celularidad y hay una combinacién de dos hallazgos en la sangre periférica: granulocitos,
menores de 0.5x10%I; plaquetas, menores de 20x10° ; y cuenta corregida de reticulocitos,
menor del 1%, con la progresion de ta enfermedad las tres lineas celulares se encuentran
finalmente disminuidas.

La produccion de células sanguineas en la médula 6ésea depende de la presencia de un numero
adecuado de células progenitoras funcionaimente normales, que implica tener la capacidad de
proliferar y diferenciarse en sus descendienies normales. En muchos casos se piensa que la AA
se debe a células progenitoras deficientes o defectuosas. Sin embargo, también puede resultar
por anormalidades en los factores de crecimiento, o por un microambiente defectuoso en la
médula osea.

Se puede clasificar en 2 grupos: el primero es considerado de origen adquirido, vinculado con la
exposicion a farmacos o sustancias quimicas toxicas (benceno, cloranfenicol, arsenicales, oro,
anticonvuisionantes), con radiaciones ionizantes o con agentes infecciosos,; los farmacos son
causantes del 30% de los casos de AA adquirida, debido al mecanismo de accién dana a la
célula progenitora. Sin embargo, los estudios recientes indican que la mayoria de los sujetos no

presentan esta asociacion, de manera que se clasifican como individuos con anemia aplasica



idiopatica; y el segundo grupo es la anemia aplasica constitucional que es la insuficiencia
cronica de la médula 6sea por una disposicién congénita (anemia de Fanconi, anemia aplasica
familiar, disqueratosis congénita, sindrome de Shwachman-Diamond).

El inicio de los sintomas de AA es insidioso y vinculado con las citopenias. El signo inicial mas
comun es la hemorragia de tipo petequial y retiniana; puede presentarse anemia e infeccion, no
hay hepatoesplenomegalia ni linfadenopatia (McKenzie, 2000).

Los datos de laboratorio en sangre periférica nos revelan que la pancitopenia es un signo
distintivo, aungue la intensidad puede variar, la hemoglobina suele ser inferior a 7 g/dl, los
entrocitos son normociticos y normocrémicos, o pueden ser ligeramente macrociticos, hay
anisocitosis y poiquilocitosis de leve a moderada.

El pronoéstico es adverso, con una recuperacién completa en solo 10% de los casos. EI 70% de
los pacientes muere dentro de los cinco afios posteriores al diagndstico. Clinicamente los
pacientes gue se vinculan con exposicién a una toxina tienen un mejor pronostico que guienes
tienen una anemia aplésica idiopatica, o en quienes la AA se desarrollé durante mucho tiempo
después de la exposicion continua a la toxina. £En general mientras mas intensos sean la
pancitopenia y la hipoplasia de la médula ésea, mas grave es el pronéstico (McKenzie, 2000).
El primer objetivo en el tratamiento de la AA adquirida es la eliminacion del agente causal, y el
tratamiento de apoyo con transfusiones multiples de eritrocitos, plaguetas y leucocitos, o puede
realizarse en algunos pacientes la esplenectomia que ha reducido la necesidad de
transfusiones.

El trasplante de médula ésea (TMO) se ha convertido en un procedimiento relativamente comun
en el tratamiento de AA, aunque el reemplazo de las células progenitoras en suficiente numero
tiene éxito en la mayor parte de los casos; algunos trasplantes no inducen remision. Sugiriendo
la posibilidad que el microambiente de |la médula ésea del receptor no soporte crecimiento
celular, o que el crecimiento de la célula progenitora esté inmunosuprimido (McKenzie, 2000).
El TMO origina remisiones prolongadas en 50 a 80 % de los individuos con AA grave, y el TMO
temprano actualmente se considera el tratamiento de eleccion en enfermos con donador
histocompatible igualado (Marsh and Gordon, 1998).

El tratamiento inmunosupresor se recomienda a pacientes que no responden a trasplante de
médula 6sea. La terapéutica inmunosupresora con globulina antilinfocito (GAL) o globulina

antitimocito (GAT) es eficaz en algunos pacientes.



1.1.6. Mieloma maltiple (MM).

Entre las afecciones hematologicas neoplasicas, distinta a las leucemias, se encuentra el MM,
que se caracteriza por una proliferacién maligna de células plasmaticas con forma anormal y
atipica, que primariamente sucede en la médula 6sea, y que presenta inmunoglobulinas
anormales. Las células plasméticas estan aumentadas de tamafio con menos aglutinacién de
cromatina de las que se observan en las células benignas. Presentan multinicleos centrados
con proporcién nucleo citoplasma grande y nucléolos notables. Su causa exacta no se conoce.
El comienzo de esta enfermedad es entre los 40 y 70 afios de edad; no obstante, se han
reportado casos en adultos jovenes y raramente en la infancia. La incidencia es mayor en
hombres que en mujeres, incluye lesiones osteoliticas multiples, infiitracién de la médula ésea,
gamapatia monoclonal e hipogamaglobulinemia generalizada con proteinuria de Bence Jones.
En contraste, una persona normal sintetiza las cinco clases de inmunoglobulinas, mientras que
en individuos con mieloma multiple se produce un exceso de una sola clase, por lo tanto, se
dice que el paciente tiene una gamapatia monocfonal. Son caracteristicas fundamentales de la
enfermedad, la presencia de eritrocitos que se disponen como “pilas de moneda" y la
sedimentacién eritrocitaria rapida causadas por la hiperglobulinemia. Los frotis sanguineos
tefidos con Wright muestran un fondo azul debido al exceso de proteina plasmatica. Los
pacientes sintomaticos se tratan con alquifantes, radioterapia y prednisona (McKenzie,2000).
Otra de sus opciones terapéuticas es el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
(TCPH) alogénico o autélogo; siendo la infeccidon la causa mas frecuente de muerte
(Brown,1983,Wood,1999).

1.2. Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

El trasplante de médula désea (TMO) se ha desarrollado en los Ultimos afos como una
importante arma terapéutica para diversas enfermedades neoplasicas y no neoplasicas. Desde
los afos treintas y cuarentas, en que se realizaron los primeros intentos empiricos de
administracion intramedular e intravenosa de médula ésea; hasta la actualidad, en donde gran
cantidad de trabajos de laboratorio y clinicos han establecido bases cada vez mas sdlidas que
permiten realizar el TMO en forma segura y eficaz. En 1969, pacientes con padecimientos como
leucemia aguda y anemia aplasica fueron sometidos a TMO de gemelo univitelino, utilizando

quimioterapia y radioterapia de condicionamiento, asi como suero antilinfocito. Desde entonces



las indicaciones para TMO se han incrementado y abarcan enfermedades congénitas,
enfermedades no malignas adquiridas, neoplasias hematolégicas y tumores solidos, con
resultados variables de acuerdo a Ja enfermedad de que se trate y al estadio clinico en el
momento del trasplante; algunas de estas enfermedades son: LMA, LLA, LMC, sindromes
mietodisplasicos (SMD), AA, hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), talasemias, linfoma no
Hodgkin (LNH) y enfermedad de Hodgkin (E de H) (Vazquez, 1999; Thomas, ef al, 1972;
Scharzenberg, et al., 1972).

De manera tradicional se recolectan células progenitoras hematopoyéticas de la médula ésea,
pero cada vez se obtienen de sangre periférica con mayor frecuencia. Actualmente el TMO se
denomina en forma mas apropiada y genérica trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (TCPH).

La transferencia de células madre de un donador a otra persona se denomina trasplante
alogénico. Cuando el donador es idéntico desde el punto de vista genético (un gemelo idéntico)
se llama trasptante singénico. En algunos casos se utilizan células madres del mismo paciente;
la nueva aplicacién de estas células constituye un trasplante autélogo (Wood, 1999).

Como se menciono anteriormente el TCPH puede curar a pacientes con enfermedades
malignas y no malignas. Las afecciones no malignas de la hematopoyesis, gue incluyen AA,
talasemias y trastornos de inmunodeficiencia que ponen en peligro la vida, suelen curarse
mediante trasplante alogénico o singénico de células progenitoras. En principio todos los
trastornos genéticos de los sistemas inmunitario y hematopoyético pueden curarse con el TCPH
alogénico.

Los pacientes con enfermedades malignas también son candidatos para TCPH, que representa
la anica posibilidad de curacién de enfermos con LMC, LLA, LMA, LNH 6 € de H que recaen a
pesar de la quimioterapia previa. Es el unico tratamiento curativo para individuos con LLC, LMC,
SMD y MM. Cada vez se aplica méas el trasplante autélogo para restaurar la hematopoyesis
después de la administracién de dosis altas de quimioterapia o de quimio/radioterapia en
tumores solidos (Lee, et al., 1997; Lemoli, et al., 1998, Ringden, 1997).

El TCPH alogénico es utilizado en LLA refractaria con buenos resultados, el exito obtenido con
este tipo de trasplante en dichos pacientes ha estimulado a algunos investigadores a estudiar
esta terapia en pacientes con LLA en primera remisién. Actualmente se recomiendan
trasplantes alogénicos en primera remisién a pacientes con LLA de alto riesgo, especiaimente a
individuos que poseen el cromosoma Fitadelfia basado en el pobre pronéstico que tienen éstos,
en los que se ha reportado una sobre vida libre de enfermedad mayor a dos anos en el 70% de

los casos aproximadamente (Ruiz y San-Miguel, 1996; Vazquez, 1999).



Sdlo un tercio de los pacientes con LLA cuentan con donantes relacionados; ademas, de que
muchos de ellos son considerados de edad avanzada para recibir frasplantes alogénicos o
tienen condiciones médicas que dificultan este tipo de terapia. Por lo que estos pacientes tienen
el trasplante autélogo como una buena alternativa, por tener como ventaja la ausencia de la
enfermedad injerto contra huésped (EICH), la cual es una causa importante de morbilidad y
mortalidad asociada al trasplante alogénico. Las desventajas del trasplante autélogo incluyen la
posibiiidad de reinfundir céluias malignas y la ausencia del efecto injerto contra leucemia, este
dltimo fendémeno benéfico asociado a trasplantes alogénicos; con respecto a la primera
desventaja, actualmente se investigan multiples técnicas de purgado como intento para
disminuir el numero de células viables de tumor (Mossad, et al., 1996).

El TMO singénico ha sido utilizado en pacientes con LLA, no existiendo diferencia en la
supervivencia libre de enfermedad a tres anos entre pacientes con LLA en primera remision
tratados con trasplantes alogénicos.

El TMO utilizado en LMA puede ser autbélogo, alogénico o singénico, respetando sus
indicaciones para las diversas fases evolutivas de la enfermedad. El TMO alogénico puede ser
de donador relacionado o no refacionado, HLA totalmente compatible o con un sélo antigeno
incompatible, y también puede ser de sangre de cordén umbilical de donador emparentado o no
(Ruiz y San-Miguel, 1996).

En México, la LMA se trata a base de trasplante alogénico de células hematopoyéticas (TACH),
en 1998 se estudiaron 46 pacientes teniendo comeo régimen de acondicionamiento la
quimioterapia, el procedimiento se hizo en diferentes hospitales del Distrito Federal, Monterrey y
Puebla. La media de supervivencia libre de enfermedad fue de 60.6 meses, y la media de
supervivencia global fue de 61.3 meses. Las infecciones posteriores a TACH en LMA fue, con
bacterias el 26%, Aspergillus 13%, Citomegalovirus 9%, Varicela-Zoster 4% y Candidiasis 2%
(Vela-Ojeda, 2000)

El uso del TMO aldgenico para et tratamiento de la LMC fue iniciado en 1970. Actualmente se
ha establecido que su uso es la Unica modalidad terapéutica para curar la enfermedad, y se ha
reportado que conduce al alargamiento de la sobrevida libre de enfermedad en todas las etapas
de la LMC. Los pacientes en fase crénica presentan mejores resuftados con sobre vida de 50 a
60% a largo plazo (Kalaycio,2001). En México sin duda alguna, la LMC es |a patologia que con
mayor frecuencia se trata a base de TACH, en 1999 se estudiaron 111 pacientes teniendo como
régimen de acondicionamiento la quimioterapia. El procedimiento se hizo en diferentes
hospitales del Distrito Federal, Monterrey y Puebla. La media de supervivencia libre de

enfermedad fue de 49.7 meses, y la media de supervivencia global fue de 82.2 meses. Las



infecciones posteriores a TACH en LMC fue con bacterias el 28%, Citomegalovirus 16%,
Candidiasis 9%, Aspergillus 6%, Varicela-Zoster 5% y Tuberculosis 2% (Vela-Ojeda, 2000b). £l
TMO autélogo con médula 6sea purgada para eliminar clonas con cromosoma Filadelfia, no ha
dado resultados alentadores. En la experiencia de 200 pacientes con LMC que se les ha
aplicado TMO autélogo, teniendo una mediana de supervivencia de 42 meses, con mejores
resuitados en pacientes gue se encontraban en fase crénica (Kalaycio,2001).

Los resuftados de TACH en LMA y LMC obtenidos en México, son comparables a los de otros
grupos de trasplantes; sin embargo, la alta incidencia de enfermedad por citomegalovirus,
aspergilosis y enfermedad injerto contra huésped aguda, son importantes problemas por
resolver. Es necesario contar con mejores esquemas de profilaxis y detecci6n oportuna de
estas complicaciones en nuestro pais (Vela-Ojeda, 2000a,b).

Por todo lo mencionado anteriormente, la eleccién entre un procedimiento de TMO alogénico y
el autdlogo depende del tipo de enfermedad del paciente, del estado o fase de la afeccion, de la
edad, del genero, del régimen de condicionamiento, de problemas médico concomitantes y
disponibilidad del donador, asi como del nimero de célutas CD34 infundidas. EI TMO alogénico
se acompana de mayor riesgo de complicaciones infecciosas y de EICH, en tanto que el
autdlogo tiene mayor riesgo de recaida de (a enfermedad (Alessandrino, 2000).

Por ofro lado, el éxito de un injerto esta precedido por incremento de la cifra de leucocitos y
aparicion de neutréflos circulantes maduros, de 2 a 4 semanas después del trasplante. Las
muestras de médula ésea a las 2 y 4 semanas presentan incremento de la celularidad, y la cifra
de plaguetas y reticulocitos también comienza a aumentar; en general, todas las células
hematopoyéticas e inmunitarias del receptor son reemplazadas por células del donador. Al
mejorar las cifras celulares de sangre periférica, se pueden descontinuar los antibiéticos y ya no
ser necesarias las transfusiones. Los pacientes pueden ser dados de alta cuando puedan
vigilarse estrechamente como pacientes externos, al menos los primeros 100 dias, después del
trasplante (Stites, 1998).

1.2.1. Obtencidn de células progenitoras hematopoyéticas.

Las CPH se obtienen de médula dsea o de sangre periférica. La médula se recolecta de la parte
posterior de las crestas illacas del paciente o del donador mediante aspiraciones repetidas bajo

anestesia general. El nimero de células recolectadas es de alrededor de 2 a 4x10%kg del peso

corporal.



El descubrimiento de la presencia de células hematopoysticas totipotenciales en sangre
periférica en animales de experimentacion y posteriormente su obtencién en humanos mediante
procedimientos de aféresis, permitié las primeras acciones terapéuticas en algunos pacientes
con neoplasias hematolégicas y tumores sdlidos, con una recuperacién de ta cuenta plaquetaria
y leucocitaria mas rapida que aquelios que reciben médula ésea (Vazquez, 1999).

La movilizacién de CPH hacia la circulacion periférica puede lograrse por medio de
quimioterapia con recoleccién en la fase de recuperacion de la médula ésea o con la
administraciéon de factores de crecimiento hematopoyéticos (citocinas), como el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) o el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF). Las CPH circulantes se reinen y concentran por aféresis.
La capacidad de los factores estimutantes de colonias aumentan la liberacion de CPH hasta en
100 veces los valores basales, con niveles maximos entre el cuarto y octavo dia después de
iniciada la estimulacién y un promedio de cuatro procedimientos de aféresis para obtener 8-
13x10° células mononucleares/kg, 1-16x10° unidades formadoras de colonias de
granulocito/macroéfago/kg y 2-7x10° CD34/kg. permitiendo la recoleccion de CPH sin las
complicaciones derivadas de la toxicidad por quimioterapia (Sheridan, et a/,, 1992; Stadtmauer,
et al., 1994).

Los equipos modemos procesan 1.5 a 3 volumenes recolectados de sangre en varias horas y el
procedimiento debe repetirse cada 2 a 5 dias. En donadores alogénicos de CPH, una adecuada
movilizacién se ha iogrado usando exclusivamente citocinas (G-CSF y GM-CSF) (Padley, et al.,
1991).

1.2.2. Complicaciones e infecciones del {rasplante de células progenitoras

hematopoyéticas.

Los principales obstaculos para un TMO exitoso son: la EICH, infecciones, neumonia
intersticial, enfermedad hepatica venooclusiva y recaidas de la enfermedad subyacente.
Ademas de la mielosupresion, después del trasplante se observan varias toxicidades unicas,
que incluyen las de érganos (renal, hepatica, cardiaca y pulmonar) atribuibles a la quimioterapia
en dosis altas o a los regimenes de quimioradioterapia utilizados en la preparacion para el
trasplante (Mossad, et al., 1996; Roy and Weisdorf, 1997, Serody and Shea, 1997).

Usando fludarabina combinado con alemtuzumab o globulina antitimocito (GAT) en el régimen

de acondicionamiento, algunos autores han encontrado el incremento de la prevalencia de la



enfermedad de CMVH, mientras que otros autores usando diferentes programas de
acondicionamiento han observado una disminucién en la prevalencia; como sucede en el
regimen de acondicionamiento mexicano el cual emplea fludarabina, ciclofosfamida y busuifan,
teniendo una minima toxicidad y costos reducidos (Ruiz-Arguelles GJ, 2004).

Se ha observado que la EICH vy las infecciones son las responsables de 10 a 30% de la

morbilidad y mortalidad en los primeros 100 dias después del trasplante.

1.2.2.1. Enfermedad de injerto contra huésped (EICH).

Es un proceso patofisioldgico ocasionado por una reaccion inmunologica de célutas (linfocitos
T) aloreactivas del donador contra tejidos del huésped, que culmina en una disfuncion y
destruccién sistémica, complicando el trasplante alogénico y causando una gran morbilidad. El
factor mas importante que rige la presentacién de la EICH es el grado de incompatibilidad HLA
entre el donador y el receptor (Jaksch M, 2004). La EICH puede dividirse en fases aguda y
crénica. LLa EICH aguda ocurre en el transcurso de los 100 primeros dias del trasplante y suele
incluir piel, higado y tubo gastrointestinal. La EICH crénica se presenta a mas de 100 dias post-
trasplante y puede (imitarse a la piel e higado o incluir multiples érganos, y su presencia o
ausencia es el principal factor que determina la calidad de vida después del trasplante alogénico
de células progenitoras (Nikaien, et al., 1994).

La combinacién de metotrexato y ciclosporina (con esteroides o sin ellos) es un régimen
preventivo con que se cuenta en la actualidad para reducir la incidencia de EICH. También se
emplea la eliminacién de células T del injerto del donador para disminuir la incidencia y

gravedad de la EICH.(Blazar, et al., 1897; Radillo, 1899).

1.2.2.2. Complicaciones infecciosas.

Las complicaciones infecciosas que siguen al TCPH, se deben a la carencia de granulocitos y
linfocitos después de su eliminacién por el régimen de acondicionamiento previo al trasplante y
también a alteraciones en la integridad de la mucosa {(Robinson,1994).

La primera fase y mas peligrosa, es el periodo de 2 a 4 semanas previo al prendimiento del
injefo. Los agentes infecciosos que se encuentran frecuentemente durante este periodo

comprenden tanto bacterias gramnegativas como grampositivas, hongos y el virus herpes



simple (HSV-1), que pueden infectar con rapidez y provocar la muerte (Wood,1999). La
segunda fase de complicaciones infecciosas potenciales se debe a la escasez e inmadurez de
linfocitos, y el mayor riesgo es debido a infecciones por hongos y virus durante el segundo y
tercer mes post-trasplante. Un agente micético frecuente es Aspergillus furmigatus, capaz de
provocar invasidn vascular de pulmones y cerebro; mieniras que el agente viral mas importante
es Citomegalovirus humano (CMVH}), los pacientes negativos a este se vigilan de manera rigida
para disminuir el riesgo de que adquieran una infeccién primaria por CMVH. Los productos
hematolégicos para traspiante o transfusién a receptores negativos a CMVH son de donadores
seronegativos a CMVH, sin leucocitos y radiados para disminuir el peligro de infeccion por
CMVH y la induccién de EICH mediada por los productos utilizados. La tercera fase de las
complicaciones infecciosas ocurre después del tercer mes y dura hasta la maduracion de la
porcién linfocitaria del sistema inmunitano. Esto semeja al pericdo necnatal y toma de 6 a 18
meses, las infecciones que ocurren en esta fase incluyen las secundarias a bacterias
grampositivas y por virus Varicela-Zoster (VZV, HHV-3) (Hirsch HH, 2003, Wood, 1999,
Stites, 1998; Roy and Weisdorf,1987).

La infeccién por el Citomegalovirus humano estad documentada en mas de la mitad de los
pacientes después del trasplante de organos; y su replicacién viral puede persistir por largo
tiempo, pudiendo afectar la capacidad del hospedero a defenderse contra esta infeccion (Rubin
RH, 1999).

1.3. Citomegalovirus humano.
1.3.1. Historia.

El primer hallazgo de inclusiones celulares asociadas a virus fueron descubiertas por Ribbert,
en 1881, en rinones de nifos con sifilis, describiéndolos como cuerpos homogéneos en el
nucleo que son separados por un area clara de la membrana nuclear. En 1921, Goodpasture y
Talbert fueron los primeros en sugerir que la citomegalia puede ser debida a un agente viral.
Lipschut, en el mismo afo, reporta inclusiones similares asociadas con lesiones en humanos y
conejos infectados con Herpes simple. Von Glahn y Pappenheimer, Farber y Wolbach son los
primeros en usar el término de enfermedad viral de las glandulas salivales, por aparecer estas
inclusiones en este tipo de glandulas. Smith y Vellios, en 1950, encontraron que fa infeccién
puede ocurrir en Utero. Rowe y colaboradores, en 1957, aislaron cepas de CMVH en cultivos de

fibroblastos humanos. Séller, en 1960, propuso el término citomegalovirus y lo aislé de orina de
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infantes con enfermedad generalizada. CMVH es uno de los patégenos oportunistas mas
comunes encontrado en pacientes inmunocomprometidos por causas congénitas o adquiridas,

como son por procedimientos de trasplante o por SIDA ( Riley, 1997).

1.3.2, Generalidades.

El CMVH es un agente ubicuo que comunmente afecta a muchas especies animales y al
hombre, pertenece a la familia Herpetoviridae, que incluye a los patégenos para humanos,
denominados Herpes Virus Humanos (HVH): Herpes simple tipo 1 y 2 (HVH 1 y HVH 2),
Varicela-Zoster (MHVH 3), Epstein Barr (HVH 4), Citomegalovirus (HVH §): HVH 6, HVH 7 y HVH
8 (Hudnal! SD, 2004). Es caracteristica comun de la familia, tener ADN envuelto; la subfamilia y
herpesvirinae (HVH 4 y HVH 8) y el HVH 2, perteneciente a la subfamilia a herpesvirinae
presentan potencial oncogenicidad. Las células infectadas con citomegalovirus humano (CMVH)
se caraclerizan por ser muy grandes y mostrar enormes cuerpos de inclusién intracelulares
(citomegalia) (Belshe, 1991). Después de ia primera infeccién con éste virus ya nunca puede
ser eliminado y se mantiene en latencia por el resto de vida def hospedero; |a reactivacion del
virus esta correlacionada en individuos inmunosuprimidos, particularmente cuando la deficiencia
afecta la respuesta inmune mediada por células; se incluyen como individuos inmunosuprimidos
a los que han recibido injertos (pacientes con alto riesgo de desarrollar la citomegalia). Para
prevenir {a enfermedad, la temprana identificacion del virus es esencial en individuos con alto
riesgo, ya que la terapia preventiva reduce la incidencia y la severidad de la enfermedad; por lo
que el desarrollo de técnicas de laboratorio de alta sensibilidad, especificidad y rapidas son

esenciales para el diagnédstico de la misma.

1.3.3. Caracteristicas del virus.

El CMVH es un ( -herpes virus, tiende a presentar relativa restriccién por su hospedero. Es un
virus de doble cadena de ADN con:

capside icosahédrica, constituida por MCP (proteina principal de capside), también llamada
pUL86, nombre proveniente del gen que la codifica, es estructural y presenta una baja
inmunogenicidad, por mCP (proteina menor de céapside), se codifica por UL46, se localiza
internamente en la capside y paricipa en el anclaje del ADN viral, puL49 y pUL85 (proteinas



asociadas) para la formacién de la precapside, pUL80 (protefna de ensamble), para la
maduracioén del virién.

En las capsides icosahédricas los protdmeros se disponen en grupos de 5 0 6, formando
subestructuras que reciben el nombre de capsémeros, los cuales forman, a su vez, la capside
(Britt and Alford, 1996). Su estructura tridimensional fue determinada por microscopia
electrénica con resolucibn de 18 Angstroms y por reconstruccion por computadora,
observandose que estd compuesta de pentonas, hexonas vy triplexes ( Chen, 1899).

Envoltura, constituida principalmente por fosfolipidos y algunas proteinas, a menudo unidas en
forma covalente a hidratos de carbono llamadas glucoproteinas, como:

-gB o gp UL55. heterodimero, precursor importante en la transmision céluia-célula y fusién de
célula infectada.

-gH , proteina codificada por UL75 que participa en la adhesién al receptor de la célula; tanto
esta protefna como {a anterior son candidatos como subunidades para vacunas.

La envoltura conticne numerosas copias de unos pocos tipos de cadenas polipeptidicas.
Generalmente, una proteina rica en aminoacidos hidréfobos se une de forma no covalente a los
lipidos para formar fa membrana basica. Las glicoproteinas se hallan situadas en la superficie
externa, generalmente en forma de proyecciones que reciben el nombre de espiculas. La
presencia de lipidos hace que los virus cubiertos sean sensibles a a accidon de los disolventes
de grasas, como el éter ( Davis, 1979).

Proteinas tegumentarias, hasta el momento se han dilucidado mas de 25, muchas de las
cuales estan fosforiladas y cuya funcién aun no esta bien definida pero se piensa juegan un
papel en la evasion inmune, en la activacidén de promotores tanto virales como celulares y en el
ciclo de modulacion celular. Entre algunas de Jas proteinas con funcién establecida tenemos las
siguientes:

- ppUL123 ( pp72) ., proteina de etapa inmediata temprana ({E1), que tiene un pesc molecular
de 55,101 daltones, interviene como regulador transcripcional. El gen UL123, tiene una longitud
de 1760 nucleétidos.

- ppUL83 (pp65) llamada también proteina matriz, es la mas abundante, aunque no es esencial
para la replicacién en cultivos de tejidos, puede ayudar en la evasion viral de deteccion inmune
en vivo causando una proteina inmediata-temprana (IE1) que al ser fosforilada, da resistencia a
la presentacion del complejo principal de histocompatibilidad clase I.

- ppULB2 (pp71) proteina transactivadora, puede incrementar la infectividad de ADN viral en Ia
trasmisidn dentro de los fibrobtastos diploides humanos (Jill T, 2002).

- ppUL32 (pp150) proteina fuertemente inmunogenica (Nii S, 1598).



- ppUL28 (ICP18.5) proteina de maduracion viral.

Otras proteinas. Los genes US27, US28, UL33 y UL78 codifican 4 proteinas que son
homdlogas a receptores de quimiocinas de la subfamilia CC, como la reguladora de la
activacién de células T normales expresada y secretada (RANTES), la proteina quimioatrayente
del monocito (MCP-1) y la proteina inflamatoria del macréfago (MIP); por medio de los
receptores homélogos secuestran a las quimiocinas anteriores, disminuyendo su disponibilidad
y evitando el reclutamiento de linfocitos, por io que se les asocia a mecanismos de
inmunoevasiéon generados por el CMVH.

En particular el receptor homdélogo de quimiocina (CCR-1) codificado por el gen US28, también
reconoce a quimiocinas de la subfamilia CXC asociadas a membrana, favoreciendo la fusion
célula-célula en las células infectadas por CMVH, demostrande su potencial importancia en la
propagacion del virus jn vivo. Asi mismo el receptor de US28, se ha vinculado con
enfermedades vasculares, como la arterioesclerosis (Streblow, 1999).

En coniraste con los receptores de quimiocinas de ongen celular, las proteinas de US27, US28,
UL33 y UL78 estan localizadas en las membranas intracelulares y solo pequefias cantidades
estan presentes en la superficie celutar ( Vancikova, 2001).

Nicleo, es simple, contiene poliaminas (espermina y espermidina).

1.3.3.1. Genoma viral.

Se han secuenciado 6 cepas de CMVH, dos de laboratorio: AD169 y Towne, y cuatro aislados
clinicos; Toledo, FIX, PH, y TR ( Murphy E, 2003).

El genoma es grande (230 kpb.) y esta constituido por un alto contenido de G + C (54%-59%).
su expresidn se divide en: temprana inmediata, temprana tardia y tardia (Britt and Alford, 1996).
EL CMVH es el unico Betaherpesvirus que tiene una estructura gendémica clase E, con un
ordenamientc complejo de repeticiones Unicas e invertidas, incluyendo la existencia de 4
isémeros genomicos, esto fue apreciado en estudios de mapeo de restriccion (Britt, 1996).

El genoma, represeniado en fa Figura 1, consiste de dos componentes: uno largo y uno corto,
cada uno tiene una secuencia unica UL y US respectivamente, estando limitado cada uno por
secuencias repetidas terminales (TR), que se denominan respectivamente TRL y TRS y por
secuencias repetidas internas invertidas (IR) que se denomina respectivamente IRL e IRS.

TRL esta constituido por la secuencia ab, en tanto que TRS conliene la secuencia ¢a; ta IRL

presenta la secuencia b°3" y finalmente IRS presenta la secuencia 8 ¢ .
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Fig. 1. Arreglo estructural del genoma del Citomegalovirus humano
(Fields, 32 edicion, 1995 ,pag. 2450)

E! virién completo tiene 150 a 200 nm de diametro y consiste de un genoma, una capside, un
tegumento y una envoltura. El genoma tiene 64 nm de diametro y presenta una doble cadena
lineal con un peso molecular de 100x10% a 150x10°. La cdpside tiene 110 nm de diametro, esta
formada de proteinas y tiene 162 capsémeros. La envoltura contiene lipoproteinas y tiene una
doble capa.

El CMVH es un virus labil que es facilmente inactivado por solventes de {ipidos, por pH inferior a

5, por calor a 56°C durante 30 minutos, y con luz ultravioleta durante S minutos (Belshe, 1991).

1.3.3.2. Replicacién.

Los virus requieren la interaccion con las células para multiplicarse, estableciéndose una nueva
entidad que puede abarcar dos casos extremos: a) lisis de célula con liberacion del virus
progenie y b) integracién del genoma viral en el genoma celular del huésped, este ultimo se da
en CMVH.

Los virus infectan células en las que para multiplicarse cumplen tres etapas claramente

diferenciadas:
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1. Etapa de iniciacion, es inmediatamente después de la infeccién y puede detectarse por una
pequefia cantidad de virus parental (etapa de eclipse)

2. Etapa de expresién y replicacién del genoma (sintesis de acidos nucleicos-genes-proteinas)
es sometido para su expresién a la maquinaria celular pero aun no se detectan virus progenie.
3. Etapa de ensamble y liberacién de los virus progenie, hay acumulacién en la célula o en el
medio extracelular de cantidades crecientes exponencialmente de virus progenie (etapa de
maduracion) y luego de varias horas, las células que fueron infectadas con CMVH pueden
continuar produciendo virus progenie por tiempos prolongados sin danar ostensiblemente a la
célula.

En la primera etapa, se presentan: la adsorcion, la penetracién y el desnudamiento. En la etapa
de iniciacién, primero ocurre la adsorcion del virus a la superficie celular, constituyendo la unién
especifica de una proteina viral con un constituyente de la membrana celular denominado
receptor; es un proceso que requiere iones pero es practicamente independiente de la
temperatura y de |a energia.

Dicha etapa continda con la penetracion, proceso que requiere energla y ocurre
inmediatamente después de la adsorcion y se realiza por el mecanismo de fusién por ser un
virus con envoltura que contiene a las glicoproteinas gB y gH, para las que tiene receptores la
célula huésped, ingresando la nucleocapside directamente al citoplasma.

La liberacién de la nucleocapside viral se logra por el proceso de desnudamiento que se
produce a nivel de los poros de la membrana nuclear, liberandose el genoma al interior det
nucleo de la célula infectada.

La segunda etapa es la de expresién y replicacién del genoma; dado que el CMVH presenta un
genoma ADN doble cadena, lineal; la transcripcion y la replicacién ocurren en ef nucleo, y la
sintesis proteica en citoplasma.

La generacién de proteinas virales estd ordenada en una secuencia en cascada; sus genes
virales estan colocados dentro de tres categorias llamadas: temprana inmediata ([E; alfa),
temprana (E; beta) y tardia (L; gamma).

Los primeros genes en ser transcritos después de la infeccion de una célula son los genes /£,
que expresan a las proteinas alfa; éstos no requieren de sintesis proteica viral precedente y por
consecuencia, son transcritos en la presencia de un inhibidor de sintesis de proteinas. Una de
las proteinas alfa es necesaria para la sintesis del siguiente grupo de proteinas, las beta.

En la fase temprana (E), se producen las proteinas beta, entre las que se encuentran fa

DNAasa, la timidincinasa y [a DNA polimerasa.
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En esta fase la cromatina se degrada y se desplaza hacia la membrana nuclear y el ADN viral
se replica por un mecanismo de circulos giratorios.

En la fase tardia (L), un nuevo cicio de transcripcidén - traduccion da lugar a la sintesis de
proteinas gamma, gue son basicamente proteinas estructurales del virus. que migran al nucleo
para constituir las capsides.

La tercera etapa, incluye que el ADN viral recién formado se empaque en la capside vacia en el
nucleo de la célula. proceso denominado ensamble o armado, después la maduracion que
sucede por gemaciéon de la nucleocapside a través de la membrana nuclear y finaimente la

liberacién de los virus de la célula infectada, por exocitosis (Ackermann,1998).

1.3.4. Epidemiologia.

El reservorio del CMVH es el hombre, existen reportes en los cuales se mencionan que el 50 %
de la poblacién rural se encuentra infectada, mientras que en (a poblacién urbana es hasta de
un 90%. Asl mismo existe una variacién en la prevalencia segun el esfrato socioeconomico,
esto es, de un 40% en estrato superior, mientras que hasta de un 100% en estrato inferior (Britt
and Alford,1996; ). La prevalencia de la infeccién se eleva con la edad (Riley, 1897).

En mujeres seronegativas a CMVH que tienen seroconversion durante el embarazo, el indice de
transmision intrauterina es de 35 a 40%, comparada con el 0.2 a 2 % en mujeres seropositivas.
Entre el 8 a 60% de infantes son infectados en los primeros 6 meses de vida, y
aproximadamente el 80% de ninos entre Jos 12 a 18 meses presentan CMVH (Griffiths and
Whitiey, 1996).

La epidemiologia de esta infeccién invoiucra del 1 al 2 % de los recién nacidos y del 5 al 25 %
de mujeres embarazadas (Riley, 1997).

La prevalencia de anticuerpos es mas alta en negros que en blancos, en mujeres que en
hombres y en personas con mayor actividad sexual; y en personas con grupo sanguineo A que
en otros grupos sanguineos ( Belshe, 1991).

Su fuente de procedencia incluye: saliva, leche, lagrimas, secreciones (oro-faringeas, cervicales
y vaginales), orina, semen, heces y sangre. Su propagacidn requiere contacto directo de
persona a persona, pero puede ser posible la transmision indirecta por juguetes contaminados
(Riley, 1997).

La prevalencia de anticuerpos para CMVH entre donadores de sangre es de 24 a 75% en

Estados Unidos y Europa. En México, en donadores altruistas de sangre que acuden al Banco
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de Sangre del Centro Médico Nacional, se documenta que el 90 al 95% son positivos por
serologia para el CMVH, por esta via la enfermedad se produce entre el 0.4 a 12%, y la
infeccion ocurre en 20 a 30% de los enfermos que reciben un trasplante de células
hematopoyéticas (Gémez Morales, 2003).

Existen dos fuentes principales de infeccion: 1a adquirida en la comunidad (contacto directo con
infantes infectados y por transmision sexual), y la adquirida en centros hospitalarios (donadores
seropositivos y exposicion a productos sanguineos contaminados) (Britt and Alford, 1996).

La infeccion con el CMVVH puede dar como resultado varias enfermedades, dependiendo esto
del estado inmunitario de ta persona; en individuos sanos la infeccidn es subclinica, existe la
tendencia a desarrollar erupcidn cutdnea alérgica; sl la infeccién se adquiere via uterina el nifio
puede nacer con enfermedad por inclusién citomegadlica (ICM); y la infeccién perinatal
asintomatica puede adquirirse como resultado de la exposicién al CMVH en el canal del parto o
a través de la leche materna. Los individuos con inmunodeficiencia celular, ya sea por
enfermedad o por tratamiento con inmunosupresores, tienden a una infeccién diseminada de
CMVH; también se ha observado que la reactivacion del CMVH parece desencadenarse en la
enfermedad de inferto conlra huésped, esto es, los receptores de trasplantes de o6rganos
desarrollan enfermedad de CMVH generalizada (Saltzman et al., 1988).

Una alta prevalencia de infeccién por CMVH ha sido encontrada en varios hospederos
inmunocomprometidos. En trasplante renal los rangos fueron de 60 a S6%: en receptores de
médula 6sea, corazén o higado la infeccion fue encontrada en mas del 50%; en pacientes con
enfermedades del tefido conectivo y malignidades que torman agentes inmunosupresores tienen
una alta prevalencia de 30 a 60%.

La reactivacién de CMVH latente puede relacionarse a inmunosupresion y a reaccion de injerto
contra huésped. La importancia de agentes inmunosupresores se presenta en las siguientes
observaciones: 1) infeccidn con CMVH es vista en casl todos los pacientes que son tratados
con agentes citotdxicos, 2) pacientes con injerto de médula 6sea que no recibieron estas drogas
no tuvieron una alta incidencia de infeccion por CMVH, 3) tiene esto una relacion temporal entre
terapia inmunosupresora y la aparicion de infeccion por CMVH, y 4) tiene una directa
correlacién entre el grado de inmunosupresion y la morbilidad. La enfermedad de injerto contra
huésped puede jugar un papel en la reactivacion del virus latente, como se ha observado en
estudios con animales, pero no es conocido en humanos (Beishe, 1891).

Desde 1990 se ha reducido la infeccion por CMV en un 80 % por la introduccion de terapia
antiviral, los pocos casos se han observado en ciudades del oeste de E.U. que ocurren en

pacientes inmunosuprimidos, por nuevas herramientas para su deteccion, incluyendo PCR, por
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terapia farmaceutica como ganciclovir, foscamet, cidofovir y el desarroilo de valganciclovir
(Salmon, 2001).

1.3.5. Patogenia.

Después de entrar al organismo el CMVH se difunde a varios érganos por el torrente
sanguineo, el transporte en la sangre son los leucocitos ya sean mononucieares o
polimorfonucleares. La infeccion puede ocurrir en individuos sin una exposicion previa (infeccion
primaria) o en una exposicién previa al virus (infecciéon recurrente). La infeccion primana esta
demostrada por la ausencia de anticuerpos especificos a CMVH previo a la infeccién. La
infeccién recurrente es resuitado de la reactivacion de virus enddégeno latente o de una
reinfeccion con un virus exégeno. La diferencia entre primaria y recurrente en el campo clinico
no es posible. Cualquiera de las dos puede ser asintornatica o causar severa enfermedad o
muerte, sin embargo {a recurrente es mas frecuentemente sintomatica y severa.

La interaccién entre CMVH vy la célula hospedera en infeccion productiva es el resultado de |a
replicacién viral. La comparacion de las caracteristicas de CMVH en la infeccion litica y en la
infeccidn latente es la sigutente: en la litica la duracién de la infeccién es limitada, el destino de
las células infectadas causa su muerte, si tiene replicacion viral, la estructura del virus esta
completa, presenta cuerpos de inclusién, el viridn puede ser visto por microscopio electronico,
se detectan antigenos por anticuerpos fluorescentes (FA), hay deteccién de ADN del virus por
hibridacién, el virus puede ser aislado en cultivo de tejidos y puede tener un cambio de estado a
persistencia (latencia). Mientras que las caracteristicas en la infeccién latente son: la duracion
de la infeccion es de larga vida, e! destino de las célutas infectadas es normal o de vida
prolongada, no tiene replicacion viral, la estructura de virus esta incompleta, ausencia de
cuerpos de inclusién, el vindn no puede ser visto por microscopio electronico, no se detectan
antigenos por anticuempos fluorescentes (FA), el virus no puede ser aislado en cuitivo de tejidos
y puede tener un cambio de estado a reactivacion (litica).

La infeccion productiva es causada por e! virus litico, resultando la muente de las células
infectadas. La replicacion del virus en el nucieo, produce 10s cuerpos de inclusidn, y causa lisis
celular. El virus puede esparcirse a otras célutas para continuar su ciclo de replicacion, en este
mecanismo, la infeccion puede ser crénica. La diversidad de érganos blancos para la induccién

de enfermedad por CMVH én infeccion litica es alta, dependiendo de (a edad (Belshe, 1991).
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En pacientes con trasplantes de érganos sélidos o de médula ésea, la enfermedad diseminada
por CMVH es causal de morbilidad y mortalidad significativamente alta; dependiendo del tipo de
afeccion que ocasione, presentard manifestaciones tipicas.

Los efectos de la infeccion con CMVH en pacientes trasplantados pueden clasificarse como
directos e indirectos. Los efectos directos clinicamente, son manifestaciones activas de la
enfermedad, debida a la reactivacidn del virus latente endégeno o de |a adquisicion de un virus
exdgeno por el érgano recibido o por transfusiones, su cuadro ciinico incluye: fiebre, leucopenia,
hepatitis, colitis, retinitis, nefritis, neumonitis, esofagitis y encefalitis. Los efectos indirectos son
mas delicados (sutiles) y se cree que conducen al rechazo del injerto, asi como al incremento

de susceptibilidad a infecciones con otros microorganismos (Fishman and Rubin, 1998).

1.3.6. Persistencla y latencia.

El término latencia se refiere a una infeccion persistente en la que el genoma viral esta
presente, pero {a expresidn de genes esta limitada y ef virus infeccioso no se produce.

No es claro si el CMVH existe en algunas células y solo se producen particulas virales hasta
que la célula recibe un estimulo externo o si se establece una infeccidn persistente y crénica,
produciendo niveles indetectables de virus; las evidencias favorecen el primer planteamiento.
Los sitios de latencia han sido detectados en paredes artenales, tejido uterino, glandulas
salivales, pulmon, corazén, sangre completa, higado, bazo, cerebro, prostata y rifiones (Clive,
1999).

En la infeccibn aguda, los ductos de las células epiteliales son sitios de replicacion, asi mismo
también se ha observado en células endoteliales y en fibroblastos. El tropismo hacia diferentes
tejidos blancos es influenciado tanto por determinantes virales como por caracteristicas del
hospedero, como es el caso de la inmunodeficiencia, la inmunosupresion y una edad joven
(infancia) que predisponen al individuo a que la enfermedad sea mas severa con una pequena
cantidad de indculo viral y a que la enfermedad sea persistente.

En la infeccion latente el individuo es portador del CMVH por toda la vida, no se sabe si el virus
entra en latencia por depésito del genoma en una linea de células desconocidas o si continua
con su replicacion a muy bajo nivel; por otro lado. se considera a oS monocitos como las
principales células sospechosas de ser reservorios. En modelos in vitro se han descrito
hormonas, inhibidores celulares y baja temperatura como necesarios para el establecimiento de

estos modelos.
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El CMVH ha sido aislado de una de 43 lineas de fibroblastos derivados de la piel. Se ha
observado en célutas linfoides después de una infeccién congénita y en linfocitos de individuos
seropositivos; sin embargo, aislados de CMVH de células sanguineas no implican que éstas
sean un sitio de latencia, simplemente pueden ser el resultado de su actividad fagocitica
{Bslshe,1991).

La reactivacion de CMVH latente resulta en una infeccion productiva la cual puede o no ser
asociada con manifestaciones clinicas, documentado por observaciones en modelos animales.
Por otro lado, se ha asociado a CMVH con transformacién celular y oncogenicidad, por
reportes de vinculacién con carcinomas de préstata, de colon, de cérvix y sarcoma de Kaposi’'s
(Belshe, 1991).

Adicionalmente se evidencié la alteracion en actividad de genes en células progenitoras

mieloides, que son reservorio del CMVH (Slobedman B., 2004).

1.3.7. Aspectos Inmunolégicos.

El CMVH afecta tanto la respuesta humoral como la respuesta celular en hospederos normales
e inmunocomprometidos. Aunque la inmunidad mediada por células (IMC) parece jugar un
papel méas importante que la inmunidad humoral, ambas son mas protectoras cuando se
conjuntan. En general la inmunidad frente 2 CMVH, solo es un marcador de infeccién previa por
lo que individuos con evidencia de inmunidad humoral y celular frente al virus, pueden ser
reinfectados por otra cepa.

Respecto a la respuesta inespecifica, el CMVH puede inducir la sintesis de interferdn alfa y de
interferén beta in vitro. El interferén alfa ha sido encontrado en secreciones alveolares y en
plasma de pacientes con neumonia por CMVH, pero leucocitos de nifos con enfermedad por
CMVH no son capaces de producir interferén.

Hay evidencia de que las células natural killer {NK) participan limitando la severdad de la
infeccion viral enseguida de la entrada del virus y previo al desarrollo de inmunidad por céluias
T especificas. AUn mas, en individuos receptores de TMO gque han tenido la infeccién por
CMVH vy se han reestablecido, dicha recuperacioén se asocia tanto con células NK como con
celulas T citotéxicas.

En relacion a la respuesta humoral casi todas las proteinas estructurales de CMVH se han

encontrado gque son inmunogénicas. Anticuerpos monoclonales contra algunas de estas
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proteinas son capaces de neutralizar al virus. Hospederos normales e inmunocomprometidos
desarrollan anticuerpos 1gG, IgM e IgA para CMVH seguido de una infeccion activa.

Esta respuesta juega un papel protector pero imperfecto en la defensa del huésped contra la
infeccién viral. Anticuerpos IgA contra CMVH estdn presentes en orina, leche, y saliva de
individuos infectados pero ne previenen ta distribucién de éstos a otros sitios.

La enfermedad y viremia ocurren en la presencia de altos titulos de anticuerpos neutralizantes.
Ademas, se tiene una alta incidencia de infeccidn de CMVH en receptores de érganos que son
seropositivos antes del trasplante que en los que no lo son, y los primeros pueden ser
reinfectados con una nueva cepa de CMVH del donador.

Sin embargo algun papel protector tienen los anticuerpos en infeccién por CMVH, lo que es
sugerido por algunas observaciones: los neonatos infectados congénitamente por madres con
inmunizacién frente a CMVH, tienen baja incidencia de enfermedad cerebral.

Los pacientes con trasplante cardiaco o renal seropositivos a CMVH, no son protegidos contra
infeccién por el virus, pero son protegidos contra enfermedad de CMVH, como se indica por el
hecho que la mayoria de la infeccién en estos pacientes es asintornatica (Belshe, 1991).

En tanto que la inmunidad mediada por células, desempena un importante papel para limitar Ia
diseminacién de la infeccién de CMVH y en prevencién de enfermedad causada por infeccion
reactivada en pacientes inmunocomprometidos. Todas las condiciones asociadas con una alta
prevalencia de infecciébn de CMVH involucran la depresion de la respuesta inmune celutar,
como son: trasplante de érganos, malignidades, SIDA, y embarazo.

Linfocitos T especificos aparecen en sangre periférica y en secreciones corporales con
infeccién activa de CMVH y pueden dar proteccién contra la enfermedad con CMVH, dichas
celulas T son usualmente HLA restringidas. Un papel protector de éstos linfocitos citotoxicos
especificos frente al virus, ha side observado en pacientes con TMO y trasplante de rinén,
quienes desarrollaron la enfermedad pero menos severa, cuando estos linfocitos aparecian en
su sangre periférica.

Ocurren alteraciones de células T en infeccion por CMVH, que induce una inversion del
cociente de células T belper (CD4) y célulasT suprescras (CD8) en la sangre periférica de
individuos con infeccién aguda. La inversion es el resultado de un decremento en el nimero de
célutas CD4 y un incremento en el nimero de células CD8. Ademas, jn vitro la produccion de
interferon se encuentra disminuida (Belshe, 1991).

Es sorprendente que las células T CD4 y no las CD8, tengan un papel central en el control de la
replicacién de CMV en glandulas salivales (Jonjic S, 1990) y que este control este influenciado

por niveles de interferén gamma (Lucin P, 1992).
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El bajo nivel de expresién del CMH clase | en tejido parengquimatoso, asi como en glandulas
salivales puede hmitar la importancia de las célutas CD8 de CMH clase | en dichos tejidos.
(Lucin P, 1892).

Las células T citotdxicas humanas responden contra el CMVH, por ejemplo ante productos de
genes tardios. La contribucién de proteinas estructurales, sobre todo las de tegumento como la
pp6S y la pp150. pueden ser procesadas y presentadas en la superficie de las células
infectadas y ser reconocidas por las células citotéxicas humanas (Riddell SR, 1991).

Cuando se toma en cuenta la diversidad de genotipos CMH clase | en la poblacidn humana, la
variabllidad de las cepas virales y el gran namero de proteinas virales que pueden servir como
blanco, resulta entonces incierto que [a respuesta inmune celular protectora se limite a una o a
unas pocas proteinas virales.

Un dato importante es la disminucién de [a expresion de CMH clase | durante la infeccion viral,
la que tiene un impacto en (a habilidad de las células infectadas de ser reconocidas y
eliminadas (Fields, 1996).

Agentes inmunosupresores y particularmente globulina antitimocito, deprimen notablemente la
inmunidad celular mientras que la respuesta humoral esta relativamente intacta. Esta supresién
es general, no especifica, y limitada a los primeros meses seguidos de la iniciaciéon de una
terapia; es durante este periodo que mas infecciones por CMVH ocurren en pacientes
inmunosupnmidos. La viremia y la enfermedad de CMVH son mas comunes en pacientes que
recibieron globulina antitimocito, presumiblemente porque su inmunosupresion es mas severa y

mas prolongada (Belshe, 1991).

1.3.8. Transmision y periodo de incubacion.

La transmisién puede ser natural o iatrogénica, la primera puede ser por |a ruta orofaringea, la
genital o la transplacentaria y la segunda por transfusion y trasplante de drganos.

Siendo de interés la debida a trasplante de organos, ésta ruta de transmision suele suceder
cuando el donador es seropositivo y el receptor es seronegativo. Después de un trasplante de
nfon, algunos centros hospitalarios han reportado que pacientes receptores seronegativos a
CMVH, que reciben rifiones de donadores seropositivos tienen una gran incidencia de infeccion
por CMVH a diferencia de los receptores seronegativos que se les trasplanta el riaéon de
donadores seronegativos. Resultados similares han sido reportados después de trasplantes de

corazon. El fracaso para aislar CMVH de donadores de rinon sugiere que el virus esta presente
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en el rindn en forma latente, lo que conlleva a la posibilidad de que los leucocitos que son
atrapados en el 6rgano injertado y no el parénquima del 6rgano a trasplantar, son la fuente de
la transmisién viral.

El pericdo de incubacién exacto de CMVH es desconocido, pero puede ser estimado del
intervalo entre el tiempo de exposicién al virus y el desarrollo de sintomas o deteccion de viruria
en individuos sin ninguna exposicién previa a CMVH. Este periodo es de 4 a 8 semanas y es
similar en infantes expuestos a CMVH en e! tracto genital, en nifios expuestos por la leche

materna y en adultos que recibieron una transfusién sanguinea (Belshe, 1991).

1.3.9. Diagnéstico.

La diseminacién del CMVH en sangre es un importante facter en la patogénesis de la
enfermedad, tanto en la primaria como en la reactivacion; ésta diseminacion en pacientes
trasplantados alogénicamente es un factor de riesgo alto que conduce a una viremia y
posteriormente a las manifestaciones clinicas de la enfermedad, por lo que adquiere
importancia et avance en los métodos de diagndstico.

Los métodos de diagnéstico se dividen en directos e indirectos; entre los primeros se encuentra
el histolégico, que permite observar los “cuerpos de inclusion” caracteristicos denominados “ojo
de lechuza”, en células obtenidas de biopsias post mortem o in vivo, usando tinciones como
Giemsa; los cuerpos de inclusidn pueden ser observados en cualquier iejido infectado por
CMVH, aungue su sensibilidad es baja (Belshe, 1991).

Otro método directo, es el clasico aislamiento de CMVH en cultivo celular, que requiere el uso
de cultivo de fibroblastos de piel (prepucio} o de pulmoén de embridon humano; teniendo como
muestra del paciente a: leucocitos, secreciones cervicales, semen, leche materna, orina,
exudado faringeo o lagrimas. El virus, dependiendo de su concentracién en el indculo, produce
cambios citopaticos (areas focales de células redondeadas hinchadas) gue se evidencian entre
2 a 4 semanas después de inocutada la monocapa de fibroblastos.

Este método requiere infraestructura para cultivos celulares y un periodo largo de espera para
obtener resultados, por lo que resulta inconveniente como método de rutina (Wentworth and
French, 1970).

El cultivo rapido denominado shell vial, es otro método directo que se desarrolld posteriormente
al descrito en el parrafo anterior, combina el aislamiento en monocapa de cultivo celular con la

deteccion, por inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales, del antigeno pp72
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("inmediate early antigen”), que el CMVH expresa después de 2 a 3 dias de que las células
fueron infectadas in vitro y antes de la aparicion del efecto citopatico. Las muestras que se
utilizan son las mismas que para el aislamiento por método clasico. Este método tiene la ventaja
de reducir el tiempo de resultados de 2 a 4 semanas, a 24 a 72 horas (Belshe, 1991; Mihaifidi F
2003).

Otro metodo directo, es el ensayo de antigenemia pp65, que consiste en su detaccion en PMN
del paciente. En este caso se identifica una fosfoproteina de tegumento (proteina estructural de
65kd de CMVH) denominada pp65. Este antigeno se detecta en el nicleo de los
polimorfonucleares por inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales especificos (Forbes,
1988). Tiene una sensibilidad y especificidad similares al cultivo rapido y presenta la ventaja de
gue puede ser cuantitativo, por lo que es un equivalente de la carga viral. Esta técnica consiste
en la tincidn directa con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la pp65, que se lleva a cabo
en los siguientes pasos: aislamiento de PMN y su preparacidn en laminillas, fijacién,
inmunotincién, lectura y cuantificacion (Grefte et al, 1992). Este método es de realizacion
faboriosa, rapida ( 5 a 6 horas) y no requiere de un equipo sofisticado, presenta la ventaja de no
requerir cuitivos celulares, es de gran utilidad en el seguimiento de los pacientes con trasplantes
para el diagnéstico rapido de infeccion activa por CMVR, lo cual indicara la necesidad del
tratamiento antivirat especifico (Van der Bij et al. 1988; Kusne et al. 1998); sin embargo, tiene la
gran desventaja de que las muestras deben ser procesadas inmediatamente (Pancholi P,2004),
ademas de presentar baja reproducibilidad y no ser aplicable en pacientes neutropénicos,
situacion frecuente en pacientes inmunosuprimidos. (Carballall G, 1998; Mihailidi F, 2003).

Otro método directo, es la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que cumple
con los requerimientos para establecerse como una técnica éptima para monitorear al CMVH,
entre los mas importantes serian. 1) poseer una alta sensibilidad que permite una deteccién
temprana en individuos con alto riesgo; 2) tener la habilidad de cuantificar el incremento en
resultados positivos y medir la carga viral durante un tratamiento antiviral, 3) permitir que se
realice un inicio temprano, o bien un cambio en et tratamiento, y 4) tener un alto grade de
reproducibilidad. Hasta este momento ha sido muy dificil de obtener resultados rapidos y
reproducibles; sin embargo, los métodos de cuantificacion de antigeno y los métodos de
amplificacion molecular, como la técnica de PCR, serian capaces de cumplir con estos
cometidos, pues permiten diferenciar entre infecciones subclinicas e infecciones sintomaticas
(Amorin et al. 2001).

La PCR es un procedimiento que permite amplificar in vitro una secuencia seleccicnada de ADN

de un genoma, un millén de veces o mas. Sin embargo, el procedimiento sélo puede aplicarse
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cuando se conoce la secuencia de nucledtidos de al menos un segmento corfo de ADN a cada
lado de la regién de interés; y el procedimiento de la PCR implica utilizar oligonucledtidos
sintéticos (iniciadores) complementarios de las secuencias conocidas que flanquean el gen o
segmento que actua como blanco para la amplificacion enzimatica de este segmento de ADN.
E! procedimiento de la PCR incluye tres pasos, cada uno de los cuales se repite muchas veces
para producir ciclos de amplificacion; primero, el ADN genémico que contiene la secuencia que
va a ser amplificada se desnaturaliza por calor, segundo, el ADN desnaturafizado se hibrida con
un exceso de los iniciadores, tercero, se usa la DNA polimerasa para duplicar el segmento de
ADN entre los sitios complementarios de los iniciadores. El iniciador proporciona el 3'-OH libre
que se requiere para la extensidn covalente; el ADN gendémico desnaturalizado proporciona la
funcién de molde que se requiere. Luego, los productos del primer ciclo de duplicacion se
desnaturaiizan, se hibridan con los oligonucieotidos iniciadores y se duplican nuevamente con la
DNA polimerasa. Este ciclo se repite muchas veces hasta que se logra el nivel deseado de
amplificacion, la que tiene lugar exponencialimente.

La tecnologia PCR ofrece muchas aplicaciones para la clonacién y secuenciacién de
fragmentos de ADN; esios procedimientos permiten obtener datos definitivos de la estructura de
genes y secuencias de ADN cuando solo estan disponibles cantidades muy pequefas de ADN.
Asimismo, esta técnica de PCR es un meétodo molecular que se ha desarrollado como una
herramienta de diagnéstico para la deteccidn de microorganismos a partir de muestras del
individuo infectado.

La alta sensibilidad y especificidad, ademas de rapidez, inherentes a la amplificacion enzimatica
de ADN de microorganismos a través de la PCR in vitro ofrecen una excelente alternativa a los
metodos de cultivo tradicionales para detectar tipos especificos de microorganismos en una
gran variedad de muestras.

La especificidad en gran medida esta determinada por las secuencias de los iniciadores, los
cuales son disenados exclusivamente para un determinado ADN blanco, asi como también por
las condiciones de hibridizacion, las cuales deben ser optimizadas con el fin de minimizar
aquellas amplificaciones inespecificas.

La infeccion primaria y recurrente producida por CMVH causa una enfermedad severa en
individuos con infeccion por HIV, en receptores de 6rganos y de méduta dsea, asi como
pacientes con terapia inmunosupresora (Kanj, et al., 1998). Para prevenir la enfermedad por
CMVH, una identificacion temprana y un tratamiento adecuado a los pacientes de alto riesgo es

esencial.
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La terapia preventiva reduce fa incidencia y severidad de la enfermedad por CMVH, y este
aspecto depende del desarrollo de los ensayos del laboratorio, los cuales si son sensibles,
especificos y rapidos pueden ofrecer un diagnostico temprano, para que posteriormente
constituyan un método rutinario en el laboratono.

La tecnologia de PCR ha sido una prueba invaluable de diagnédstico en virologia, ya que
permite detectar cantidades minimas de acidos nucleicos virales en muestras clinicas. Los
protocolos para ilevar a cabo ésta técnica difieren en muchos aspectos, incluyendo tipe de
muestra y preparacion, oligonucléotidos, reacciones y controles de amplificacion.

El ADN de CMVH puede ser detectado en distintas fracciones de leucocitos durante la infeccién
activa, tanto en mononucleares como en polimorfonucleares, se ha observado gue se obtiene
mayor cantidad de ADN de fagocitos; y aunque el virus esta asociado a su célula blanco, su
ADN puede ser detectado en suero o ptasma (Aspin et al., 1994. Brytting et al., 1992). La
existencia de las glicoprotelnas B {(gB) y H (gH) en células y fluidos extracelulares indican que el
ADN exiracelular es derivado de células infectadas, adicionalmente se ha observado que el
ADN de CMVH puede ser detectado en plasma de pacientes con neutropenia absoluta posterior
al trasplante de médula dsea (Boeckh et al., 1997).

Finalmente, los métodos indirectos se refieren a las técnicas serolégicas que se emplean
actualmente, como el inmunoensayo (ELISA).

En los pacientes inmunocomprometidos, la serologia tiene un valor limitado dada la
inmunosupresion, y ademas no permite diferenciar claramente infeccion latente de infeccion
acliva, excepto en el caso de detectar IgM especifica, Ja cual puede elevarse o no en las
reactivaciones. Cuando se realiza deteccion de IgM especifica es necesario descarar Ia

presencia de factores reumatoideos, que pueden dar falsos positivos.

1.3.10. Tratamiento.

Diversos agentes antivirales se han usado para tratar la enfermedad causada por CMVH,
incluyendo, inlerferon, factor de transferencia., drogas nucleésidas (iododeoxiuridina,
fluorodeoxiuridina, arabinésido de citosina, arabindsido de adenina; y aciclovir). Estos
regimenes terapéuticos han tenido minimo o nulo beneficio clinico; y presentan significativa

toxicidad.
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El aciclovir, es un derivado aciclico de la guanosina. Debido a que requiere cinasa viral para la
fosforilacion inicial el aciclovir se activa de manera selectiva y acumula trifosfatos sélo en
células infectadas e inhibe la sintesis de ADN.

El ganciclovir (GCV), es el primer compuesto antiviral especifico para tratamiento de infecciones
ocasionadas por et CMVH, es un nucléotido aciclico que inhibe la replicacion de jos virus de la
familia herpesviridae, (CMVH, VHS1, VHS2, VH6, Epslein- Barr, Varicela-Zoster tanto in vitro
como in vivo (Lorenzi, 2003). Su actividad antivirica parece obedecer a la inhibicién de ADN
viral y su actividad contra CMVH es 100 veces mayor que la del aciclovir (Bertram,2000).

Este medicamento ha sido indicado para tratar a individuos con sindromes asociados a CMVH,
como son: retinitis, neumeonitis, hepatitis, colitis y esofagitis; en pacientes inmuno
comprometidos y en los que han recibido un trasplante (Demmler, 1992). El uso de GCV a
menudo s benéfico, de manera particular cuando se combina con inmunoglobulina.

Este medicamento puede causar efectos secundarios serios como: neutropenia, anemia vy
trombocitopenia, por lo que no debera administrarse si el recuento absoluto de neutréfilos es
infenor a 500/ pl, o si la cifra de plaquetas es menor de 25 000/ul. Ademas de poder afectar a
nivel de los sistemas: digestivo, cardiovascular, nervioso central, urinario y locomotor, afectando
los sentidos de la vista y oido; ademas de causar trastornos metabdlicos y nutricionales.

E! foscarnet es un pirofosfato inorganico, se ha empleado por inhibir directamente a Ia
polimerasa del ADN del CMVH, su uso es para la induccidn y mantenimiento de pacientes con
infeccion de CMVH en tracto intestinal superior e inferior (esofagitis y colitis). para el tratamiento
de retinitis por CMVVH en pacientes inmunocomprametidos. Las cepas de CMVH resisientes a
ganciclovir pueden ser sensibles a foscamet.

Oftros farmacos, son el cidofovir y el valganciclovir {(Salmon, 2001). El primero es un analogo del
nucleétido citosina con actividad in vifro contra CMVH: en contraste con ganciclovir, la
fosforilacion del cidofovir para activar al difosfato es independiente de las enzimas virales; su
reaccion adversa mas importante es la nefrotoxicidad dependiente de la dosis (Bertram, 2000).
El segundo, tiene actividad /n vitro, mecanismo de accién y farmacocinétlica idénticas a las del
aciclovir. En ocasiones se reportan nauseas, diarrea y cefalea; los efectos colaterales mas
frecuentes son confusidn y alucinaciones no dependientes de la dosis ( Bertram, 2000).

Excepto por la mayor incidencia de neutropenia con valganciclovir 8.2% contra ganciclovir 3.2

%. |la prevencion contra CMVH se encontro simitar entre ambos farmacos (Paya C, 2004).
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1.3.11. Prevencién.

En la década de los 60" y los 70" se estudiaron dos modelos experimentales para explorar la
eficacia de las vacunas de CMV en ratones y cobayos, las vacunas eran atenuadas y vivas,
preparadas a partir de virus CMV especificos. Teniendo proteccidn contra las cepas salvajes del
CMV respectivo; sin embargo, por la especificidad de los CMV hacia un huésped determinado,
estos resultados tienen un valor limitado en humanos (Belshe,1996).

Asi mismo se ha utilizado 1a cepa vacunal Towne-125 (vacuna atenuada), la cual ha sido segura
e induce tanto inmunidad humoral como celufar y se ha observado que protege a individuos
trasplantados, con un minimo de efectos colaterales estimulando la produccion de igM y
anticuerpos para antigenos tempranos causande una elevacion en la respuesta inmune en
individuos seropositivos a CMVH (Plotkin et al., 1975). La eficacia de la vacuna en la prevencion
para pacientes con trasplante renal ha sido demostrada. Hay dos problemas principales
asociados con la vacuna para CMVH, el virus persiste en el hospedero en un potencial estado
infeccioso (latencia), pudiendo reactivarse posteriormente y segundo el potencial oncogénico de
CMVH es todavia incierto y debe ser sopesado contra los beneficios obtenidos por la vacuna
(Belshe, 1996).

Recientemente se han considerado candidatos a vacunas, la glicoproteina B (gB), principal
blanco de los anticuerpos neutralizantes, la gB obtenida de la cepa AD 169 de CMVH, estimulo
la formacion de anticuerpos que han neutralizado tres diferentes genotipos de cepas de CMVH
(Wang Z, 2004).

Otras proteinas han sido consideradas como candidatas de vacunas, como la proteina de

tegumento pp65 (UL83) y la glicoproteina de envoltura gH (UL75)(Britt, 1996).
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2.0. JUSTIFICACION

El trasplante de médula ¢ésea (TMO) es una importante herramienta terapéutica contra diversas
enfermedades neoplasicas y no neoplasicas. Tradicionalmente se recolectaban células
progenitoras hematopoyéticas de la médula 6sea, pero cada vez se obtienen con mayor
frecuencia de sangre periférica; actualmente el TMO se denomina en forma mas apropiada y
genérica como trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH).

El trasplante alogénico consiste en la trasferencia de células progenitoras hematopoyéticas
(CPH) de un donador a otra persona, el cual puede ser relacionado o no relacionado, HLA
totalmente compatible o con un solo antigeno no compatible; asi mismo, puede ser también de
sangre de cordon umbilical de donador emparentado o no.

En la actualidad se ha establecido que el uso del TCPH alogénico es la Gnica modalidad de
tratamiento para curar alguna de éstas afecciones, permitiendo de esta manera remisiones y
sobrevida a largo plazo. Asi mismo este tipo de trasplante es considerado como una terapia
alternativa para el control de otras afecciones hematolégicas, en las que ha sido necesaria la
administracion de altas dosis de quimioterapia o de quimioradioterapia.

Algunos de las principales complicaciones del TCPH alogénico son el alto riesgo de la
presencia de enfermedad de injerto contra huésped (EICH) y de las complicaciones infecciosas.
La EICH es un proceso patofisiolégico ocasionado por una reaccion inmunolédgica de células
(linfocitos T) aloreactivas del donador contra los tejidos del huésped, que culmina en una
disfuncion y destruccién sistémica, complicando el trasplante alogénico y ocasionando una gran
morbilidad. Por lo tanto, un régimen preventivo con que se cuenta en la actualidad para reducir
la incidencia de EICH es la combinacién de metotrexato y ciclosporina (con esteroides); sin
embargo, esta medida preventiva afecta en cierto grado al sistema inmune del paciente.

Las complicaciones infecciosas que siguen al TCPH se deben a la carencia de granulocitos y
linfocitos después de su eliminacion por el régimen de acondicionamiento previo al trasplante y
también a alteraciones en la integridad de la mucosa. Dentro de los agentes infecciosos que se
encuentran mas a menudo causando complicaciones serias después del TCPH se encuentran
el citomegalovirus (CMVH), como patégeno viral prominente, y Aspergillus spp como agente
micdtico, ambos asociados a una alta morbilidad y mortalidad. Por lo tanto, los pacientes
negativos a estos patdgenos se vigilan de manera estricta para disminuir el riesgo de que
originen una infeccién primaria, con la utilizacién de una terapia preventiva; o en caso de ser
positivo, administrando un tratamiento intensivo para el control de las infecciones producidas

por éstos patdogenos.
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Los métodos principales para la deteccion del CMV humano que se han reportado son: el
cultivo del virus in vitro (método cuantitativo 6 cualitativo), la cuantificacién de leucocitos
polimorfonucleares que expresan la proteina pp65 por el ensayo de antigenemia y por la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Con respecto al primer método, queda implicito el largo periodo requerido para obtener los
resultados; en tanto que los otros dos métodos, antigenemia y PCR, son considerados
altamente sensibles y especificos lo que contribuye a la identificacién de pacientes que se
encuentran al borde del desarrollo de la enfermedad por CMVH. Sin embargo, una dificultad
asociada con la prueba de antigenemia es la interpretacion de resultados inesperados debido a
las variaciones que se presentan entre los diferentes equipos comerciales; asi mismo, la utilidad
de esta prueba esta limitada por la rapida pérdida de deteccion del virus durante el
almacenamiento de la muestra, la cual debe ser procesada dentro de las 6 primeras horas
después de su recoleccion. Por otro lado, se ha reportado una mayor reproducibilidad,
uniformidad y control de calidad de los resultados obtenidos por la técnica de PCR para CMVH,
por lo cual la terapia preventiva con ganciclovir basada en el diagnéstico por PCR ha
demostrado reducir la incidencia de la enfermedad por CMVH, después del trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas.

Por todo lo mencionado anteriormente, y considerando que el Centro Médico Nacional La Raza
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) es uno de los hospitales del pais donde se lleva
a cabo el procedimiento terapéutico de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas en
el mayor nimero de pacientes, consideramos que es una necesidad estandarizar e incorporar la
técnica de PCR para la deteccién del CMVH que complemente y enriquezca el diagnéstico en
dicho centro hospitalario, lo cual debera traducirse en la aplicacion mas oportuna y especifica
del tratamiento antiviral, con lo que la estancia hospitalaria, y la posibilidad de sobrevivir de

estos pacientes mejorara en forma notable.
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3.0. HIPOTESIS

Si la amplificacion enzimatica del ADN por medio de Ia reaccion en cadena de la polimerasa in
vitro permite la deteccién del citomegalovirus humano, sera considerada como una técnica de
diagnéstico util en pacientes con afecciones hematoldgicas tratados con trasplante autologo o

alogénico de células progenitoras hematopoyéticas.
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4.0. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Implementar la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) como una herramienta
de diagnostico rutinario para la deteccion del Citomegalovirus humano realizando un estudio de
campo clinico en pacientes con afecciones hematolégicas tratados con trasplante de células

progenitoras hematopoyéticas.

4.2. Objetivos Particulares

- Comparar diferentes tratamientos de las muestras sanguineas que permita seleccionar el tipo

de material biolégico mas adecuado para la obtencion del ADN.
- Estandarizar las condiciones de cultivo y conservacion de la linea celular MRC-5 (fibroblastos

de pulmén de embrion humano) y del Citomegalovirus humano in vitro para su uso como

controles.

- Establecer las condiciones de trabajo para la técnica de PCR empleando ADN purificado de

CMVH usando un par de iniciadores seleccionado.

- Aplicar la técnica de PCR a un estudio de campo clinico, empleando muestras de pacientes

con afecciones hematolégicas tratados con trasplante de células progenitoras hematopoyeticas.
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5.0. METODOLOGIA

5.1. Pacientes y disefio del estudio.

Los pacientes de interés para el presente estudio fueron aquéllos que recibieron trasplante
alogénico o autélogo de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH), como un tratamiento por
afecciones hematologicas, todos los receptores de TCPH menores a tres meses post-trasplante
tratados en el Hospital de Especialidades del Centro Médico La Raza en el periodo
comprendido entre el 25 de febrero al 18 de agosto de 2003, fueron incluidos en este estudio.

Enla Tabla 1 se indican las caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Rango de edad (Promedio) De 17 a 49 afos (32 ahos)

Sexo Masculino Femenino Total
LMC 4 1 5
LMA 1 3 4
LLA 1 1 2
Trasplante alogénico 6 3 9
Trasplante autélogo 0 2 2
Total 6 5 11

LMC = Leucemia Mielocitica Cronica
LMA = Leucemia Mieloblastica Aguda

LLA = Leucemia Linfoblastica Aguda

Se planearon ocho recolecciones de muestras sanguineas a cada paciente, la primera en la
fase de acondicionamiento (cuatro a cinco dias antes del trasplante), la segunda el dia del
trasplante, considerado como dia 0, de la tercera a la sexta toma de muestra fueron en el primer
mes post-trasplante (una cada semana), la séptima y octava recolecciones, se realizaron a los
60 dias y 90-100 dias post-trasplante, respectivamente. En la Tabla 2, se indica la
calendarizacion de recoleccion de muestras sanguineas de los 11 pacientes estudiados, con el

diagnoéstico y tipo de TCPH que les realizaron.
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Tabla 2. Calendarizacién de recoleccion de muestras sanguineas

Pret = Pretrasplante d = dias post-trasplante

AUT= Autdlogo ALO= Alogénico

28 d 60 d 100 d

6 7 8

Codigo Dx TCPH Pret. Basal 7d 14d 21d
de 0d.
Paciente 1 2 3 4 5

1 LLA | ALO

2 LMA | ALO

3 LMC | ALO

4 LMA [ ALO

LMA | AUT

6 LMC [ ALO

7 LMC | ALO

8 LLA | ALO

9 LMA [ AUT

10 LMC | ALO

11 LMC | ALO

M Obtencién de muestra sanguinea

Dx=Diagndstico

En la Tabla 3, se presenta el acumulado de las recolecciones de muestras sanguineas, a partir

de los dias previos al procedimiento del TCPH hasta los 90-100 dias posteriores al mismo.

Tabla 3. Registro de recoleccion de muestras sanguineas por cada dia del procedimiento

del TCPH
Dia asociado al N° de identificacion de la N° total de muestras
procedimiento de TCPH recoleccion de muestra
4 a 5 antes 1 5
0 2 9
+7 3 9
+14 4 11
+ 21 5 6
+28 6 7
+ 60 7 2
+ 100 8 2
+ Post-TCPH
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5.2. Coleccion y tratamiento de las muestras clinicas.

Se obtuvieron un total de 51 muestras de 11 diferentes pacientes, de los cuales se colectaron
10 ml de muestra sanguinea con EDTA, se dividié en dos, con el objeto de contar con 2 tipos de
material celular como fuente de ADN, por los siguientes métodos:

i) gradiente de densidad para obtener células mononucleares (CM); a partir de 5 ml de muestra
de sangre se diluyé 1:2 en PBS (pH=7.2), se agregd posteriormente de manera lenta por la
pared de un tubo conteniendo 5 ml de Histopaque 1.083 (Sigma Diagnostics), después se
centrifugd a 214 x g/25 min; la interfase obtenida (anillo de células mononucleares de Ia
muestra de sangre) se transfirié a otro tubo, se lavé con PBS (pH=7.2) y se centrifug6 a 1520 x
g/12 min. Se decantaron y conservaron a las CM en 200 pl de PBS.

ii) lisis celular para obtener a los leucocitos totales; 5 ml de muestra de sangre, se trabajaron
con buffer de lisis de eritrocitos, diluyendo previamente la sangre 1:2 con PBS (pH=7.2),
centrifugando después a 855 x g/15 min, se eliminé el sobrenadante y se agregaron 5 ml de
buffer de lisis de eritrocitos, se mezcldé suavemente por 2 min, posteriormente se mantuvo en
refrigeracion hasta observar lisado rojo traslicido, se centrifugé a 1520 x g/12 min, se elimino
sobrenadante, observando el paquete celular libre de eritrocitos y se lavé con PBS; se
centrifugd a 1520 x g/12 a 15 min, se decantd y se generaron 200 pl de suspensidén con el
paquete celular sedimentado, usando como diluyente PBS.

Ambos materiales biologicos obtenidos, fueron posteriormente usados para la extraccion de
ADN.

Adicionalmente a 46 de las 51 muestras sanguineas, se les cuantificaron los leucocitos, usando
la solucién de Turck (acido acético glacial al 3%), que mantiene a las células nucleadas
intactas, lisando las que no presentan nucleo (eritrocitos y plaquetas); el conteo se hizo en el

hemocitémetro, usando el microscopio de campo claro.

5.3. Extraccion, deteccion y cuantificacion de ADN a partir de muestras y de controles.

E! procedimiento para el aislamiento del ADN se llevo a cabo utilizando la técnica descrita por
Chomncinzki y Sacci mediante DNAzo! (Gibco BRL, Life Tecnologies. No. Cat. 10503),
constituido por una solucién lisante de detergente-guanidina que permite la precipitacion

selectiva de ADN desde un lisado de células.
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El primer paso fue la lisis de células, que se logré adicionando a los 200 ul de paquete celular, 1
mi del reactivo DNAzol, pipeteando suavemente. Después se centrifugar (este paso es
opcional) durante 10 min a 10,000xg (4 ° C 6 a temperatura ambiente), el sobrenadante viscoso
resultante se transfirié a un tubo nuevo. Este paso remueve fragmentos de tejido insoluble, RNA
y exceso de polisacaridos del lisado.

ElI ADN se precipité del lisado por la adicién de 0.5 ml de alcohol etilico al 100% por cada mi de
reactivo DNAzol usado para el aislamiento. Las muestras se mezclaron por inversion y se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 1-3 min, el ADN puede ser visible rapidamente
como un precipitado blanquecino. Se removié el ADN precipitado con la punta de la pipeta y se
transfirid a un tubo limpio. Si un pipeteo excesivo ha sido usado para facilitar la lisis antes de la
precipitacion con etanol o si existen cantidades muy bajas de ADN (<15 ug), entonces se
recomienda la centrifugaciéon de la muestra a 4,000xg durante 1-2 min a temperatura ambiente
6 a 4 °C para obtener el paquete de ADN.

El lavado del ADN precipitado se logré con la adicion de 1 ml de alcohol etilico al 75%, en 2
ocasiones. En cada lavado se suspendié el ADN, invirtiendo los tubos de 3-6 veces. Se
mantuvieron los tubos verticalmente durante 2 min y posteriormente se centrifugaron a 4,000xg
durante 1-2 min a temperatura ambiente o 4° C, finalmente se removié el alcohol etilico por
decantacién.

El ADN se secd a temperatura ambiente manteniendo el tubo abierto por 5-15 segundos
después de remover el etanol. (si el ADN es expuesto al aire por mas tiempo, éste sera mucho
mas dificil de disolver). Posteriormente, el ADN se disolvié adicionando la cantidad adecuada de
TE con (pH 7.7) pipeteando lentamente. El ADN es estable en esta solucién por varios meses a
4°Cymasdeunanoa-20"°C.

La presencia de ADN se evalu6é mediante electroforesis en gel de agarosa (GIBCO) al 1%,
tefiido con bromuro de etidio para su visualizacién en lampara de luz ultravioleta, dando el
resultado como positivo por banda nitida é tenue. Para ello en cada carril del gel de agarosa, se
colocéd la mezcla de 5 ul de la suspension de ADN con 2 pul de solucion de carga (azul de
bromofenol con glicerol). La escalera de pares de bases (pb), llamada también marcador, fue de
123 pb (GIBCO). La preparacion del gel de agarosa y el corrimiento electroforético se describen
mas adelante (5.6).

Para la cuantificacion de ADN, se mezclé 1 ul del purificado de cada muestra solubilizado con
500 ul de agua bidestilada (1:501), a esta solucion resultante se le midieron los valores de
absorbancia (A) a 260 nm y a 280 nm. La lectura a 260 nm permitié calcular la concentracién de

ADN en la muestra, una DO de 1 corresponde a 50 pg/ml de ADN de doble cadena. La
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proporcion Aqso/Azso del ADN aislado proporciona un estimado de su pureza y debe estar dentro
del rango de 1.6-1.9, si existe contaminacion con proteina éstos valores son mas bajos.

El procedimiento para la extraccion de ADN de los controles, es decir de las células MRC-5 y de
las celulas MRC-5 infectadas con el CMVH, asi como los procedimiento de deteccion y de

cuantificacion de ADN, fueron los mismos que se indicaron para las muestras de pacientes.

5.4. Cultivo del Citomegalovirus humano in vitro y extraccion del ADN.

Para cultivar al CMVH (cepa AD 169) in vitro, se requirié6 contar primero con fibroblastos de
pulmoén de embrion humano (linea celular MRC-5)(In vitro, S.A), la botella de cultivo celular
contiene el Medio Minimo Esencial de Eagle con base de sales Earle, suplementado con 0.11%
de bicarbonato de sodio a pH 7.3-7.5, ademas de 10% de suero fetal bovino y antimicrobiano
(antibidtico-antimicético, Penicilina 10,000 pg/ml-Anfotericina B 25 ug/ml) al 1%.

El manejo de la botella de cultivo celular requiere condiciones de esterilidad, aportadas por el
uso de la campana de flujo laminar, el procesado consisti6 en eliminar el MEM dejando
alrededor de 8 ml en botella de 25 cm? de superficie 0 15 a 20 ml en botella de 80 cm? de
superficie, conservandola a 36.5° C en incubadora (5% de CO, ) por 2 a 3 dias para que
continue el crecimiento de células y se complete la monocapa celular con 100% de confluencia.
A partir de una botella con 100% de confluencia de células MRC-5 se realiz6 un subcultivo,
primero se eliminé el medio nutritivo, lavando la monocapa celular con 2 ml de PBS,
conteniendo antibiotico en proporcion 500:1; se eliminé el PBS y se adicionaron 2.5 ml de
solucion tripsina-verseno (tripsina al 0.05% en verseno sédico al 0.05%) (In vitro, S.A), entre 45
y 60 segundos después, se elimind esta mezcla; posteriormente se incubo la botella a 36.5°C
durante 5-10 minutos, observando en el microscopio invertido, hasta la completa disgregacion
celular, después se hizo una suspensién de células, adicionando medio nutritivo( MEM) fresco,
homogenizando por pipeteo suave para distribuir en nuevas botellas de cultivo celular. Se
realizaron pases 1:2 a 1:4, completando el volumen con MEM, dependiendo de las dimensiones
de la botella de cultivo celular, se llevo a incubacién a 36.5°C con (5% de CO,) monitoreando el
crecimiento celular cada 24 a 48 horas, haciendo cambio del medio nutritivo cada 48 a 72
horas, hasta observar la formacién de la monocapa celular (100% de confluencia).

Para contar con reserva de las células MRC-5 se hizo su crioconservacion a partir de una
botella de 25 cm? que presentd 100% de confluencia; siguiendo la metodologia descrita en el
parrafo anterior hasta la disgregacion celular; posteriormente se adiciond 1 ml de medio nutritivo

(MEM) fresco, homogenizando; después se coloco la suspension en un criovial y se centrifugo a
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1252 x g/10 min, descartando el medio y adicionando mezcla de Dimetilsulféxido (DMSO)-
suero fetal bovino, proporciéon de 10% a 90% respectivamente. El criovial se lleva a
congelamiento paulatino; primero a — 20° C/15 min, después a — 70° C varias horas para
finalmente llevarlo al contenedor de nitrégeno liquido (- 196° C) y en él conservarlas.

El uso de células MRC-5 crioconservadas para generar un subcultivo se logro retirando el
criovial del nitrégeno liquido y dejandolo a temperatura ambiente para descongelarse,
posteriormente se realizaron dos lavados centrifugando a 2817 x g/10 minutos para eliminar el
DMSO, se observo el boton de células al que se le agregé 1 ml de MEM, homogenizando
cuidadosamente por pipeteo; finalmente se coloco la suspensién celular en botella de cultivo de
25 cm?, dejando a 36.5° C/30 minutos, después se agregaron 5 ml de MEM, se incubé a 36.5°
C (5% de COy,), observando el crecimiento y la confluencia en microscopio invertido cada 24 a
48 horas, cambiando el medio nutritivo si fuera necesario hasta observar la confluencia celular
al 100%.

Para infectar la linea celular con CMVH, la botella de 25 cm? con la monocapa de fibroblastos
de pulmén de embridon humano (MRC-5) con confluencia de alrededor del 80%, y sin medio
nutritivo (MEM) se adicion6 el virus descongelado y posteriormente se incubd la botella a
36.5°C (5% de COy,) por 30 minutos, homogenizando la botella cada 10 minutos, para permitir la
adsorcién del virus, favorecer su distribucion y mantener la monocapa celular humeda. Se
agregaron alrededor de 4 ml de medio nutritivo (MEM), se llevé a incubacién a 36.5°C (5% de
CQO,), observando al microscopio invertido cada 48 horas, buscando el efecto citopatico
(formacién de focos bien delimitados de células redondas), agregando cada 4 dias alrededor de
2 ml de MEM,; hasta observar una infeccién significativa de las células.

Las células infectadas (MRC-5/CMVH) se pueden usar para reserva, haciendo una
crioconservacion, igual a la realizada para las células MRC-5 no infectadas, por lo tanto al
observar la disgregacién celular, se adiciondé 1 ml de medio nutritivo (MEM) fresco,
homogenizando, después se coloco la suspensiéon en un criovial y se centrifugd a 1252 x g/10
min, descartando el medio y adicionando mezcla de: DMSO como criopreservador al 10% con
suero fetal bovino al 90%. El criovial se llevé a congelamiento paulatino; primero a — 20° C/15
min, después a —70° C varias horas para finalmente llevarlo al contenedor de nitrogeno liquido
(-196° C) y en él conservarlas.

Para la extraccion de ADN de células infectadas (MRC-5/CMVH), se coseché la linea celular
infectada, usando un raspador estéril y recolectando el cultivo en un tubo cénico de 15 ml,

después se llevo a centrifugacion a 1252 x g/10 min, decantando y resuspendiendo en PBS a

un volumen de 200 pl.
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Para la extraccion de ADN de células MRC-5 no infectadas, se sigue el mismo procedimiento de
cosecha que para las células MRC-5/CMVH, llevando a un volumen de 200 ul con PBS.
Haciendo en ambos controles la extraccion de ADN por el método de DNAzol, como se indico

anteriormente para las muestras sanguineas.

5.5. Técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Los iniciadores utilizados en el presente trabajo se han reportados en la literatura (Brytting,
1991), caracterizandose por ser especificos para el CMVH y no dar amplificaciones con virus de
la familia herpetoviridae. En la Tabla 4 se indica su secuencia y tamafo del producto que

amplifican.

Tabla 4. Oligonuleétidos a emplear para la amplificacion de ADN del CMVH y de la

B-actina como control interno

Designacion del Secuencia de iniciadores Tamano del
iniciador producto (pb)
C 5-TGA GGA TAA GCG GGA GAT GT-3° 242
D 5°- ACT GAG GCA AGT TCT GCA GT-3°
S-B-actina 5-GGA AAT CGT GCG TGA CAT TAA GG-3°
A-B-actina 5-TGT GTT GGC GTACAG GTC TTT ACG-3° 274

Los iniciadores C-D detectan secuencias conservadas de la region temprana inmediata (UL123)
del CMVH.

El corrimiento de la PCR, fue de una desnaturalizacion inicial a 92°C durante 5 minutos y 40
ciclos posteriores, cada uno con desnaturalizacion a 92° C por 30 segundos, alineamiento a 53°
C por 30 segundos y la extensién a 72° C por 30 segundos; un ultimo paso de extension final a
72° C durante 10 minutos. Condiciones de corrimiento que aplicaron también para los
iniciadores de la B-actina, éstos Ultimos se usan con el objeto de comprobar el funcionamiento
del sistema de la PCR, debido a que los iniciadores de la B-actina amplifican su producto
especifico en un rango amplio de temperatura y de concentraciones de los componentes de la

técnica.
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El establecimiento de las condiciones de trabajo de la PCR incluyé la definicion de la mejor
concentracion del MgCl; para los iniciadores C y D. Para establecer dicha concentracién, el
MgCl; fue titulado a las concentraciones de 2.5, 5y 10mM.

Asi mismo, para establecer la concentracion mas adecuada del MgCl, en la PCR para B actina,
primero fue titulado a las concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 2.5, 5y 10mM en las condiciones ya
indicadas de la PCR, pero ademas se hizo un precalentamiento a 95°C durante 3 minutos antes
de agregar la Taq polimerasa al corrimiento de la PCR, después de esto se continud con los
pasos y ciclos indicados arriba.

Debido a la intencién de uniformar las condiciones de corrimiento de la PCR tanto de iniciadores
C-D, como de los iniciadores de la B-actina, también se corri6 la PCR para los iniciadores C-D
sin y con precalentamiento previo al procedimiento de la PCR.

Habiendo establecido [a concentracion adecuada de MgCl, para ambos pares de iniciadores,
se definié la cantidad adecuada del ADN plantilla, para lo que se hicieron corrimientos del
control positivo (MRC-5/CMVH) y del control negativo (MRC-5) con 0.5, 1.0 y 2.0 pg, en tanto
que para las muestras de pacientes se realizaron corrimientos con cantidades de ADN blanco
de 0.125, 0.25, 0.5, 1.0y 2.0 ug.

En la Tabla 5 se indican las condiciones estandares de cada uno de los componentes de la
PCR, manejando un volumen final de 50 pl.

Respecto a las concentraciones de cada componente en la reaccion de PCR; el buffer de
reaccion fue de 1X, la mezcla de dNTPs fue de 0.5 mM, es decir 125 pyM de cada
desoxinucledtido: dATP, dTTP, dCTP y dGTP; y de Taq polimerasa se usaron 2 Unidades,
(todos Promega), respecto a cada iniciador se trabajé a 0.2 yM (Sigma, Aldrich,Quimica, C=
Cat. 90605-001 y D=Cat. 90605-002; B-Actina =3760-4001639).

Los controles que se incluyeron en cada corrimiento de la PCR, se caracterizaron por incluir a
todos los componentes del sistema, pero en el primer control no se adicionan los iniciadores
correspondientes, en tanto que en el segundo control no se agrega ADN blanco.

Se incluy6 en cada corrimiento de PCR, el ADN de células MRC-5 no infectadas como control

negativo y el ADN de células MRC-5 infectadas con CMVH (MRC-5/CMVH), como control

positivo.
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Tabla 5. Condiciones estandares de voliimenes y concentraciones de cada uno de los
reactivos para los iniciadores de C-D y los iniciadores de B-actina

Componente Volumen (pl) [ Volumen (ul)
H20 miliQ estéril csp 50 csp 50
Buffer PCR stock (10X) 5 5
MgCl, (25 mM) 20 20
dNTP’s (10mM) 25 25
Iniciador C_10° M 1.0 No
Iniciador D 10° M 1.0 No
Iniciador S B-Actina 10° M no 1.0
Iniciador AS B-Actina 10™ M no 1.0
ADN plantilla varié varié
Taq polimerasa (5 U/pl)) 0.8(1:2) 0.8(1:2)

csp=cuanto es suficiente para.

La PCR se llevo a cabo en un termociclador (Biometra T Gradient).

Establecidas las condiciones adecuadas para la PCR, se evaluaron inicialmente los dos ADN de
las muestras de los pacientes, ya sea el obtenido a partir de células mononucleares asi como el
obtenido a partir de sangre completa (células leucocitarias).

Sin embargo posteriormente se evaluaron solo una de las dos muestras por toma de sangre por
paciente, debido a que se obtuvieron resuitados similares, independientemente de la fuente
original para extraccién de ADN.

Para observar los productos resultantes de la PCR, éstos fueron analizados por electroforesis

en gel de agarosa al 1 %.

5.6. Electroforesis en geles de agarosa.

Para confirmar la integridad del ADN obtenido, asi como para observar los productos
resultantes de la PCR se realiz6 el corrimiento electroforético de las muestras correspondientes
en geles de agarosa. E| gel de agarosa (Gibco BRL, N°.Cat. 15510-019) al 1%, se prepar6 en
una solucion de TBE (0.5X) disolviéndola por calor, se dejo que alcanzara 50-60° C y se
adicionaron 11.7 yl de bromuro de etidio (10 mg/ml solucion stock; ICN, No. Cat. 802511)
considerando un volumen de 70 ml de agarosa; posteriormente se virti6 en el molde de la
camara de electroforesis con el peine correspondiente y una vez polimerizado, se liené la

camara con solucién TBE 0.5X.
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Por separado, se mezclaron 5 pl de cada producto de PCR y 2 pl de solucién de carga 6x, y se
depositaron en cada carril; asi mismo, para confirmar la eficiencia de la ampilificacién de la PCR,
el producto del cDNA de la B-actina (control interno) fue utilizado; ademas se incluyé una
escalera (marcador) de 123 pares de bases (pb) (GIBCO), para verificar el tamafo del producto
obtenido. Concluida la electroforesis, el gel se observd sobre un haz de luz ultravioleta.
Reportando la prueba como positiva cuando se presentaba una banda de producto de 242 pb

para los iniciadores C-D especificos para la deteccion del CMVH.

En el esquema se integra la metodologia realizada.

Muestra sanguinea Conteo de
con EDTA — leucocitos

Mononucleares D : Sangre conpleta

Espectrofotometria
Cuartificacidon /
ADN
debspml) 7 Geles de agarosa
Visualizacion
ADN de ny
MRC-S/CMVH s Estandar.lz.amon de PCR
(Control positivo) (lmmadorts-) 1
C-Dy B-actina Deteccion: Geles
de agarosa

ADNde MRC-5

(Control negaivo)
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6.0. RESULTADOS

6.1. Pacientes y diseno del estudio.

Se estudiaron a 11 pacientes, con un rango de edad de 17 a 49 afos; 6 hombres y 5 mujeres,
con las siguientes afecciones hematolégicas: leucemia miefocitica cronica (LMC) 4 hombres y 1
mujes, leucemia mielobtastica aguda (LMA) 1 hombre y 3 mujeres, y leucemia linfoblastica
aguda (LLA) 1 hombre y una mujer. A todos se les realizé trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (TCPH), en 9 fue alogénico y en 2 fue autblogo, éstos uitimos con LMA (ver
Tabla 1).

En base al plan de recoleccion de 8 muestras por paciente, la primera fue en la fase de
condicionamiento (de cuatro a cinco dias antes del trasplante), la sequnda el dla del trasplante,
considerado como dia 0, de Ja tercera a la sexta muestras fueron recolectadas en el primer
mes post-trasplante en los dias 7. 14 21 y 28 (una cada semana), la séplima y octava
recolecciones, se realizaron a los 60 y 80-100 dfas post-trasplante respectivamente, el nimero
recolectado por paciente fue de 3 a 6 muestras sanguineas, dando un total de 51 muestras

sanguineas de los 11 paciéntes estudiados.

6.2. Coleccién y tratamiento de muestras clinicas.

El tratamiento de las muestras de los pacientes, luvo por objetivo contar con material bioldgico
fuente de ADN para su posterior extraccion. Las muestras sanguineas se procesaron por 2
metodos, el primero para obtencion de células mononucleares por gradiente de densidag, que
se aplicé en todas las muestras y el segundo, para obtencién de todas las células leucocilanas,
que se realizé a partir de sangre completa de 49 muestras.

La cuantificacion de leucocitos se realizé por el metodo de Turck. para evaluar el nivel de
recuperacion de la poblacion de leucacitos en los pacientes a lo largo del presente estudio

En la Figura 2 se presenta el conteo de leucocitos/pl de cada muestra (46 cuantificadas) y el
promedio en los diferentes dias de recoleccidon de mueslras, asociadas al procedimiento del
TCPH; observandose la concentracion mayor en el periodo previo al procedimiento y una baja
significativa al momento del procedimiento y 7 dias despues, para preseniarse una

recuperacion paulatina posteriormente.
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Figura 2. Conteo de leucocitos de pacientes trasplantados en
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6.3. Extraccion, deteccion y cuantificacion de ADN a partir de las muestras de los

pacientes.

Se realizo la extraccién de ADN a partir de células mononucleares y de células leucocitarias en
cada muestra sanguinea, obteniendo 2 concentrados de ADN por muestra.

Para detectar la presencia del ADN de las muestras se us6 el metodo de electroforesis en gel
de agarosa al 1% con bromuro de etidio como medio de tincién, considerando el resultado
positivo por presencia de banda evidente o por presencia de banda tenue. En la Figura 3, se
observan los resultados promedio obtenidos de la deteccién de ADN, habiendo usado células
leucocitarias (método de lisis) y células mononucleares (método de gradiente de densidad),
como material para la extraccidén de ADN, encontrandose mayor evidencia de ADN (43 de 51
muestras, 84.3%) al usar células mononucleares como fuente de ADN, en contraste con la
menor evidencia de ADN (39 de 49 muestras, 79.6%) al usar sangre completa (células

leucocitarias).

Figura 3. Comparacion de la deteccion de ADN a
partir de muestras sanguineas de pacientes por
electroforesis en gel de agarosa
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Obtenido el ADN por el método de DNAzol a partir de ambas fuentes de material biologico de
cada paciente, se midid espectrofotométricamente la concentracién de ADN en base a la
formula siguiente: Az X dilucion ADN x 50 pg / ml x 1 ml/ 1000 pl.

La dilucién de cada muestra que se usé en el presente trabajo fue de 1:501; por lo tanto la
concenfracion de ADN (ug/pl) = Az X 501 x 50 pg/ml x 1 mi/1000 pl = Ay X 25.05;
ejemplificando el calculo de una muestra, queda de la siguiente manera, siendo la Az de la

muestra de 0.043, el calculo sera 0.043 x 25.05 = 1.08 pg/ul

En la Tabla 6, se indica la concentracion de ADN (ug/ul) de cada muestra sanguinea por
paciente a partir de sus células mononucleares y a partir de sus células leucocitanas
respectivamente, asi como el promedio de una y otra. El promedio de concentracion de ADN
obtenido a partir de mononucleares fué de 0.82 pg/ul y el correspondiente a partir de las células
leucocitarias fue de 0.66 pg/pl.

En cada muestra obtenida de ADN de ambas fuentes de matenal biolégico de cada paciente, se
realizaron las lecturas de absorbancia (A) en el espectrofotémetro a2 260 nm y a 280 nm,
estableciendo el cociente de ambas lecturas Asso /Aszs0, que indica la pureza de ADN; resuitando
el promedio de pureza de ADN, de 2.6 con los mononucleares como fuente de extracciéon y de

2.1 siendo la sangre completa (células leucocitanias) la fuente de extraccion.

Tabla 6. Concentracién y pureza de ADN a partir de mononucleares y células
leucocitarias de cada muestra sanguinea.

A = Mononucleares 5'{;'— 8 = Células leucocitarias
|«|Codigo de| Etapa Concentracion Caciente 7| Cédigo de| Etapa Conceniracié Cociente
i|_maestra Trasp.ldig deADN ?gl.pl. ﬁ_.\,glo_/A,_,o mgesira Trasp ld_ia de ADN pg/_pl Azsol Az
ey ¢ o T i'_r_:g_-',-.L_'!_.__.:‘,‘._! A - S Y '. AT i A e e 6 ; 7
1 14A 14 0.80 4.4 1-48 14 0.57 4.2
2. 1-5A 23 0.58 4.3 1-5B 21 2.01 1.6
30| 16A 28 0.51 3.4 168 28 0.60 1.7
4 1-7B 60 1.26 2.8
5 1-88 100 0.56 28
6 | 21A Prelrasp 0.84 1.9 2-18 Pretrasp 0.18 3.0
7| 22A 0 0.18 2.0 2-28 0 0.24 2.0
8 2-3A 7 0.53 2.5 2-38 7 0.50 33
9 2-4A 14 0.21 28 | 248 14 0.32 1.8
10 2-6A 28 0.66 3.4 268 28 0.1 0.2
1| 274 60 0.26 14 M 278 60 0.42 15
12 31A | Pretrasp 0.52 26 U 318 | Pretasp 0.45 1.4
13| 32a 0 0.17 2.8 | 3-2B 0 0.38 1.9
14 | 33a 7 1.70 36 | 338 7 089 2.5
15 3-4A 14 0.48 2.1




16| 35A 21 1.96 21 0.63 1.7
170 3-6A 28 1.35 28 0.48 1.6 v
18] 4-2A 0 0.74 0 0.30 33 |
ol 4aa 7 2.42 7 1.10 2.1 i
208 44 14 1.08 ?i
21| 46A 28 0.90 28 0.11 5.0 |
20| 524 0 2.62 0 0.83 18 |
23 | 53A 7 0.83 7 0.99 35
24 | 54A 14 0.39 14 0.56 28
25 | 56A 28 0.23 28 0.20 1.9
26 | s8A 100 0.36 100 0.56 0.2 =
27| 6-2A 0 277 0 0.81 20
28| 63A 7 1.22 7 117 39 3
20 | _64A 14 0.59 14 1.01 1.8 L
30 | 65A 21 0.23 21 0.44 24 |
31| 66A 28 0.06 28 0.71 1.6 [
320 73A 7 0.75 7 1.38 13 |
33b| 74A 14 0.17 14 0.54 2.1 3
34 | 7-5A 21 0.21 21 0.11 1.4 i
350| 81A | Pretras 3.19 Pretras 1.01 1.7 "_j
3600 8-2A 0 1.11 0 0.65 29 i
370 84A 14 059 14 0.77 1.9 1
38| _85A 21 0.78 21 0.92 20 2
390 s2a 0 0.15 0 0.87 19 |
400 | 83A 7 0.51 7 0.59 23 l_
41| 94a 14 0.53 14 0.38 1.9 i
a2 10-1A Pretras 0.35 Pretras 0.74 1.8 f
43 | 10-2A 0 0.48 0 0.71 1.6 g
asil 10-3A 7 0.56 7 0.77 24 e
asi| 104A 14 0.95 14 0.47 26 |
a6/ | 11-1A | Preiras 0.78 Pretras 0.63 1.7 8
a7 11-2A 0 0.87 0 0.69 2.1 i
48| 11-3A 7 1,29 7 1.35 19 |
49| 114A 14 0.87 14 0.66 2.2 45
50 | 11-5A 21 0.51 26 | 11-5B 21 0.48 24 i
51| 11-6A 28 0.42 22 || 1168 28 0.27 1.3 ¥
4] Promed, 0.82 26 | Promed. 0.66 2.1 b
3 Des. std. 0.72 083 | Des. Est 0.38 08 |
b il b _ GRS i e

Pretras = Prefrasplante. Tras = Trasplanie.

Promed = Promedio  Des sld. = Deswviacion esiandar.
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6.4. Cultivo del Citomegalovirus humano in vitro, extraccién y cuantificacton del ADN.

La expansion de fa linea celular MRC-5 (fibroblastos de puimén de embrién humano) in vitro, se
realizdé en un periodo de 2 a 3 dias, este cultivo se utilizdé para subcultive o para infeccion con
CMVH y para crioconservacion de ambos.

Con e! objeto de contar con mas células MRC-5 frescas, se realizé subcultivo de éstas,
lograndose el 100% de confluencia de la monocapa entre los dias 6 y 8 de iniciado el mismo,
resultados iguales se obtuvieron cuando se hizo el subcultivo a partir de células MRC-5,
crioconservadas.

La infecciéon de la linea celular MRC-5 con CMVH (MRC-5/CMVH) se monitoreé utilizando el
microscopio invertido para observar un efecto citopatico significativo (formacién de focos bien
delimitados de células redondas), aproximadamente el 90% de las células, en el presente
trabajo se necesitod un periodo de 12 a 15 dias para alcanzar dicho resultado.

La crioconservacion de las células infectadas (MRC-5/CMVH) a —196° C, es simlfar al proceso
para las células MRC-5, se lograron obtener varios crioviales en el presente trabajo.

La extraccién de ADN de ambos controles, MRC-5/CMVH y de MRC-5 | se hizo por &l método
de DNAzol. Respecto a la cuantificacion del ADN de los controles, el promedio de la
concentracion de ADN de MRC-5 (células no infectadas), obtenido de varias cosechas
realizadas a lo largo del trabajo, fue de 0.41 pg/ul y el promedio de la concentracion de ADN del
cultivo de célutas infectadas (MRC-5/CMVH) obtenido en varias cosechas, fue de 0.26 pg/pl.

6.5. Técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Con el propo6sito de establecer las condiciones de trabajo para el corrimiento de PCR tanto para
los iniciadores C-D como para el contfrol interno de B actina, se hicieron cornmientos de la
técnica a concentraciones diferentes de MgCl,, (2.5, 5y 10 mM) encontrandose que solo con la
concentracién de 10 mM de MgCl, se logro obtener la banda del producto especifico (242 pb)
para CMVH, bajo las condiciones de corrimiento del sistema, que fue de una desnaturalizacion
inicial de 92° C durante 5 minutos y 40 ciclos posteriores, cada uno con desnaturalizacion a
92°C por 30 segundos, alineamiente a 53° C por 30 segundos y la extensiéon a 72°C por 30
segundos; un Ultimo paso de extensién final a 72° C durante 10 minutos. Cabe mencionar que

estas condiciones de corrida se compararon en dos situaciones, realizando un precalentamiento

51



de 95° C durante 30 segundos y sin precalentamiento; el producto esperado de 242 pb, se
obtuvo solamente cuando al sistema no se le realizd el precalentamiento.

En la electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio de la Figura 4 se
observa que solo en el carril 7 (10 mM de MgCl,) se presenté la banda correspondiente al
producto esperado de los iniciadores C-D, y los resultados fueron negativos para las

concentraciones 2.5 y § mM, carriles 5 y 6, respectivamente.

242 pb

Figura 4. Titulacion de MgCl, en el sistema de inicladores C-D. 1 sistema sin ADN; 2,3 4
ADN de células MRC-5 (0.5 pg) con MgCl, a 2.5, 5 y 10 mM respectivamente; 5,6,7 ADN de
células infectadas (MRC-5/CMVH}) (0.5 ug) con MgCl, a 2.5, 5y 10 mM respectivamente; 8,9,10
ADN de muestra sangulnea de un paciente (2.9 pg) con MgCl, a 25, 5y 10 mM
respectivamente; 11 el marcador de 123 pb.

Respecto al resultado de la titulacion del MgCl, para la PCR con los iniciadores de 8 actina, se
planted una primera titulacion de MgCl, a las condiciones de la PCR descritas anteriormente
para los iniciadores C-D, implicando las concentraciones de 2.5, 5.0 y 10 mM de MgCl,, no
dando el producto especifico esperado de 274 pb (resultados no mostrados); se tituld
nuevamente el MgCl, a las concentraciones de 0.5 1.0 y 2.0 mM obteniéndose también
resultados negativos. Finalmente se cormrié a las concentraciones de 1.0, 2.0 y 10 mM, pero se
consideré incluir un tratamiento de precalentamiento del sistema a 95° C durante3 minutos,
previo a las condiciones ya descritas de la PCR para C-D, que resultd ser un tratamiento
indispensable para el proceso, variable que se detalla posteriormente. En 1a Figura 5 se observa

la banda de producto especifico (274 pb) para los iniciadores correspondientes de la B-actina,

52




que se detecté solo a la concentraciéon 10 mM de MgCl, (carril 9), Asi mismo, se muestra el
producto especifico (242 pb) para los iniciadores C-D de CMVH (carriles 10 y 11), en

condiciones sin precalentamiento para este par de iniciadores.

274 pb
242 ph

Figura 5. Titulacion de MgCl, en el sistema de iniciadores de B actina. 1,2,3 ADN de
células MRC-5 (0.5 pg) con MgCl, a 1.0, 2.0 y 10 mM respectivamente; 4,5,6 ADN de células
infectadas (MRC-5/CMVH) (0.7 pg) con MgCl,a 1.0, 2.0 y 10 mM respectivamente; 7,8,8, ADN
de una persona sana (2.5 pg) con MgCl, a 1.0, 2 y 10 mM respectivamente;10 y 11 ADN de 2
cultivos diferentes infectados (MRC-5/CMVH) ( 0.7 pg y 0.5 ug respectivamente), 12 el
marcador de 123 pb.

El procedimiento en carriles 1 a 8, fue con precalentamiento.

Respecto a las condiciones de corrimiento de la PCR para la 8 actina, y debido a que a pesar
del amplio rango usado de concentraciones de MgCl, (a las condiciones de la PCR para los
iniciadores C-D) no se presentaba la amplificacién esperada, se considerd titular nuevamente al
mismo rango, pero incluyendo el precalentamiento del sistema a 95°C durante 3 minutos, previo
al corrimiento de la PCR, gue implicé incluir la concentracién de MgCl, a 10 mM, pues asi
resulté adecuado para los iniciadores de interés en el trabajo, como se explicé anteriormente. El
resultado fue que se presentd el producto esperado de 274 pb, en el sistema que se corrié con
precalentamiento. En la Figura 6, en los carriles A, C y F, se observa el producto especifico de
274 pb, que tienen ADN de muestras sanguineas de personas sanas; en los carriles B, D y G,
son las respectivas muestras de ADN de las anteriores pero sin precalentamiento, en los que no
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se observé el producto esperado. En los carriles A y F es el mismo ADN a concentraciones de
2.5 ug/ply 0.5 pg/ul, respectivamente, en el carrit £ se coloco la escalera de 123 pb.

274 pb

274 pb

Figura 6. PCR con y sin precalentamiento en el sistema de iniciadores de 8 actina. A, B = ADN
(2.5 pg) de muestra sanguinea de individuo sano con precalentamiento y sin precalentamiento
respectivamente; C, D = ADN (0.95 pg) de muesira sangulnea de otro individuo sano, con
precalentamiento y sin precalentamiento respectivamente; F, G = ADN (0.5 Lig) de la primer persona
con precalentamiento y sin precalentamiento respectivamente; E = el marcador de 123 pb.

Con el propésito de establecer condiciones de corrimiento de la PCR similares entre el control
intemo de B actina y los iniciadores C-D del CMVH, se consideré la inclusién del
precalentamiento previo por 3 minutos a 95°C para estos ultimos. Resultando que el
precalentamiento inhibe la amplificacién def producto especifico de los iniciadores C-D. En la
electroforesis en gel de agarosa al 1% teAido con bromuro de etidio de la Figura 7 se observa
en el camil 3 que no amplificé el control de célutas MRC-5 infectadas con CMVH (MRC-
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5/CMVH) habiendo precatentado el sistema, en tanto que en el carril 4 se observa el producto
esperado, usando el mismo ADN de MRC-5/CMVH, sin precalentamiento del sistema.

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12

615 pb
1855
246 pb
123 pb

242 pb

Figura 7. Corrimlento de la PCR con los inlcladores C-D, con precalentamlento y sin
precalentamiento. 1, 2, ADN de MRC-5 (0.56 pg) con y sin precalentamiento respectivamente; 3, 4 ADN
de MRC-5/CMVH (0.5 pg) con y sin precalentamiento respectivamente, dando producto esperado en
carril 4; 5, 8 ADN de mononucleares de paciente (2.9 pg) con y sin precalentamiento respectivamente; 7,
8 ADN de células leucocitarias del mismo paciente (2.3 pg) con y sin precalentamiento respectivamente;
8, 10 producto de segunda corrida de PCR de las 2 anteriores; 11 el marcador de %23 pb; 12 sistema sin
ADN.
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Otra variable que se estandarizé para el corrimiento de la PCR con ambos pares de iniciadores,
para (3 actina y para C-D de CMVH, fue la determinacion de la cantidad 6ptima de ADN de los
controles y de las muestras problema.

Para 8 actina se hizo el corrimiento con ADN de controles y de muestras problema con 0.5, 1.0
y 2.0 pg; resultando adecuadas las tres cantidades para muestras problema; en tanto que para
MRC-5 y MRC-5/CMVH se encontré una cantidad adecuada de 0.5 pg (resultado no
consistente).

En la electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio de la Figura 8, se
observa el producto esperado en los carriles D, E, F que son de paciente y en los carriles G, H, |
del control normal en cantidades de 0.5, 1.0 y 2.0 ug, respectivamente; en tanto que en los
carriles A y B se observa el producto esperado (banda muy tenue), usando 0.5 ug de ADN de
cultivo de MRC-5 y de cultivo de MRC-5/CMVH respectivamente

A B C DE FG H I

615 pb
492 pb
369 pb

246 pb
123 pb

274 pb

Figura 8. Corrimlento de la PCR con los Inicladores de B actina, con diferantes cantidades de ADN
plantilla. A = ADN de MRC-5 (0.5 ug). B = ADN de MRC-5/CMVH (0.5 pg) ambos dieron el producto
esperado; D, E, F, = ADN de mononucleares de paciente 11-6A (0.5, 1.0y 2.0 pg) respectivamente; G, H,
I, = ADN de sangre de individuo sano (0.5, 1.0 y 2.0 ug) respectivamente; en todos los carriles referidos
se observa la banda del producto especifico de 274 pb; C = el marcador de 123 pb.

Para los iniciadores de C-D, se trabajé el ADN plantilla de MRC-5/CMVH, de MRC-5 y de
muestras de pacientes en cantidades de 0.5, 1.0 y 2.0 ug; en la Figura 9A, se observa el
producto especifico con céiulas infectadas (MRC-5/CMVH) en el carril 1 usando 0.5 pg de ADN
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y en los carriles 7 y 8 con otro ADN de MRC-5/CMVH en cantidades de 0.5 y 1.0 ug,
respectivamente (banda muy tenue).

Debido al resultado anterior, en el siguiente corrimiento de PCR se incluy6 la cantidad de 1.5 pg
de ADN del control positivo; en la Figura 9B, se presenta la titulacion de ADN plantitlla del
control positivo, observandose en los carriles 2 y 3 el producto de 242 pb usando 0.5y 1.0 pg
de ADN respectivamente; sin embargo, usando cantidades mayores de 1 pg se inhibe la
amplificacién de este producto (1.5, 2.0y 2.5 pg, carriles 45 y 6, respectivamente).

12 3 4 3 6 7 8 9 10 10 12313 14158 1617 18 19 20 21 22 23 24 25

615 pb
492 pb
369 pb

242 pb 246 pb

i

123 pb

Figura 9A. Corrimiento de la PCR con los iniciadores de C-D, con diferentes cantidades
del ADN plantilla de controles y de muestras de pacientes. 1, 2 ,3 MRC-5/CMVH; 4, 5, 6
MRC-5: 7, 8, 9, es de otro cultivo de MRC-5/CMVH; 10, 12, 13 ADN de otro cultivo de MRC-5;
14, 15, 16 mononucleares de paciente; 17, 18, 19 células leucocitarias del paciente anterior; 20,
21, 22 es de mononucieares de paciente 11-6A ; todos los ADN estan en cantidades de 0.5, 1.0
y 2.0 yg respectivamente; 11 el marcador de 123 pb; 23 sin ADN.
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Figura 9B. Corrimiento de la PCR con los iniciadores de C-D, a diferentes
concentraciones del ADN del control positivo. 2, 3, 4, 5, 6 ADN de MRC-5/CMVH

(0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ug) respectivamente;7 el marcador de 123 pb. Observandose e} producto
de 242 pb en los carriles 2 y 3.

Con el objetivo de establecer por un lado la conveniencia del uso de ADN obtenido de células
mononucleares (A) y/o células leucocitarias (B), se hizo el corrimiento de PCR para el control
interno de B-actina en el primer paciente (N° 1), de las recolecciones de muestras 4, Sy 6 (dlas:
14, 21 y 28 postrasplante). En la Figura 10, carriles del 25 al 29 corresponden al ADN del
mismo paciente, pero de fuente diferente, ADN a partir de mononucleares (carriles 25, 27 y 29)
y ADN a partir de leucocitos (carriles 26 y 28), el producto especifico esperado de 274 pb se
presentd en todos los casos sin detectarse diferencias. En tanto que para los iniciadores C-D se
corrieron las mismas muestras en cantidades de ADN de 0.5 y 2.5 ug de cada una, como se
observa en los carriles del 13 al 23 (menos carril 16) donde también estan incluidas ambas
fuentes de ADN, los resultados dieron en todos los casos una amplificacién negativa del
producte especifico de CMVH. Por otro lado, en ese mismo corrimiento se incluyé ta muestra de
un paciente con ambas fuentes de ADN (mononucleares y leucocitos) reiterando el interés de
definir el uso de una u otra fuente de ADN, asi como para definir la cantidad mas adecuada de
ADN de las muestras problema; el ADN se trabajaron con las cantidades de 0.125, 0.25, 0.5,
1.0 y 2.0 pg, en los carriles 3 a 12 de la misma Figura 10, se observa la ausencia del producto
de 242 pb especifico para los iniciadores C-D de CMVH; en el carril 2 se us6 ADN de MRC-
5/CMVH, observandose una banda tenue de producto especifico de CMVH.
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Figura 10. PCR con diferentes cantidades de ADN de mononucleares y de células leucocitarias:
para PCR de C-D, 1, ADN de MRC-5 (0.5 pg); 2, ADN de MRC-5/CMVH {0.5 pg); 3,4, 5.6y 7 ADN de
origen A de un paciente; 8, 9, 10, 11 y 12 ADN de origen B del paciente anterior {0.125, 0.25, 0.5, 1.0 y
2.0 pg respectivamente) en ambos bloques; 13, 14, ADN de origen A (0.5 y 2.5 pg respectivamente) del
paciente 14A; 15, 17 ADN de origen B (0.5 y 2.5 yg respectivamente) de paciente 1-4B; 18,19 ADN de
origen A {0.5 y 2.5 pg respectivamente) de paciente 1-5A; 20, 21 ADN de origen B (05 y 2.5 ug
respectivamente) de paciente 1-5B; 22, 23 ADN de origen A (0.5 y 2.5 pg respectivamente) de paciente
1-BA; 24 sin ADN. Para iniciadores de f-actina, 25, 26, 27, 28, 29 ADN del paciente N° 1 (0.5 pg); 25, 26
ADN de paciente 14, de origen A y B respectivamente; 27, 28 ADN de paciente 1-5, de origen Ay B
respectivamente; 29 ADN de paciente 1-6 de origen A; 16 el marcador de 123 pb.

Nota.- Origen A = ADN obtenide a partir de células mononucleares.

Origen B = ADN obtenido a partir de células leucocitarias

Habiendo establecido las condiciones de trabajo para la técnica de PCR con los iniciadores C-D
de CMVH se procedid a aplicarlas en las diferentes muestras de cada uno de los pacientes,
intcialmente usando ambas muestras de ADN obtenidas a partir de células mononucleares
(origen A) y de células leucocitarias (origen B), que a su vez se trabajaron en cantidades de
ADN correspondiente de 0.5 y 1.0 ug para iniciadores C-D, y a 0.5 pg para el control interno de
B-actina que debe incluirse en el corrimiento correspondiente, lo que implica que por muestra
sanguinea recolectada de un paciente en un dia determinado, debieron trabajarse 6 viales de
ADN blanco, ademas de los controles det sistema sin ADN y sin iniciadores respectivos. En la
Figura 11 se observa el corrimiento de las muestras sanguineas de los pacientes 5-6B, 6-6B, 6-
BA (carriles del 2 al 9) (de esta dltima se cornd para C-D solo con 1 pg de ADN, por ser
insuficiente la muestra); para los pacientes 1-7B, 2-7A, 2-7B, 1-8B (carriles del 10 al 22);
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incluyendo el control positivo MRC-5/CMVH (carril 30) con 0.5 pug de ADN para los iniciadores
C-D. Los resultados indicaron que solo en los carriles 2, 5, 10, 13, 19 y 20 se observé el
producto especifico de la B-actina (274 pb), para 6 de las 7 muestras de ADN de pacientes, la
muestra 6-6A no lo presentd (carril 8). En el carril 30 se colocdé ADN de MRC-5/CMVH,
observandose el producto especifico de 242 pb; en los carriles que se colocaron ADN de
muestras de pacientes para los iniciadores C-D no se observé el producto especifico esperado,

por lo que se reportan todas estas muestras con resultado negativo.

-

g [
274 pb §
242 pb § 4 246 pb
123 pb

Figura 11. Corrimlento de la técnica de PCR para los Iniciadores C-D en las muestras de pacientes.
2, 3, 4 ADN de muestra 5-6(B); 5, 6, 7 ADN de muestra 6-6(B); 10, 11 y 12 ADN de muestra 1-7(B); 13,
14, 15 ADN de muestra 2-7(A); 17, 18, 19 ADN de muestra 2-7(B); 20, 21, 22 ADN de muestra 1-8(B), de
los camriles 2 al 22, las cantidades de ADN gque tienen por muestra son de 0.5,0.5 y 1.0 {g
respectivamente; 8 y 8 ADN de muestra 6-6(A) a 0.5 y 1.0 pg respectivamente. En 2, 5, 8, 10, 13, 17, 20
se corrid la PCR para B-acting; en 3, 4, 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, 18, 19, 21 22 se cori6 la PCR para C-D; en
16 el marcador de 123 pb; 25 sin ADN (sistema con iniciadores C-D); en 28 sin ADN (sistema con
iniciadores de B-actina); 30 ADN de MRC-5/CMVH (0.5 pg).

Nota.- A = ADN obtenido a partir de células mononucleares. B = ADN obtenido a partir de células leucocitarias

Continuando el estudio de las muestras de pacientes, se hizo el método de PCR para
iniciadores C-D incluyendo el control interno de B-actina para el sistema; fueron evaluadas las
siguientes muestras de ADN: un control de persona sana (donado), y de los pacientes 5-8A, 5-
88, 11-6A, 11-6B y 8-5A; con una variaciéon respecto a la explicacién anterior, dado que se
incluyeron cantidades de ADN plantilla de 0.25, 0.5 y 1.0 pg. para iniciadores de C-D Los
resultados obtenidos por medio de la electroforesis en gel de agarosa, se muestran en la Figura
12, en los carriles 2 y 3 se tiene ADN de dos preparaciones diferentes de MRC-5/CMVH con 1.0
y 0.5 ug respectivamente, observandose el producto especifico de 242 pb para CMVH (mas
tenue en el primero). En los carriles 4, 8, 12, 17, 21 y 25 gue contienen individuaimente 0.5 yg,
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de ADN de los 6 pacientes respectivos, se observa el producto especifico de 274 pb de B-
actina; en tanto que en los carriles 5, 6 y 7 (muestra de paciente sano); 9,10 y 11 ( muestra 5-
8A); 13, 14 y 15 (muestra 5-8B); 18, 19 y 20 (muestra 11-6A); 22, 23 y 24 (muestra 11-6B); 26,
27 y 28 (muestra 8-5A) se muestra el corrimiento con iniciadores C-D, donde no se observé el
producto especfifico, considerandose el resultado como negativo. En carril 1 con ADN de MRC-5
{cultivo no infectado) para iniciadores C-D, se obtuvo el resultado esperado (ausencia de
banda).

2 39 8 12 1617 21 25 30

615 pb
492 pb
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Figura 12. Corrimlento de la técnica de PCR para los iniciadores C-D en las muestras de pacientes.
1 ADN de células no infectadas (MRC-5=0.5 pg); 2, 3 células infectadas (MRC-5/CMVH) de 2
extracciones diferentes (1.0 y 0.5 ug respectivamente); 4, 5, 6, 7 ADN de paciente sano; 8, 9, 10, 11 ADN
de muestra 5-8A; 12, 13, 14, 15 ADN de muestra 5-8B; 17, 18, 19, 20 ADN de muestra 11-8A; 21, 22, 23,
24 ADN de muestra 11-6B; 25, 26, 27, 28 ADN de muestra 8-5A; de 4 a 28, las cantidades de ADN son
de 0.5, 0.25, 0.5 y 1.0 pg respectivamente. En 4, 8, 12, 17, 21, 25 se cormié la PCR para B-actina; en 5, 8,
7.9, 10, 11; 13, 14, 15; 18, 19, 20; 22, 23, 24; 26, 27, 28 se corri6 la PCR para C-D; 16 el marcador de
123 pb; 29 sin ADN {solo sistema de §-actina ); 30 sin ADN (solo sistema de C-D).

Nota.- A = ADN obtenido a partir de células mononucteares. B = ADN oblenido a partir de células leucocilarias
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Tabla 7. Resultados de la PCR para iniciadores de C-D en las muestras sanguineas.

Iniciadores de

Iniciadores C-O B-actina
Codigo de Etapa Concentracion ADN
muestra Trasp /dia de ADN | /
: i
1-4A 14 neg = neg Pos
148 14 neg * neg pos
1-5A 21 neg neg Neg (2.5) Pos
1-5B 21 neg * Neg (2.5) Pos
1-6A 28 neg neq Neg (2.5) Pos
1-6B 28 neg neg Pos
1-78 60 neg Neg pos
1-88 100 neg neg pos
2-18 Prelrasp neg neg Pos
2-28 0 neq neg pos
2-38 7 neg Neg Pos
2-4B 14 neg neg Pos
2-6B 28 neq neg Pos
2-7A 60 neg neg Pos
2-78 60 neg neg pos
318 Prelrasp neg neg Pos
3-2B 0 neg neg Pos
338 7 neg _neg Pos
3-5A 21 neg neg neg
3-58 21 neg neg __pos
38A 28 neg neg Pos
348 28 neg neg Pos
4-28 0 neg neg Pos
4-38 7 neg neg Pos
4-8A 28 neg neg Pos
468 28 neg neg pos
5-28 0 neg neg Pos
5-38 7 neg neg Pos
5-4B 14 neg neq Pos
5-6A 28 neg neg Pos
5-6B 28 neg neg Pos
5-8A 100 neg neg neg(.25) Pos
5-8B 100 neg neg neg(.25) pos
6-28 0 neq neg Pos
6-38 7 neg neg Pas
6~48 14 neg neg Pos
§-5A 21 neg neg Pos
6-58 21 neg neg pos
6-6A 28 neg ‘ neg
€-6B 28 neg neg Pos
7-3B 7 neg neg Pos
7-4B 14 neg neg Pos
7-5A 21 neg neg : Pos
7-58 21 neg neg - pos
8-18 Prelras neg neg Pos
8-28 0 neg neg Pos
8-4A 14 neg neg Pos
84B 14 neg neg : pos
8-5A 21 neg neg neg(.25) pOs
858 21 neg neg pos
5-28 0 ngg neg Pos
9-38 7 neg n Pos
548 14 neg neg Pos
10-18 Prelras neg neq Pos
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5508 §0-28B 0 neg neg Pos -
SBEE- 10-38 7 neg neg Pos
57 1048 14 neg neg Pos
58( 11-18 Pretras neg neg Pos
59 1128 0 neq neg Pos
60} 11-38 7 neg neg Pos
61 s 1148 14 neg neg Pos
62 11-5A 21 neg neg . Pos
63 11-5B 21 neg neg . Pos
64 11-8A 28 neg neg neg(.25) pos
650 1168 28 neg | Neg neq(.25 p0S

Neg =negativo pos = positivo  * = no se realizé Pretras = pretrasplante

Los resuftados obtenidos del corrimiento de la técnica de PCR para los iniciadores C-D del
CMVH se presentan en la Tabla 7, indicando que de las muestras que se recolectaron de cada
paciente al inicio de su tratamiento de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, se
eligié el ADN obtenido a partir de células leucocitarias por no presentar barrido y considerarse
mas recomendable. Sin embargo, todas las muestras dieron resultados negativos con los
iniciadores C-D, a pesar de la positividad del control interno para cada una de ellas (iniciadores
para $-actina). Resultados que correlacionan con el seguimiento meédico, que indicé en todos

los pacientes la ausencia de manifestaciones clinicas de infeccion por CMVH.
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7.0. DISCUSION

El Citomegalovirus humano (CMVH) se encuentra en latencia (virus no replicante) en la mayoria
de las personas y puede reactivarse, implicando con ello el proceso de infeccién, conducente a
tener enfermedad por CMVH, de ahi que se le considere un patégeno oportunista.

Es conocido que el CMVH causa alta morbilidad e incluso mortalidad en pacientes
trasplantados, por lo que es importante el monitoreo de su reactivacion (virus en replicacién) en
éstos pacientes. La clave para el manejo eficiente de la infeccién por CMVH, es una prueba
capaz de detectar rapidamente su presencia en sangre, lo que es esencial para la identificacion
de personas en alto riesgo de desarrollar la enfermedad por CMVH, que son aquéllas
inmunodeprimidas, por ejemplo por terapia inmunosupresora (régimen de acondicionamiento)
que es necesario para mejorar la aceptacion del trasplante ( Boeckh, M, 1998). La aplicacion de
la prueba en éstos pacientes, si resulta positiva permitira aplicar estrategias terapéuticas
antivirales preventivas. Las pruebas diagnésticas mas comunes incluyen el cultivo “shell vial”
(pp72), el ensayo de antigenemia (pp65), PCR para ADN de CMVH, ensayo por captura de
hibrido para ADN de CMVH y la deteccion de RNA de CMVH. La baja sensibilidad y
reproducibilidad del primer método no permite su uso cotidiano en el diagnéstico de la
enfermedad. La segunda prueba y las restantes pruebas moleculares, proporcionan un
diagnéstico de la enfermedad de manera rapida y precisa, por su alta sensibilidad, algunas
pueden cuantificar la carga viral, siendo rapidas y reproducibles; estas caracteristicas les
permiten ser usadas para predecir el desarrollo de la enfermedad y hacer seguimiento de la
eficiencia de la terapia antiviral.

La muestra biolégica de pacientes que se sospecha tienen reactivaciéon del CMVH, resulta
importante como fuente de ADN plantilia (blanco) para la deteccion de productos del genoma
del virus, como lo reporta Méndez, J (1998) que obtuvo sensibilidad mayor en la deteccion de
ADN viral usando leucocitos a partir de sangre completa que usando suero sanguineo de los
mismos pacientes, resultado coincidente a pesar de haber usado varios pares de iniciadores de
regiones diferentes del genoma viral; por su parte Gozlan (1996), usé también como fuente de
ADN, leucocitos a partir de sangre completa, en tanto que Sinclair (2000) recomienda el uso de
células mononucleares a partir de sangre periférica por considerarse un sitio de latencia del

virus, incluso el uso de plasma sanguineo es otra posibilidad como muestra de estudio (Boeckh,

1998).
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En el presente trabajo se resolvié considerar la obtencion de ADN, a partir de células
mononucleares (origen A), separadas por gradiente de densidad, y a partir de células
leucocitarias (origen B) obtenidas por lisis celular (tratada con solucién lisante de eritrocitos); la
extraccion de ADN se logré usando el método constituido por una solucién lisante de
detergente-sales de guanidina, que permite la precipitacion selectiva de ADN desde un lisado
de células (DNAzol), método similar utilizado por Boom R (1999) para obtener ADN de CMVH.
La deteccion de ADN de las dos fuentes de material arriba mencionadas, por medio de la
electroforesis en gel de agarosa, resulté de 84.3% y 79.6% respectivamente, ademas se hizo su
cuantificacién a partir de ambos materiales biologicos, por el método de espectrofotometria en
rango UV, obteniéndose el promedio de 0.82 ug/ul y de 0.66 ug/ul respectivamente, fue
importante que a partir de ambos métodos se obtuvo la suficiente cantidad de ADN plantilla,
requerida para el corrimiento de la técnica de PCR.

Con respecto a la pureza obtenida, los valores promedios fueron de 2.6 y 2.1 para el caso de
células mononucleares y células leucocitarias, respectivamente; indicando baja contaminacion
en ambos casos, dado que las preparaciones puras de ADN dan valores de 1.8, donde si existe
una contaminacion con proteinas o fenol estos valores seran significativamente menores a 1.8,
y por lo tanto la cuantificacion precisa de la cantidad de acidos nucleicos no es posible.
Considerando los parametros mencionados anteriormente tal parece que el uso de
mononucleares resultaria mas conveniente para la extraccién de ADN de las muestras de los
pacientes. Sin embargo, no se detectaron grandes diferencias entre los dos tipos de fuentes
celulares (mononucleares y leucocitos) para la obtencion de ADN, coincidiendo con las
opiniones de los estudios mencionados anteriormente. Lo anterior se confirma con los
resultados obtenidos en la técnica de la PCR usando los iniciadores de -actina (control interno
del sistema), donde resultd indistinto el uso de ADN obtenido de mononucleares y el obtenido
de leucocitos del mismo paciente; ya que ambos dieron el producto especifico de 274 pares de
bases (pb), con la excepcion de dos muestras (3-5 y 6-6) en las que resulté mas adecuado el
ADN obtenido de leucocitos (origen B), que si presentaron la amplificacién esperada, en tanto
que las otras dos muestras de ADN obtenidas de mononucleares (origen A) no la presentaron.
Asi mismo es importante mencionar que cuando se corrid la electroforesis en geles de agarosa
se observo un barrido mas notorio en los carriles correspondientes a las muestras de ADN
obtenidas de células mononucleares que en las muestras de ADN obtenidas de células
leucocitarias.

Por otro lado, el método de obtencion de células mononucleares (origen A), es mas costoso que

el método usado para la obtencién de células leucocitarias (origen B).
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En base a las observaciones mencionadas anteriormente se recomienda mas el uso de células
leucocitarias (origen B) como fuente de obtencion de ADN para su empleo en la técnica de
PCR, sabiendo que en ambas fuentes celulares de ADN en casos positivos debiera detectarse
el ADN viral.

Considerando la importancia que tiene la disponibilidad del CMVH como control positivo del
sistema de PCR para la amplificacion de regiones del genoma viral para los iniciadores
especificos utilizados, se realizd el subcultivo de fibroblastos de pulmoén embrionario humano
(MRC-5) que son las células en las que se lleva a cabo la replicaciéon de CMVH in vitro. En el
presente trabajo se necesité un periodo de 6 a 8 dias para alcanzar el 100% de confluencia de
la monocapa de MRC-5, coincidiendo con los reportes de crecimiento para esta linea celular:
esta preparacion tuvo varios usos: para hacer nuevo subcultivo, para infectar con el CMVH,
para crioconservar y para extraccion de ADN, este Ultimo se uso como control negativo y el
cultivo infectado con CMVH como control positivo, en la técnica de PCR con los iniciadores de
C-D para Citomegalovirus humano.

Cuando se realizé el cultivo de CMVH (cepa AD 169) in vitro, en la linea celular MRC-5 (80% de
confluencia), y se evalué la replicacion viral por el efecto citopatico caracteristico (formacién de
focos bien delimitados de células redondas), el proceso requiri6 monitoreo en microscopio
invertido cada 48 horas, con adicién del medio nutritivo (MEM) cada 3 a 4 dias, hasta observar
un significativo efecto citopatico (Burleson,F, 1997). En algunos estudios reportan un periodo de
12 a 15 dias para alcanzar un grado considerable de infeccion, este periodo coincidié con el
observado en el presente trabajo. Después de este tiempo el cultivo quedé listo para
cosecharlo, pudiéndolo usar para crioconservacion, para extraccion de ADN y para infeccién de
nuevas botellas conteniendo células MRC-5. Las 3 opciones se siguieron en el trabajo, lo que
ha permitido contar con reserva viral por crioconservacion a -196°C.

En relacion a la extraccion de ADN de los controles, se siguié el mismo protocolo que para las
muestras sanguineas, cuantificandolos y obteniendo un valor promedio de 0.41ug/u!l y de 0.26
ug/ul para células no infectadas e infectadas, respectivamente.

En el presente trabajo se considero la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
para la deteccion del ADN de CMVH, usando los iniciadores C-D, que amplifican el exon 4 de la
region |E (inmediata temprana, UL 123) del genoma viral; la regiéon amplificada es considerada
una region conservada dentro del genoma viral por sus propiedades funcionales y los
iniciadores que amplifican esta regién fueron disefiados a partir de la cepa patréon AD 169

(Akrigg, et al., 1985).
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La técnica de PCR incluye como componentes del sistema, al ADN plantilla, al-buffer, al cloruro
de magnesio, a los dNTPs, a los iniciadores sentido y antisentido, y a la ADN polimerasa, que
deben estar presentes en las concentraciones 6ptimas para que en caso de presencia del ADN
de interés, se logre la amplificacion del producto especifico.

Hay condiciones y componentes involucrados en la técnica de PCR que influyen en la
especificidad , como la temperatura de alineamiento , la que al ser mayor favorece la
especificidad de la reaccion, asi como la concentracion del cloruro de magnesio, que cuando se
usa mas del requerido conduce a baja especificidad, en tanto que si se disminuye demasiado, la
actividad de la enzima decae, pudiendo ser nula la amplificacion del producto de interés.
Respecto al ADN plantilla, se debe optimizar su concentracién pues un exceso lleva a
amplificaciones inespecificas y una deficiente cantidad conduce a amplificacion ineficiente
(Barrera, 1993).

Lo anterior hace primordial establecer las mejores condiciones de corrimiento de la técnica de
PCR para la deteccién de ADN del CMVH, considerando la estandarizaciéon de varios de los
componentes del sistema, siendo uno de los mas criticos el de la concentracién de cloruro de
magnesio (MgCl,); en reportes hechos por Brytting (1991, 1992) indica la mejor concentracién a
10 mM para los iniciadores de interés, y también Sinclair (2000) reporta que para
amplificaciones de la region temprana del CMVH, el MgCl, a 10 mM es adecuado, incluso
considera 20 mM como opcion. Sin embargo, en el presente estudio se titulé6 a concentraciones
de 0.5, 1.0, 2.0, 2.5, 5.0 y 10 mM para los iniciadores utilizados, debido a que Méndez J. (1998)
reporta que para amplificar regiones tempranas del CMVH, el MgCl, ha funcionado a 1.5y 5.0
mM, y Barrera (1993) recomienda en el corrimiento general de PCR un rango de 0.5 a 2.5 mM,
ademas de que Innis (1997) recomienda 1.5 mM de concentracién. En el presente trabajo la
amplificacion del producto especifico de 242 pares de bases con el control de células infectadas
con CMVH (MRC-5/CMVH) se presenté solamente a la concentracion de MgCl, de 10 mM, no
amplificando a las otras concentraciones utilizadas; o mismo se encontré para los iniciadores
especificos para p-actina (producto 274 pb).

En ocasiones en el protocolo de la PCR, se recomienda incluir un paso de desnaturalizacion
inicial seguida de los ciclos (desnaturalizacién, alineamiento y extension) establecidos como
adecuados para la amplificacion del segmento del genoma de interés, el paso consiste en un
calentamiento entre 92°C y 95°C por 5 minutos para iniciadores de CMVH, Roberts T(1997) si
lo recomienda, mientras que la experiencia de Weinberg et al (2000) no lo consideraron
necesario para otro par de iniciadores para CMVH. En el presente trabajo se compararon las

condiciones de corrida utilizando o no, un paso inicial de precalentamiento (95°C/3 min) antes
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de agregar la Taq polimerasa al corrimiento de la PCR, continuando con los pasos y ciclos
correspondientes al protocolo; donde se logré obtener el producto especifico de 242 pb para
CMVH solo cuando no se aplico el paso inicial de precalentamiento.

Sin embargo, debido a la importancia que tiene la inclusién de un control interno para evaluar la
operatividad del sistema y que debe funcionar a las mismas condiciones de concentraciones y
temperaturas que los iniciadores de interés, en este caso de C-D, se incluyo en cada corrida a
los iniciadores de B-actina, que amplifican un producto de 274 pares de bases, resultando que
no amplificé en las condiciones establecidas anteriormente para los iniciadores C y D, por lo
que fue necesario volver a probar las condiciones incluyendo y no el paso previo de
precalentamiento, con el proposito de uniformar el procedimiento para ambos pares de
iniciadores.

Para el caso de los iniciadores C-D se confirmaron los resultados obtenidos anteriormente, el
producto especifico para CMVH (242 pb) solo se logré amplificar cuando no se aplicé el paso
inicial de precalentamiento; sin embargo, para los iniciadores de B-actina las condiciones de
trabajo resultaron contrarias, es decir que el producto especifico (274 pb) de este par de
iniciadores solo se amplificd cuando se realizd el paso inicial de precalentamiento. Por lo tanto
se estandarizé el corrimiento de PCR para C-D sin precalentamiento y para B-actina con
precalentamiento. Respecto al control interno del sistema, result6 muy importante porque
evalué la integridad del ADN plantilla de muestras de pacientes y evidencié la funcionalidad del
sistema en la corrida particular.

Ofra variable del sistema en la técnica de PCR, es la cantidad de ADN, en este caso tanto del
proveniente de los controles positivo (MRC-5/CMVH) y negativo (MRC-5), como el de las
muestras sanguineas; como refiere Barrera (1993) un rango recomendable de 0.3 a 1.0 yg e
Innis ( 1997) recomendando un rango de 0.3 a 3.3 ug; por lo que se hicieron corrimientos de
PCR con diferentes cantidades de ADN plantilla, en un inicio utilizando cantidades dobles a
partir de 0.125 pg/ul hasta 2.5 ug/ul.

Encontrandose que para el ADN de pacientes (por las 2 fuentes de material biolégico) y para el
ADN de ambos controles la cantidad 6ptima fue de 0.5 pg para B-actina, evidenciado por la
presencia del producto especifico de 274 pb. Para el par de iniciadores C-D de CMVH, en el
caso del control positivo (MRC-5/CMVH) y del control negativo (MRC-5) resultaron adecuadas
las cantidades de 0.5 pg a 1.0 yg, y para las muestras de pacientes se trabajaron las
cantidades de 0.5 pg a 1.0 ug.

Respecto a la conveniencia de usar la muestra de células mononucleares (origen A) y/o la

muestra de leucocitos (origen B) de cada paciente, se baso en la observacion con el control
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interno de B-actina que resulté positivo con ambas tipos de muestras, excepto ‘en dos casos de
muestra de origen A, que resultaron negativas al producto especifico de 274 pares de bases,
este resultado sumado a la presencia de barrido en varias muestras de pacientes de origen A
aunado al costo mayor de este; llevé a la decision de trabajar y recomendar las muestras de
leucocitos (origen B) como fuente de obtencion de ADN para su empleo en la técnica de PCR.
La diseminacién del CMVH en la sangre es un factor importante en la patogénesis de la
enfermedad, tanto en infeccion primaria como en la reactivacion. Durante la infeccién activa, la
diseminacion de CMVH en sangre es un factor de riesgo significativo para que progrese de
infeccion a enfermedad, lo que suele suceder en pacientes tratados con trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas (Boeckh M, 1998).

El CMVH se caracteriza por estar presente en el organismo en latencia (sin replicacion), en
espera de condiciones adecuadas (inmunosupresién) para su reactivacion (infeccion), la
manera de detectar el paso de latencia a infeccion, es usando la técnica de PCR por tener
mayor sensibilidad, respecto a las otras pruebas diagnosticas, que fue la elegida en el presente
trabajo, partiendo de los iniciadores especificos C-D para CMVH, que aplicé en pacientes en
condiciones de reactivacion.

La técnica de PCR estandarizada en el presente trabajo se emple6 en un estudio de campo
clinico, en el que se analizaron 11 pacientes entre 17 y 49 afios de edad, con afecciones
hematoldgicas, 5 con Leucemia Mielocitica Cronica (4 hombres y una mujer), 4 con Leucemia
Mieloblastica Aguda (1 hombre y 3 mujeres) y 2 con Leucemia Linfoblastica Aguda (1 hombre y
1 mujer), que recibieron trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH) alogénico o
autélogo, todos los pacientes tenian menos de tres meses de haber sido trasplantados.

Se planteo6 la recoleccion de ocho muestras sanguineas a cada paciente, la primera 4 a 5 dias
previos al procedimiento y a lo largo de 100 dias posteriores al trasplante, esta calendarizacion
se disefio de esta manera, debido a que el paciente es tratado previamente con un régimen de
acondicionamiento que implica inmunosupresion, dando lugar a la posibilidad de reactivacion
del CMVH endoégeno, ademas de que el CMVH puede ser aportado por medio de las células del
trasplante y reactivarse posteriormente al mismo, siendo el periodo de mayor posibilidad de
reactivacion entre los 60 y 100 dias post-trasplante. Fueron 51 recolecciones de muestras
sanguineas, todas menos dos, se procesaron para tener 2 fuentes de ADN (origen A,
mononucleares y origen B, leucocitos) usando el mismo método de extraccion.

La presencia de los productos esperados se observd por electroforesis en gel de agarosa,
incluyendo en el corrimiento un marcador de 123 pares de bases. En las 51 muestras

recolectadas de los 11 pacientes, se obtuvo el producto esperado para 3-actina (excepto en las
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muestras 3-5 A y 6-6A); en tanto que en todas las muestras, la deteccién de ADN viral resulto
negativa, ya sea usando ADN de mononucleares o ADN de leucocitos, probando dos
cantidades que fueron 0.5 pg y 1.0 pg para cada ADN plantilla. Estos resultados implican la
ausencia de infeccién en los pacientes muestreados en los diferentes momentos del proceso
del TCPH, datos que concuerdan con la informacién médica respecto a los pacientes, los cuales
no presentaron manifestaciones clinicas de la infeccion por CMVH.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se pueden explicar extrapolando los resultados
reportados por Vela, J. (2000) en México, donde describe un estudio de 140 pacientes con LMC
y de 59 pacientes con LMA, tratados con trasplante de médula ésea o de células progenitoras
hematopoyéticas, con una incidencia de la enfermedad causada por CMVH de 16% y de 9%
respectivamente. Lo que implica que el tamafio de muestra que se trabajé en el presente
estudio (11 pacientes) independientemente de las ocho recolecciones de muestras por cada
paciente que se contempl6, resultdé ser muy pequefio y por lo tanto insuficiente para detectar la
incidencia del CMVH durante el periodo de realizacion del presente trabajo. Aunado a que no se
conto con todas las muestras en las etapas de mayor incidencia de la infeccion (entre los dias
60 y 100 post-trasplante).

Por lo tanto, antes de implementar la técnica de PCR para el diagnéstico de CMVH en
pacientes con afecciones hematoldgicas tratados con TCPH del Centro Médico La Raza, IMSS,
se considera conveniente continuar con un estudio de campo clinico que incluya un numero
mayor de muestras de pacientes, asi mismo se recomienda incluir otros pares de iniciadores
especificos para CMVH, como son: CMVH-531/CMV1107, Hindlll-X-1/Hindlll-X-2, y EcoRI-
DI/EcoRI-D2, ademas de correlacionar los resuitados por este método con otros como el propio

cultivo celular y el de antigenemia, aunado a las manifestaciones clinicas de la infeccion por

CMVH.
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8.0. CONCLUSIONES

- La eleccion del material biolégico de los pacientes a partir de células mononucleares
separadas por gradiente de densidad y a partir de células leucocitarias obtenidas desde sangre
completa por lisis de eritrocitos, para la obtencién de ADN no presento diferencias en cuanto a
las caracteristicas del material obtenido; sin embargo se consideré mas recomendable el uso de

células leucocitarias como fuente de obtencion de ADN para su empleo en la técnica de PCR.

- En el conteo de leucocitos, los pacientes presentaron una concentracion mayor en el periodo
previo al procedimiento de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, y una baja
significativa al momento del procedimiento y siete dias después, y posteriormente una elevacion
paulatina, indicando una recuperacién asociada a una posible mejora en el sistema

inmunolégico.

- Se implementaron las condiciones de cultivo y conservacion de la linea celular de fibroblastos
de pulmén de embrién humano (MRC-5) y del Citomegalovirus humano in vitro, necesitandose
un periodo de 6 a 8 dias para su proliferacion y de 12 a 15 dias para su replicacion,

respectivamente; pudiéndose usar como controles en la técnica de PCR.

- Dentro de las condiciones de trabajo para la técnica de PCR, aplicada a Ia deteccion del ADN
de Citomegalovirus humano empleando el par de iniciadores C-D (UL 123) e iniciadores de
control interno (B-actina), se establecié el 10 mM de cloruro de magnesio como concentracién

de trabajo 6ptima.

El uso de los iniciadores C-D para la deteccion de ADN de CMVH no requiere un paso inicial de
precalentamiento para la amplificaciéon del producto especifico (242 pb), paso indispensable
para los iniciadores de B-actina que solo amplificaron el producto especifico (274 pb) cuando se

realizé dicho paso previo a las condiciones estandarizadas de corrimiento de la PCR.

- El rango de la cantidad 6ptima de ADN de los pacientes y de los controles para el corrimiento

de la PCR usando los iniciadores C-D (especificos para CMVH) fue de 0.5 a 1 pg.
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- Para un corrimiento adecuado de la PCR utilizando el par de iniciadores para’ B-actina (control

interno), la cantidad mas adecuada de ADN de pacientes y de los controles fue de 0.5 pg.

- EI ADN de CMVH por medio de la técnica de PCR con los iniciadores C-D (producto especifico
de 242 pb) no se detectd en las 51 muestras recolectadas de los 11 pacientes involucrados en
el presente estudio, implicando la ausencia de infeccion en los diferentes momentos del proceso
del TCPH de dichos pacientes, resultados que coinciden con la informacién médica de los

pacientes, que no presentaron manifestaciones clinicas de la infeccién viral.

- La deteccion del producto especifico para B-actina (274 pb) fue positiva para todas las
muestras de los pacientes (excepto en las muestras 3-5 A y 6-6 A) con la reaccién de la PCR.
Lo cual implica integridad del ADN gendémico como fuente, para la obtencion del ADN plantilla

para el diagnéstico de infeccion por CMVH en las muestras estudiadas.

- Es necesaria la obtencién de otro grupo de muestras en pacientes con neoplasias
hematolégicas tratadas con TCPH, para determinar con mayor certeza la eficiencia del sistema
aqui estandarizado, para su posible implementacién en forma rutinaria al campo clinico, asi
como la comparacién de ios resultados con un método de referencia como el de antigenemia

pp65, aunado a los datos clinicos de los pacientes estudiados.
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9.0. APENDICE

Solucion buffer de fosfatos (PBS) pH = 7.2

NaCl ..o, 84

KoHPOy..ooooe 1.21¢g

KH,PO4...ooooo 0.34g

H,O destilada

desionizada............ 1000 ml
Ajustar pH

Uso :Obtencion de Mononucleares con Histopaque

Solucion TBE pH 8.0 (1%)

Tris-HCI.................... 10.3 g
Acido bbrico.............. 55¢g
EDTA. ..o 093¢

H,O bidestilada......cbp 1000 ml

Ajustar a pH 8.0
Uso: Electroforesis en gel de agarosa; tanto como diluyente de la

agarosa, como para la bandeja del sistema de electroforesis.

Nota: se usa para electroforesis al 0.5 %.

Agarosa al1 %

Nota: el TBE,se debe usar al 0.5 %
1.- En matraz erlenmeyer de 100 ml, disolver por calor la agarosa
2.- Dejar que baje la temperatura y agregar un pl de bromuro de etidio,

por cada 10 ml de agarosa
Uso: Para detectar presencia de ADN 6 de producto especifico de la técnica de PCR
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Buffer TE

10mM Tris HCI .................. 1.576 g
TmMMEDTA.................... 372.2 g
H,O bidestilada...... .. cbp 1000 mi

Ajustar a pH =7.5-8
Uso: Como diluyente del ADN.

Buffer Loading 5X
50 % Glicerol
15 mM EDTA

0.6 % azul de bromofenol

Buffer TE para lisis de eritrocitos pH 8.8

Trizma base 20 mM ..........
EDTASMM .....................

H, O bidestilada...............

........ 1.211g

Ajustar a pH 8.8 Yy esterilizar
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