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“Relaciéon de la carga viral del virus Epstein-Barr como marcador predictivo en la

Enfermedad Linfoproliferativa Postrasplante Hepético”

ANTECEDENTES

Las enfermedades linfoproliferativas (ELPT) son un grupo heterogéneo de trastornos
linfoides que pueden desarrollarse en pacientes sometidos a trasplantes de 6rganos
sélidos. La incidencia oscila entre un 2 en adultos y 10 % en nifios y alcanzan una
mortalidad de entre el 40 y el 70 %.La amplia gama de presentaciones clinicas van desde
un Sindrome de Mononucleosis y Linfadenopatia, masas hasta Disfuncion Organica
Mudltiple. Los riesgos identificados en pacientes pediatricos post trasplantados son, las
edades tempranas, el uso de Tacrolimus, la carga viral alta y una respuesta inmune

celular baja concomitante.

OBJETIVOS: Describir la relacion entre la carga viral de VEB como marcador predictivo
de la presencia de ELPT y las caracteristicas clinicas de los pacientes postrasplantados
de higado en el Hospital Infantil de México “Federico Gémez” en el periodo enero del

2005 a enero a 2008.

METODOS: Descriptivo, Retrolectivo y Observacional de una Serie de Casos.

RESULTADOS: De enero 2005 a enero 2008 se realizaron 9 trasplantes hepaticos, 3
fueron por serologia para EBV D-/R+ (alto riesgo por serologia), de los cuales uno
desarrollo ELPT a las 100 semanas postrasplante con carga viral de 1450 genomas/mL
de plasma. El tiempo de reactivacion de la infeccién por EBV en promedio para los 9
pacientes fue de 3.3 semanas postrasplante. Siete pacientes pertenecieron al grupo
etario < 5 afos (alto riesgo por edad) de los cuales 4 desarrollaron ELPT con cargas
virales > 800 genomas/mL de plasma. Cinco de nueve pacientes desarrollaron ELPT

diagnosticada por biopsia hepética e inmunohistoquimica. Todos los pacientes
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presentaron elevaciéon de enzimas hepaticas en mas de 4 veces su valor basal, 2
pacientes presentaron linfocitos atipicos en el momento del diagnéstico de ELPT y 3
monocitosis. Dos pacientes presentaron clinica de mononucleosis-like y 3 fueron
asintomaticos en el momento del diagndstico de ELPT con cargas virales de >900
genomas/mL. El paciente numero 9 presento dos eventos de ELPT con diagnéstico
agregado de rechazo celular agudo por biopsia en su segundo evento de ELPT y cargas

virales elevadas.

CONCLUSIONES:

= Para la poblacién estudiada, de acuerdo a los resultados obtenidos, cargas virales
>800 genomas/mL acompafiados de elevacion en los valores de enzimas
hepaticas de hasta cuatro veces o0 mas de sus cifras normales se vieron
relacionados con el desarrollo de ELPT.

= Proponemos un seguimiento mensual de la carga viral de VEB, enzimas hepaticas
y de la cuenta de linfocitos, esto independientemente de la presencia de
manifestaciones clinicas, durante el primer afio postrasplante, ya que dependiendo
del grado de elevacion de estos marcadores biolégicos se puede anticipar la
aparicion de ELPT, lo que permitira iniciar en forma oportuna la adecuada

modulacion de la inmunosupresién.



INTRODUCCION.

La enfermedad linfoproliferativa Postrasplante secundaria a infeccion por Virus Epstein-
Barr (VEB-ELPT) sigue siendo una de las principales complicaciones tras el trasplante de
6rganos sélidos en pacientes de alto riesgo. A pesar de que los factores de riesgo que
predisponen a los pacientes a desarrollar VEB-ELPT han sido bien identificados, las
limitaciones en nuestro conocimiento de su patogénesis, las variables de los criterios para
establecer el diagndstico, y la falta de estudios aleatorizados para abordar la prevencion y
el tratamiento de VEB-ELPT, obstaculizan la Optima gestibn de esta complicacion
postransplante. ELPT ocurre mas cominmente en pacientes pediatricos que en adultos.
La mayor incidencia en los nifios se asocia a al alto indice de seronegatividad de los
receptores en esta poblacion, considerando que la reactivacibn en pacientes de
transplante de 6rgano soélido es exdgena. En los adultos, las tasas oscilan de la siguiente
manera: entre 1% -3% en los trasplantes de riiébn e higado, del 1% -6% en los
trasplantes cardiacos, del 2% -6% en los trasplantes de corazén-pulmén, 4% -10% en los
trasplantes de pulmén, y en hasta un 20% en el trasplantes de intestino. El porcentaje de

afeccion de ELPT en transplante hepatico en nifios asciende al 20%. *



ANTECEDENTES

Mas del 90% de la poblacién mundial esta infectada por el VEB. Estos virus comparten un
tropismo hacia los linfocitos B, y tienen una tendencia a la oncogenicidad. Causa una
enfermedad leve autolimitante durante la infeccién primaria y persiste de por vida en
latencia infectando a las células B.

Estas células pueden perdurar como lineas celulares linfoblastoides inmortales in vitro. En
pacientes inmunosuprimidos, los linfocitos B infectados por VEB puede progresar
rapidamente, resultando en una enfermedad linfoproliferativa monoclonal o policlonal.

Las enfermedades linfoproliferativas (ELPT) son un grupo heterogéneo de trastornos
linfoides que pueden desarrollarse en pacientes sometidos a trasplantes de oOrganos
sélidos. La incidencia oscila entre un 2 en adultos y 10% en niflos y alcanzan una
mortalidad de entre el 40y el 70%. 2

Los riesgos identificados en pacientes pediatricos post trasplantados son, las edades
tempranas, el uso de Tacrolimus, la carga viral alta y una respuesta inmune celular baja
concomitante. La amplia gama de presentaciones clinicas son: Sindrome de
Mononucleosis y Linfadenopatia, fiebre ,hepatomegalia, esplenomegalia, dolor abdominal,
ascitis, falla renal, obstruccién urinaria, anemia hemolitica, hemorragia gastrointestinal,

odinofagia, disfagia, nddulos subcutaneos, pérdida de peso, falla organica muiltiple.



MARCO CONCEPTUAL

El término Enfermedad Linfoproliferativa Postrasplante (ELPT) inducida por virus de
Epstein-Barr-(VEB) describe un grupo heterogéneo de enfermedades linfoproliferativas
asociadas con infecciones por VEB en receptores de érganos solidos y de médula 6sea”.
Los tumores linfoides fueron descritas por primera vez en los pacientes trasplantados en

1968 y fueron llamados " sarcomas de las células reticulo”; un subgrupo de estos se
denomina "pseudolinfomas" debido a que existe la posibilidad de someterse a la
regresion. Frizzera reconocio por primera vez la variable apariencia histolégica de estos
tumores, y en 1981 presentd una clasificacion patolégica para dar cabida a esta
heterogenicidad histolégica®.

Clinicamente, estos trastornos pueden diferir notablemente en las tasas de crecimiento, y
los pacientes pueden manifestar una serie de presentaciones que van desde la difusion
de la participacién local, nodales y para extranodal, incluido el propio érgano de aloinjerto.
La incidencia de ELPT oscila entre 0,8 a 20% y varia con el tipo de trasplante de 6rgano
sélido, la edad de los pacientes trasplantados, los centros de trasplante, y el tipo de
inmunosupresion. Un diagnéstico de ELPT puede relacionarse con tasas de mortalidad
que van hasta un 50-80% °.

La definicién del curso clinico, factores de riesgo, y los resultados terapéuticos de ELPT
se han visto gravemente limitados debido a la falta de: 1) una definicion estandar de
ELPT, incluidos los parametros clinicos e histoldgicos, 2) conocimiento a cerca de los
mecanismos de transformacién y proliferacion de las células infectadas por EBV y 4)
ensayos aleatorizados multicéntricos que demuestren la eficacia de las nuevas
estrategias terapéuticas y profilactias.

La clasificacion més utilizada es la clasificacion patoldgica de la Organizacion Mundial de

la Salud (OMS), ésta divide a la enfermedad en tres categorias: 1. lesiones tempranas, 2.
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ELPT polimérfico, y 3. ELPT monomorfico. Las lesiones tempranas se caracterizan por
Hiperplasia plasmatica reactiva, los ELPT Polimorfico pueden ser policlonales o
monoclonales y se caracteriza por la destruccién de la arquitectura linfoide, necrosis, y
atipia nuclear, mientras que el ELPT monomorfico, la mayoria de los casos (> 80%) se
derivan de células B, similar al linfoma no Hodgkin en pacientes inmunocompetentes. El
subtipo mas comun es el linfoma de células B grandes difuso, pero el linfoma de de Burkitt
/ Burkitt's-parecido y el mieloma de células plasmaticas son también vistos. Rara vez se
producen variantes de células T, que incluyen linfomas periféricos de células T vy, en
raras ocasiones, otros tipos poco frecuentes, incluidas las gamma / delta linfoma de
células T y las variantes de células NK. Y la enfermedad de Hodgkin-parecido linfoma es
muy inusual ’.

La mayoria de los casos de ELPT se asocian coninfeccion por el VEB. Este virus
establece una infeccion asintomatica de la célula B cuando existe supresion de la célula
T. Tienen mayor riesgo los receptores seronegativos que reciben organo de donante
seropositivo para VEB .

El VEB es un gammaherpesvirus con potente actividad transformadora de la célula B.
Infecta a la mayoria de la poblacién adulta y, tras producirse la infeccion primaria, el
individuo se convierte de por vida en un portador del virus. Se transmite por via oral, de
manera que puede detectarse en las secreciones orofaringeas de pacientes con
mononucleosis infecciosa, de sujetos inmunodeprimidos y, a baja concentracién, en
individuos sanos seropositivos. En las fases iniciales de la infeccién primaria, el VEB
infecta los linfocitos B, aunque no se conoce dénde se produce esta infeccion y si en ello
estan involucradas las células epiteliales. EI VEB expresa una serie de proteinas en los
linfocitos B infectados que van a conducir a la proliferacion celular. Generalmente el virus

no replica en los linfocitos B, pero establece una infeccion latente en el 10% de células,



gue posteriormente proliferan como lineas celulares linfoblastoides inmortales. La
infeccidon de la célula B se inicia con la union de una glicoproteina de la membrana viral
(gp 350/220) a la molécula CD21 del linfocito, lo que va a activar la tirosin kinasa Ick y
movilizar el calcio. Esto conduce a un aumento en la sintesis de RNAm, transformacion
blastica, adhesion celular, expresion de CD23 (un marcador de superficie caracteristico de
las células B activadas) y produccion de IL-6. Posteriormente el genoma viral es
incorporado al nucleo. A continuacion se producen una serie de eventos que van a llevar
a la expresion de una serie de proteinas virales en la superficie celular °. En sujetos sanos
se produce una respuesta de las células T frente al VEB que va a conseguir que
disminuya el porcentaje de células B infectadas desde un 10% en la infeccién aguda a
s6lo 1 x 10° o 1 x 10° en la convalecencia. Con el tratamiento inmunosupresor, al
perderse el control por parte de las células T, puede desarrollarse el linfoma.

De forma intermitente, las células B infectadas entran en fase litica, en la cual se lisan y
liberan virus que posteriormente pueden infectar a nuevas células B o ser liberadas a la
saliva y ser fuente de contagio para otros individuos.

Las células B infectadas presentan una expresion limitada de genes latentes virales. Se
han descrito cuatro tipos de expresion de genes latentes. En los inmunocomprometidos
con ELPT, de los aproximadamente 100 genes virales que normalmente se expresan
durante la replicacion, sélo 12 se expresan en las células infectadas: dos pequefios no-
poliadenilados RNAs (EBV-encoded RNAs o EBERs 1 y 2), 6 antigenos nucleares (EBV
nuclear antigens o EBNAs 1, 2, 3A, 3B,

3C y EBNA-LP), tres proteinas latentes de membrana (LMPs 1, 2A y 2B) y BARF (highly
spliced BAMH1 A rightward frame transcripts) '°. Este tipo de latencia se llama latencia lIl.
Esos genes tienen un papel importante en la colonizacion del pool de células B, en el

establecimiento de la infeccidn persistente y en la patogénesis de los tumores asociados



al virus. Evitando la expresion completa de los genes durante la latencia, el VEB reduce el
namero de proteinas virales que pueden ser reconocidas por las células T citotéxicas y
elude la respuesta inmune del huésped !, de manera que las lesiones linfoproliferativas
asociadas al VEB se consideran como el resultado de la proliferacion de células B
latentemente infectadas expresando genes de latencia tipo Ill, en ausencia de vigilancia
CD8+ T citotoxica especifica para VEB. Sin embargo, aunque de manera poco frecuente,
se han descrito otros tipos de patrones de latencia del VEB en ELPT, como latencia tipo I.
En el momento actual no esta claro si la fase de replicacién o fase litica de la infeccion
tiene importancia en la patogénesis de la ELPT asociada al VEB. No obstante, la
deteccién tanto de productos virales asociados con el estado litico como DNA de VEB
libre y la alta sensibilidad y especificidad de esta prueba en el diagnostico de la ELPT
sugiere que la infeccién litica puede ser algo mas que un simple espectador en la ELPT *°.
Ademas, las proteinas virales pueden interactuar o exhibir cierta homologia con una
amplia variedad de moléculas antiapoptéticas, citoquinas y traductores de sefial que
promueven la infeccién, inmortalizacion, transformacion y oncogénesis de las células B
asociadas VEB. Por ejemplo, actuando sobre células B de ratones transgénicos para que
expresen EBNAL se han conseguido desarrollar linfomas, sugiriéndose que EBNA1 puede
tener un papel directo en la oncogénesis. Se sabe también gque el oncogen c-MYC parece
ser una diana importante del EBNA2 *2. LMP1, la proteina esencial para la transformacion
de la célula B inducida por el VEB, es un clasico oncogen en los estudios de
transformacién de fibroblastos en ratones. LMP2 asimismo actla como oncogen. La
reintroduccién de EBERs en células Akata VEB-negativas restaura su capacidad de
crecimiento y tumorgenicidad en ratones SCID y resistencia a inductores apoptéticos,

hallazgos idénticos a los observados en las células VEB-positivas.



Por otra parte, el VEB codifica una serie de interesantes proteinas homologas a las
proteinas humanas que pueden ser importantes para la modulacion del sistema inmune.
La proteina viral BCRF1 muestra un 84% de homologia con la secuencia de la IL-10
humana y, de forma similar a la IL-10, inhibe la sintesis de interferon (IFN)-O por las
células sanguineas mononucleares periféricas in vitro25. Otra proteina asociada al VEB
llamada BARF1 puede bloquear la accion de IFN-a. Teniendo en cuenta que IFN-a e IFN-
O inhiben el crecimiento de las células infectadas por VEB, ambas proteinas pueden
ayudar al virus a evadir el sistema inmune del huésped. Ademas BARF-1 tiene cierta
homologia con la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM1), asi como con el receptor
del factor estimulante de colonias humano (CSF) pudiendo producir inmunosupresion al
antagonizar CSF1 o al ocupar los receptores de ICAM1. Otra proteina viral BHRF1
presenta homologia parcial con el protooncogene humano BCL-2, aumenta la
supervivencia de la célula infectada, permite que se acumulen mutaciones oncogénicas y
que se produzcan altas cantidades de viriones mediante inhibicion de la apoptosis. Pocos
casos de ELPT no se asocian con infecciéon por VEB y comprenden un subgrupo distinto
de ELPT: tienden a ocurrir mas tarde (mediana 50 meses postrasplante), tienen una
histologia mas maligna y son mas agresivos (supervivencia media 1 mes). Algunos
estudios recientes hablan de un aumento en la incidencia de este tipo de ELPT %1112,

El potencial oncogénico de VEB se refiere a su capacidad de transformar e inmortalizar
los linfocitos B, lo que lleva a la posibilidad de incontrolada proliferacion de estas células
transformadoras en personas inmunodeficientes.

Los sindromes clinicos que se derivan de la proliferacion descontrolada de linfocitos
constituyen trastornos linfoproliferativos post-trasplante®®.

La infeccion primaria por VEB en receptores de trasplante seronegativos se ha asociado

con un mayor riesgo de desarrollar ELPT*.



El mayor riesgo se produce en los receptores seronegativos que reciben un 6rgano de
un donante seropositivo (D + /-R). En contraste, ELPT asociados a VEB ocurre con poca
frecuencia en pacientes que son seropositivos antes de VEB trasplante.

El uso de anticuerpos especificos anti-terapias de células T (por ejemplo, OKT3) también
se asocia con un mayor riesgo de desarrollar ELPT. El uso de agentes inmunosupresores
méas potentes podran llevar un mayor riesgo de ELPT™.

Por estas razones, los juicios de los regimenes inmunosupresores se deben supervisar de
forma prospectiva la presencia de VEB enfermedad, en particular en los receptores
seronegativos.

En 1984, Starzl y cols.60 describieron la reversibilidad de la ELPT mediante la reduccion
de la inmunosupresion. La reduccion, e incluso la suspension si es factible, de los
farmacos inmunosupresores es la estrategia inicial mas importante, lo cual puede llevar a
la regresion de la ELPT en 23 a 50% de los pacientes #. Esta estrategia es eficiente en la
ELPT asociada a VEB que ocurre dentro del primer afio postrasplante, pero tiene escaso
valor en la ELPT que ocurre posteriormente o en la ELPT VEB-negativa o de origen en
células T *°. Sin embargo, la reduccién de la inmunosupresion se asocia con riesgo de
rechazo, lo cual puede ser admitido en el trasplante renal, pero no en otros érganos, como
el trasplante hepatico. Esta actitud terapéutica es admitida por la mayoria de los autores
como la aproximacion inicial a la forma polimérfica de la enfermedad; sin embargo, el
manejo inicial de la forma monomérfica es mas controvertido. Aunque se ha documentado
la resolucion de lesiones monomorficas con este tratamiento, ello ocurre de forma menos
frecuente, por lo que se debe asociar a otras pautas de tratamiento. Son precisos mas
estudios para definir qué hallazgos clinicos, histolégicos y moleculares pueden predecir
cudles son los pacientes que van a responder a reduccién de la inmunosupresion. En 36

casos de ELPT, Cesarman y cols. * demostraron que mutaciones del gen BCL6 en



linfocitos transformados se asociaban con una baja probabilidad de respuesta a la
reduccién de la inmunosupresion. Rapamicina y everolimus pueden ser farmacos Utiles
tanto en el tratamiento como en la prevencion de ELPT. Everolimus ha demostrado efecto
antiproliferativo sobre cultivos de linfocitos B transformados por el VEB *?, ** y rapamicina
inhibe eficazmente el crecimiento de linfomas B asociados a VEB en ratones **. Dado que
la enfermedad por citomegalovirus parece ser un cofactor en el desarrollo de ELPT y que
el ganciclovir tiene actividad frente al VEB in vitro *°, algunos autores proponen el uso de
este farmaco. Comparaciones histéricas de la incidencia de ELPT en pacientes que han
recibido o no profilaxis con aciclovir o ganciclovir, tanto durante el inmediato postrasplante
como durante el tratamiento con sueros antilinfocitarios durante el tratamiento del rechazo
agudo, sugieren que el uso profilactico de ambos farmacos puede ser beneficioso *°. El
papel de la administracién pasiva de anticuerpos neutralizantes para VEB a través del uso
de inmunoglobulinas intravenosas no esta claro, aunque los resultados en modelos
animales de ELPT son prometedores.

Es conveniente aclarar las diversas entidades clinicas de la afeccion de VEB, segun la
Sociedad Americana de Trasplantes, para su estudio mas preciso:

La infeccion por VEB: La presencia de la infeccion pasada por VEB es definido como la
ausencia de anticuerpos de clase IgG mediante serologia. La infeccion Activa, por VEB
se define por la presencia de un nivel detectable de carga viral de VEB, medida por un
ensayo de amplificacidon de acido nucleico. La infeccién asintomatica también pueden ser
identificada en especimenes linfoides histopatolégicamente ricos de células infectadas.
VEB enfermedad: VEB enfermedad se define por la presencia activa de la infeccion por
VEB con sintomas o signos atribuible al virus. El espectro de manifestaciones clinicas de
VEB en receptores de trasplante incluye sindrome viral inespecifico, mononucleosis,

trastornos linfoproliferativas y los linfomas malignos.



Desorden Linfoproliferativos post-trasplante: El estandar de oro para el diagndstico de
ELPT es el examen histopatolégico .

Las muestras de los tejidos deben ser interpretados por hematopatologos o un patélogo
gue esté familiarizado con las caracteristicas histopatolégicas de ELPT, usando un
sistema de clasificaciéon™ *°. EI ELPT se caracteriza por borramiento y la destruccion de la
arquitectura por un proceso linfoproliferativo *.

Ademés de la clasificacibn morfologica, la ELPT en tejidos debe ser examinada para
detectar la presencia de VEB por hibridacion in situ.

Ademés podran incluir la caracterizacion de células de origen (B, T, nula, mixta),
subpoblacién de células B (por ejemplo, CD20).

La evaluacion de los pacientes con ELPT deberia incluir también evaluacion radiografica
para documentar la extensibn de la enfermedad (por ejemplo, la tomografia
computarizada) ***°. Algunos expertos recomiendan realizar biopsia de médula 6sea.

La vigilancia de Laboratorio, se debe obtener Serologia para la infeccion por VEB previo
al trasplante de todos los receptores y los donantes. Después de trasplante, la serologia
puede ser menos fiable. En consecuencia, basado en ensayos de acido nucleico como la
reaccién en cadena de polimeriza (PCR) son valiosos en la identificacion de la presencia
activa de la infeccion por VEB después del trasplante®® *°,

No existe consenso con respecto a la mas adecuada vigilancia de laboratorio.
Pretrasplante: Serologia VEB debe obtenerse antes de trasplante en todos los receptores.
La serologia de los donadores es importante para establecer los perfiles de riesgo (es
decir, D + /-R) para VEB receptores seronegativos.

Mientras que algunos expertos recomiendan la ejecucion de sélo el VEB VCA y EBNA

anticuerpos IgG, mientras que otros recomiendan la obtencion de un panel completo
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seroldgicos. Los nifios menores de 1 afio de edad se supone que son seronegativos, pero
puede tener resultados positivos debido a la presencia de anticuerpos maternos.

Carga viral: Los estudios de la sensibilidad y la especificidad de VEB cuantitativos de la
carga viral para el diagnostico precoz de ELPT y la infeccién sintomatica por VEB son
limitadas %. La carga viral de VEB tiene un buen valor predictivo negativo en el rango de
96.1-100% en receptores de trasplante de 6rganos solidos. Sin embargo, la especificidad
de alta carga viral para el diagndéstico de ELPT es pobre, con valores predictivos positivos
en el rango de 28-64.7% después del trasplante de érganos soélidos. Las poblaciones
pediatricas han sido objeto de muchos estudios de carga viral de VEB postrasplante de
o6rganos soélidos. El valor predicativo negativo de la baja la carga viral en adultos
receptores de trasplante de 6rganos sélidos, en particular en aquellos quienes tienen
enfermedad local o derivada del donador ha sido incierto 2. La carga viral de VEB es
poco probable que sea Util en la presentaciéon de las células T o VEB negativo ELPT.
Debido a la presencia de altas cargas virales a menudo es anticipada a la presentacion
clinica de ELPT existe un creciente base de datos para apoyar la importancia cuantitativa
de la carga viral de VEB en el seguimiento de prevencion de ELPT (** ?*> ). Las
tendencias actuales es dar mas valor a las medidas individuales, en particular, en las
presentaciones de alto riesgo donde las intervenciones anticipadas pueden estar
garantizadas. Sin embargo, este ensayo tiene una carencia de estandarizacion. Las
pruebas para asegurar la estandarizacién de la cuantificacién entre ensayos y la mayoria
de los centros usando el mismo ensayo son necesarias. La técnica de ensayo 6ptimo, el
sitio de muestreo (linfocitos vs sangre total vs plasma) y el tiempo de muestreo no se han
determinado aun. Aunque la evidencia preliminar sugiere que una muestra de sangre total
no fraccionada es preferible a una muestra de plasmas para la vigilancia de la carga viral

de VEB, esto requiere de mas validacidon. Pacientes de alto riesgo pueden requerir
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frecuentes muestreos desde el VEB duplica la carga viral en tiempo, tan corto como 56
han sido documentados. Datos sobre la historia natural la carga viral de VEB en
receptores de trasplante en ausencia de intervenciéon son limitados. Esto impide una
definicion clara de “puntos gatillo "que son predictivos del desarrollo de ELPT vy la
intervencion preventiva en la que deberia tener lugar.

Basandose en las pruebas actuales, la utilidad de ensayos de carga viral cuantitativos de
VEB para la vigilancia o el diagnéstico es incierto (ClI) ** %,

El seguimiento de la carga de DNA del VEB en los linfocitos de sangre periférica (PBLS)
de los pacientes trasplantados por PCR competitivo (cPCR) ha demostrado ser util en el
diagnéstico y tratamiento de la infeccion por VEB y enfermedad linfoproliferativa asociada.
Aunque la carga viral también se ha medido por PCR en tiempo real en plasma vy la
sangre total la comparabilidad de los resultados de la carga viral en los distintos tipos de
muestras, determinada por diferentes métodos PCR, aun no esta claro %

Existen diversos estudios para facilitar la seleccion de todo lo anterior, los resultados de
la PCR se clasifican en una carga de cuatro grupos: grupo I, 050 genomas/ml plasma;
grupo I, 50-799 genomas/ml plasma; grupo Il 800-20,999 genomas/ml plasmay grupo IV
021,000 genomas/ml plasma. Los puntos de corte de carga viral para estos grupos se
basaron en la forma en que suelen interpretarse los resultados de las pruebas por PCR
para los ultimos 7 afios.

Grupo | representa un valor que no sea detectado o detectables (aunque sea muy baja)
de un valor similar a los valores observados en infeccion latente en individuos
inmunocompetentes. Grupo Il valores son de 1 a 2 log;p unidades mayores que los
esperados en la infeccion latente normal, pero que no han sido normalmente asociados

con la enfermedad clinica en los pacientes trasplantados.
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Grupos 1l y IV, los valores se consideran muy y muy elevado, respectivamente, y hemos
asociado estos valores con un mayor riesgo para cualquiera que tenga o desarrolle

infeccion sintomética de VEB o ELPT asociada a VEB **?"
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JUSTIFICACION

La ELPT consta de una amplia variedad de presentaciones clinico-patolégicas, las cuales
pueden imitar otras alteraciones y retrasar el diagndstico definitivo y el inicio de una
terapia apropiada. Confiriendo una alta mortalidad que puede ascender a un 70%; alta
morbilidad, incluida la pérdida del injerto. El uso de la carga viral del VEB determinado por
medio de la PCR en tiempo real ha sido documentado como herramienta Gtil en la
identificacion oportuna de la ELPT. Sin embargo, no existe un consenso en los valores de
corte del numero de copias/mL de plasma por PCR y el desarrollo de ELPT en pacientes

post transplante hepatico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cual es la frecuencia y las caracteristicas clinicas de la enfermedad linfoproliferativa en
los pacientes postrasplantados hepaticos secundaria a infecciéon por VEB en el HIMFG?

¢ Existe una relacion en la aparicion de ELPT directamente con la elevada carga viral del

VEB?

13



OBJETIVO GENERAL

Describir la relacion de la carga viral de VEB como marcador predictivo y la presencia de

enfermedad linfoproliferativa, su frecuencia y caracteristicas clinicas en pacientes

postrasplantados de higado en el Hospital Infantil de México “Federico Gomez” en el

periodo de enero 2005 a enero 2008.

PARTICULAR

Establecer el valor de corte de la carga viral para el riesgo de desarrollo de ELPT,
Identificar la frecuencia de la ELPT por EBV en pacientes postrasplante hepatico,
Describir las caracteristicas poblacionales de pacientes que desarrollan ELPT en
el HIMFG,

Describir caracteristicas clinicas de los pacientes que desarrollan ELPT en el

HIMFG.

MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio:
Descriptivo, Retrolectivo y Observacional de una Serie de Casos.
Universo de trabajo:
Pacientes con transplante hepatico durante el periodo de enero 2005 a enero de
2008 en el HIMFG.
Se excluiran aquellos pacientes con expediente incompleto.
Analisis estadistico: frecuencias simples.
Variable dependiente: Enfermedad Linfoproliferativa Postrasplante (ELPT)
Variable independiente:

e Carga viral VEB

e Tiempo de postrasplante de aparicion de ELPT

e Tipo de terapia inmunosupresora
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e (Caracteristicas poblacionales:

Edad

Sexo

Diagnastico de base
Serologia receptor/donador
Clinica

Laboratorio auxiliar
Complicaciones

Tratamiento
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LIMITACIONES DE ESTUDIO
Debido a que el tamafio de la poblacién de estudio es pequefia, sélo podemos estimar la

frecuencia y posible relacion entre la carga viral y el desarrollo de ELPT sin poder sugerir

valores de cortes.
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RESULTADOS

En el periodo de enero del 2005 a enero de 2008 se realizaron 9 trasplantes hepaticos. Se
realizdé una revisibn como serie de casos de estos pacientes trasplantados. De los 9
pacientes, 5 desarrollaron ELPT confirmada por biopsia hepatica e inmunohistoquimica.
La atresia biliar extrahepatica fue el diagnéstico de base mas frecuente en 4 de los 9
pacientes sometidos a Trasplante Hepatico, lo cual se correlaciona con lo reportado en la
literatura. En cuanto al grupo etario, predominaron los menores de cinco afios (7/9), se
captaron 2 adolescentes, uno con tumor hepatico y otro con enfermedad de Caroli.
Predomino el sexo femenino (6/9). En relacién a los donadores, 8/9 fueron donadores
cadavéricos. En lo que respecta a serologia pretrasplante del receptor y donador,
respecto al VEB, tres receptores tuvieron serologia R-/D+,; 5 R+/D+y 1 R+/D-; uno de los
receptores del grupo de alto riesgo presenté ELPT a las cien semanas postrasplante.
Mostramos las caracteristicas demograficas asi como el tiempo de reactivacién de VEB,

en sus diferentes modalidades en la tabla I.
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Tabla I. Caracteristicas demograficas y tiempo de reactivacién de la poblacion

estudiada
INICIO DE
EDAD/SEX SEROLOGIA REACTIVACION
PACIEN O (afios DIAGNOSTICO PRETASPLA INMUNOSUPR O INFECCION
TE No. meses)y DE BASE NTE ESION PRIMARIA * DE
VEB o0 PTLD **
(semanas)
1 2/IF Atresw.l_de Via R+/D+ Tacrolimus 2
Biliar
Hepatitis
2 111/12/F Fulminante R-/D+ Tacrolimus
(VHA)
3 3/IM Atresg.de Via R+/D+ Tacrolimus 2
Biliar
Enfermedad d 2"
4 13/M niermedad de R-/D+ Tacrolimus
Carola 8
Tirosinemia Tipo .
5 16/12 /F | R+/D+ Tacrolimus 4 **
14
6 11/12 /F Atresia Via Biliar R+/D- Tacrolimus
56**
2*
7 3IF Atresia Via Biliar R-/D+ Tacrolimus/Mico 12
fenolato
100**
Tacrolimus/Mico 2
8 16/F Tumor Hepatico R+/D+
fenolato
131**
Hepatitis 2
9 2.8/12 IM Fulminante R+/D+ Tacrolimus 137%*

En la figura I, se muestra la relacién que existe entre la carga viral de DNA en plasma y

desarrollo de ELPT, donde se aprecia que valores > 800 genomas/mL estuvieron

presentes en pacientes que la presentaron.
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Figura 1.
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En cuanto a las diferentes variables de importancia en el seguimiento de un paciente

postrasplantado, en la tabla 2, mostramos los valores en los pacientes que desarrollaron

ELPT y la relacién existente con la carga viral de VEB en plasma.

Valores de Enzimas hepaticas en el momento de presentacién de ELPT y su relacion
con valores de PCR VEB en plasma
Paciente Carga Viral Plasma AST (Ufl) ALT (U/l)
(genomas/ml plasma)
5 2440 217 444
6 2893 89 120
7 1450 088 989
8 648 230 430
9 (@ 939 201 222
9 (b) 1320 336 131

y su relacion con valores de PCR VEB en plasma

Valores de leucocitos, linfocitos y monocitos en el momento de presentacion de ELPT

Carga Viral Plasma
Paciente (genomas/ml Leucos Linfocitos Monocitos
plasma)
5 2440 800 48* 31
6 2893 3400 66* 19
7 1450 9800 59 6
8 648 8500 66 13
9(a) 939 8900 60 6
9 (b) 1320 8500 30 6

* Se reportaron linfocitos atipicos en el momento de la ELPT: paciente 5, 25%; paciente 6, 65%

valores de PCR VEB en plasma

Manifestacion clinica en el momento de presentacion de ELPT y su relacién con

Carga Viral Plasma .
. Mononucleosis- : " Rechazo
Paciente (genomas/ml . Asintomatico :
like Injerto
plasma)

5 2440 X

6 2893 X

7 1450 X

8 648 X X
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En la figura 2, se muestra que los pacientes que desarrollaron ELPT, presentaron valores
cuatro veces por arriba de los valores normales de enzimas hepaticas, como
alaninoamino transferasa (ALT) y aspartatoamino transferasa (AST) y carga viral elevada
en plasma.

En la figura 3, se muestra la relaciébn de los valores representativos en la biometria
hematica, tales como leucocitos, linfocitos (incluyendo atipicos) y monolitos; predomino la
cuenta elevada de linfocitos, que traducen habitualmente afeccion viral, en los pacientes
que desarrollaron ELPT, y su relacion con los valores de VEB en plasma, obtenidos por
PCR en tiempo real.

En la figura 4, se muestra la relacion de las manifestaciones clinicas en los pacientes que
desarrollaron ELPT, y su relacion existente con la carga viral de VEB en plasma, habra
que recordar que estas variables fueron categorizadas en mononucleosis-like, masa,
asintomaticos, rechazo celular (sélo confirmados por biopsia hepatica) y sepsis.

En la figura 5, mostramos la relacion que existe entre el comportamiento de la carga viral
dependiendo de la regulacion del régimen de tratamiento inmunosupresor y su
clasificacién de acuerdo en el grupo riesgo para desarrollo de ELPT, el cual se muestra en

la tabla 3.

20



21



22



MANIFESTACIONES CLINICAS EN PACIENTES POSTRANSPLANTADOS
Y SU RELACION EN EL TIEMPO
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TIEMPO (MESES)
Infeccion mononucleosis-like ® Masa @ Asintomatico @ Sepsis @ Rechazo de Injerto ®

ELPTV

FECHA DE TRANSPLANTE (PACIENTE)

PACIENTE 1: 11-09-05; PACIENTE 2: 28-08-07; PACIENTE 3: 02-05-05; PACIENTE 4: 24-09-05;
PACIENTE 5: 17-05-06; PACIENTE 6: 30-12-04; PACIENTE 7: 03-01-05; PACIENTE 8: 31-01-05;
PACIENTE 9: 20-05-05

Figura 4
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Figura 5




TABLA 3

Valores de PCR plasma categorizados en 4 grupos de riesgos (genomas/ml

plasma)a
Paciente Grupo | (O50) Grup;%g) (50 Grugg’lglég)BOO (CDSrngp 85\6)
1 0 2 1 0
2 0 0 0 0
3 0 4 0 0
4 0 2 1 0
5 0 0 1* 0
6 0 1 2* 0
7 0 13 20* 0
8 0 1 4 0
9 0 8 24* 0

a Las cifras reportados son los nimeros de muestras positivas, encasilladas en el
grupo correspondiente de acuerdo a su valor.
* Muestra e evento ELPT (paciente 5, 2240; paciente 6, 2893, paciente 7, 1450,

paciente 8, 648, paciente 9, 939 y 1320)

Valores de PCR Leucos totales categorizados en 4 grupos de riesgos
(genomas/p ADN leucos totales)a

: Grupo Il (10- | Grupo Il (4000- Grupo IV

Paciente Grupo | (010) 3999) 29,000) (0130,000)
1 0 2 0 0
2 0 0 0 0
3 0 17 0 0
4 0 3 1 0
5 0 1* 0 0
6 0 8* 0 0
7 0 23* 10 0
8 0 8* 0 0
9 0 29* 1 0

a Las cifras reportados son los nimeros de muestras positivas, encasilladas en el
grupo correspondiente de acuerdo a su valor.

* Muestra e evento ELPT (paciente 5, 1630; paciente 6, 1749, paciente 7, 1303,
paciente 8, 456, paciente 9, 382 y 2535)

Grupo I: representa valores detectados o no (aunque muy bajos), similares a los
valores en infeccion latente en pacientes inmunocompetentes.

Grupo Il: valores mas altos que aquellos esperados en infeccidn latente normal, pero
los cuales no han sido asociados tipicamente con enfermedad clinica en pacientes
trasplantados.

Grupo Iy IV: son considerados altos y extremadamente altos respectivamente y se
han asociado con un riesgo incrementado para tener o desarrollar infeccion

sintomatica de VEB o ELPT asociada a VEB.
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DISCUSION:

En nuestro estudio se incluyeron 9 pacientes transplantados en un periodo de tres
afios, la mayoria contaron con factores de riesgo ya establecidos 2, como el grupo
etario menor de 5 afos (7 pacientes), el uso de Tacrolimus (9 pacientes, 2 con uso
de micofenolato agregado) como régimen inmunosupresor, la carga viral de VEB

elevada en plasma establecida en los grupos de riesgo Il y IV 227

(4 pacientes),
la serologia R-/D+ (3 pacientes). De estos pacientes, 5 desarrollaron enfermedad
linfoproliferativa confirmada por biopsia y estudio inmunohistoquimico. Dentro de
éstos 2 pacientes desarrollaron la forma mas temida como lo es la expresion
neoplasica, El paciente No. 6, en su evolucion en diciembre del 2007, presento
dolor abdominal constante e inexplicable, llegando a la decision de LAPE donde
se reportd en tejido de yeyuno “Linfoma de Hodgkin difuso de células grandes,
inmunofenotipo T y LMP-1 positivos. Asi mismo se realizd biopsia hepética con
reporte de rechazo agudo, colangitis y pericolangitis leve. Este paciente
ulteriormente, fuera ya de nuestro periodo de estudio, en febrero del 2008 se
realizo nueva biopsia hepéatica con reporte de infiltrado policlonal de predominio de
linfocitos T y en mayo del 2008 nueva biopsia con reporte de rechazo celular
minimo agudo y crénico incipiente. Lo cual nos puede traducir la relevancia de la
afeccion de VEB a la postre.

Por otro lado, otro paciente que compartié este tipo de afeccién por VBE con ELPT

en su forma neoplasica, fue el No. 5 la cual en enero del 2007, tras datos clinicos

de dolor abdominal, amerita realizacion de LAPE con reporte de “duodeno,
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yeyuno, ileon, ganglios mesentéricos con infiltrado por Linfoma No Hodgkin difuso
de células grandes de alto grado. Con perforacion intestinal secundaria a linfoma
con reseccién de intestino, con dudodenostomia y 2 anastomosis ileales y
yeyunostomia de una boca. Asi mismo fue la Unica paciente sometida a manejo a
base de anti-CD 20 (“Rituximab”) por un periodo de 3 semanas. Respecto a este
tema, No existen estudios randomizados para alguna de las posibles opciones
terapéuticas del ELPT. S6lo hay publicados casos aislados o series limitadas de
pacientes. El uso de Rituximab cuenta con nivel de evidencia “D”. Incluso la
disminucién de la inmunosupresién cuenta con nivel de evidencia “C” %8,
Regresando a nuestra paciente, ésta presento una serie de complicaciones a
nivel abdominal como sepsis y dehiscencia de duodenostomia. Y posteriormente,
fuera de nuestro periodo de estudio, en mayo y agosto del 2008, se realiza biopsia
hepatica con reporte de rechazo cronico extenso con necrosis hepatica extensa.
Falleciendo en mayo del 2009 con diagndstico de defuncion de displasia multifocal
y cancer hepatocelular, infiltracion por Linfoma No Hodgkin células grandes
inmunofenotipo B, multiples episodios de rechazo agudos e infeccion por VEB y
rechazo cronico. Lo cual nuevamente nos traduce la importancia de una
monitorizacion estrecha en este tipo de pacientes.

Por otro lado, el paciente No. 9 present6 perdida del injerto en diciembre del 2006,
tras eventos previos de colangitis, rechazo celular agudo y crénico diagnosticado
por biopsia hepatica, ameritando un segundo trasplante hepatico. Posterior a esto,
presenta nuevamente datos de rechazo celular IB el cual coincide con segundo

evento de ELPT en misma biopsia. Contando con primer evento de ELPT tan sdlo
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3 semanas previas. Sin embargo, no se considero disminucion de la
inmunosupresién ante mas sospecha de rechazo, lo que favorecid el segundo
evento de ELPT, esto pone de manifiesto la encrucijada ante la cual pueden verse
implicados los médicos trasplantdlogos, ante 2 situaciones con tratamientos
completamente opuestos. En este ejemplo en particular, la carga viral del VEB en
plasma fue elevada, lo que puede apoyar mas el diagnostico de ELPT y el rechazo
sea secundario a esto. La evolucion del paciente hasta el momento ha sido
favorable.

Dentro de nuestras variables, las que demostraron relacion aparente con la
aparicion de ELPT, fueron las enzimas hepéaticas elevadas en mas de 4 veces su
valor base (todos los pacientes con ELPT) los linfocitos atipicos solo en 2
pacientes y monocitosis en 3 pacientes. La clinica no fue representativa en
términos generales, puesto que 3 pacientes de 5 que desarrollaron ELPT fueron
asintomaticos en el momento del diagndstico. El tiempo de presentacion de
reactivacion de VEB fueron en promedio en los nueve pacientes de 3.3 semanas
lo que coincide con lo reportado en la literatura *3.Todos los pacientes que
presentaron ELPT obtuvieron cargas virales en plasma elevadas, siendo

categorizados en el grupo de riesgo Ill (800 — 20,999 genomas/ml plasma) %’
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CONCLUSIONES:

» Para la poblacion estudiada, de acuerdo a los resultados obtenidos, cargas
virales >800 genomas/mL acompafiados de elevacién en los valores de
enzimas hepdticas de hasta cuatro veces o mas de sus cifras normales se
vieron relacionados con el desarrollo de ELPT.

= Proponemos un seguimiento mensual de la carga viral de VEB, enzimas
hepaticas y de la cuenta de linfocitos, esto independientemente de la
presencia de manifestaciones clinicas, durante el primer afio postrasplante,
ya que dependiendo del grado de elevacion de estos marcadores biolégicos
se puede anticipar la aparicion de ELPT, lo que permitira iniciar en forma
oportuna la adecuada modulacion de la inmunosupresion.

= En ausencia de tratamiento eficaz para la ELPT, la mejor estrategia es la
prevencion. Los pacientes con alto riesgo deben ser identificados
pretrasplante y monitorizados de forma cuidadosa para detectar infeccion
VEB, siendo este seguimiento de manera estricta de manera mensual
durante el primer afio postrasplante.

» Dado que la infeccion primaria postrasplante es un importante factor de
riesgo para el desarrollo de ELPT, el status serolégico para VEB debe
determinarse en todos los potenciales receptores de trasplante.

» La monitorizacion de la carga viral es importante, puesto que puede permitir
la prevencion de la enfermedad mediante reduccion de la inmunosupresion
iniciada a tiempo.
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Las cargas virales elevadas, por arriba de 800 genomas/ml plasma se han
asociado a mayor desarrollo de ELPT. Sin embargo, hasta la actualidad no
existe un valor de cohorte ni un consenso en el tipo de muestra (sangre
total, leucocitos en sangre periférica, plasma) para la monitorizacion de este
tipo de pacientes sometidos a trasplante de 6rgano sélido.

La monitorizacion de las enzimas hepdaticas, asi como la cuenta de
linfocitos (atipicos y no) y monocitos son herramientas auxiliares en el
diagnéstico de ELPT.

La clinica al ser tan amplia y diversa, puede ser poco util, e incluso los
pacientes asintomaticos, pueden desarrollar ELPT, por lo que la
monitorizacion de las cargas virales de VEB son la herramienta mas util y
benéfica demostrada.

Algunos pacientes reportaron cargas virales muy elevadas, por arriba de
3000 genomas/ml plasma, sin embargo, el diagndstico confirmatorio de
ELPT por biopsia no fue considerado en ese momento por los médicos
tratantes. Pero si se optd por disminuir el régimen de inmunosupresion lo
cual disminuy6 de manera significativa las cargas virales elevadas. Lo que
apoya nuevamente este tratamiento como el mas util y a la mano que se

cuenta en nuestro medio.
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