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1. Caracteristicas del adenovirus humano

El adenovirus humano (HAdV) es un virus sin envuelta, perteneciente al género
Mastadenovirus de la familia Adenoviridae. Los HAdV engloban a mas de 60 tipos
diferentes clasificados en siete subgrupos o especies (de la A a la G) basadas en sus
caracteristicas bioldgicas, inmunoldgicas y bioquimicas [1, 2] (Tabla 1). En la tabla 1 se
muestran asi mismo las preferencias en cuanto a tropismo tisular de las diferentes
familias. La especie A esta relacionada principalmente con el tracto gastrointestinal [3],
mientras que los subgrupos B y C son mas comunes en enfermedades del aparato
respiratorio [4]. HAdV-D es el mayor causante de conjuntivitis [5-7], y el HAdV-E esta
asociado a infecciones oculares (conjuntivitis) y respiratorias [8]. Finalmente, las
especies F y G son agentes causales, principalmente, de gastroenteritis [3, 9, 10].
Ademas, el HAdV-36 se ha asociado con la obesidad, y existen estudios que sugieren

que los HAdV tienen un papel relevante en el desarrollo de la misma [11, 12].
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Figura 1. Estructura la particula viral del HAdV.

La estructura de la particula virica del HAdV, con un diametro de entre 70 a 100
nm, se compone de dos elementos principales: el nicleo o core que contiene el genoma
de ADN lineal de doble cadena, y la céapside externa. La capside posee simetria
icosaédrica y estd formada por tres componentes principales: el hexdn, proteina
mayoritaria y localizada en las caras y bordes de la capside; la base penton, situada en

los vértices; y la fibra unida a la base penton (Figura 1). La fibra es una proteina
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trimérica con un dominio globular en la parte distal, responsable de la union del virus al
receptor de la célula hospedadora[13]. La longitud de estas fibras varia entre los
distintos tipos de HAdV, en funcion del nimero de repeticiones en la secuencia de
aminoéacidos del eje de la fibra, que va desde 6 repeticiones en HAdV3 hasta las 22 en
los HAdV2 y HAdV5 [14, 15].

Las proteinas menores de la capside, llla, VI, VIII, y IX confieren estabilidad a
la a la estructura del virion [16], y juegan papeles fundamentales en los procesos que
ocurren tras la internalizacion, tales como la penetracion del endosoma, la activacion

transcripcional, y la reorganizacion nuclear (proteina 1X) [17, 18].

El core de la estructura del HAdV consiste en el ADN genémico de doble
cadena y 6 proteinas. ElI genoma se encuentra condensado y asociado a las proteinas V,
VII y p [19], y con el extremo terminal unido covalentemente a dos copias de la
proteina terminal (TP) [20]. La proteina VII, una proteina de caracteristicas similares a
las histonas, organiza el genoma viral en estructuras similares al nucleosoma,
permitiendo la condensacion del ADN del HAdV [21, 22]. La proteina V interviene en
la unién del ADN viral con la cépside, a través de interacciones con la proteina VIl y la
base penton [22, 23]. Los viriones completamente maduros contienen también la
proteina 1Va2, que interactia de manera especifica con el promotor mayor tardio del
genoma de HAdV, necesario para el empaquetamiento del ADN del virus [24, 25].
Ademas en el nicleo se encuentra la proteasa del HAdV (AVP), esencial en el proceso
de maduracion de las nuevas particulas viricas [26].

El genoma del HAdV es una molécula de ADN de doble cadena linear, con un
tamano de entre 34 a 37 kb y que porta unos 40 genes [5]. Flanqueando ambos extremos
del genoma se encuentran las repeticiones terminales invertidas (ITRs) que actian como
origen de replicacion junto con la secuencia de empaquetamiento (V). La organizacion
del genoma es similar en los distintos tipos de HAdV, pudiendo dividirlo en tres
regiones: temprana (E1A, E1B, E2, E3, E4), intermedia (IX e 1Va2) y tardia (L1-L5).
Cada una de estas regiones se corresponde con los distintos patrones/etapas de

expresion duranteel ciclo de infeccion del virus (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del genoma de HAdV5. Las flechas indican la direccion de la
transcripcion. Adaptada de Bratati S. et al., 2014 [27].

La infeccion de la célula hospedadora es un proceso gue se inicia con la union
de la fibra de HAdV a sus receptores celulares; mayoritariamente el receptor de
coxsackie-adenovirus (CAR) y el receptor CD46, y en menor medida la desmogleina 2
(DSG-2) son los receptores empleados por HAdV para el reconocimiento de su célula
diana [28-32]. De manera alternativa, algunos miembros pertenecientes a HAdV-D
reconocen el &cido sialico como receptor en lugar de CAR o CD46 y en los tipos de
HAdV-2 y 5, el heparan sulfato de proteoglicanos (HSPGs) puede mediar la infeccion
cuando la union a los receptores CAR no es posible [17]. Tras la fase de unién, ocurre
una interaccion entre la base pentona del virus con las integrinas avB3 y avB5 celulares,
permitiendo la internalizacion de las particulas virales a través de endocitosis mediada
por clatrina [33]. Una vez dentro del endosoma, la particula viral sufre una
decapsidacion parcial debida en parte a la acidificacion del endosoma, causando la
liberacion de varias proteinas virales, entre ellas la proteina VI, cuya actividad litica
media el escape del virus al citoplasma [34, 35]. Posteriormente, el virion parcialmente
decapsidado es transportado mediante la red microtubular hasta la envoltura nuclear,
donde se ancla al complejo de poro nuclear, a través del cual el ADN viral junto con la
proteina VII (estabilizadora del ADN) se introducen en el nucleo de la célula huésped
[36] (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica del ciclo de vida del adenovirus. Adaptada de
Martinez-Aguado P. et al., 2015 [37].

Una vez en el nucleo, el genoma viral se transcribe a ARNm temprano cuyas
proteinas resultantes son esenciales para el siguiente proceso, la replicacion del ADN
viral (comenzando entre las 6 y 8 horas post-infeccion), y finalmente el ARNm tardio es
sintetizado. Las nuevas proteinas de la capsida y el core que han sido sintetizadas son
importadas del citosol al nucleo celular para el ensamblaje de las nuevas particulas
viricas. Un ciclo replicativo completo conlleva entre 24 y 36 horas y genera unos 10°

viriones por célula infectada [38].

2. Epidemiologia

Las infecciones mas comunes causadas por HAdV son las respiratorias, oculares
(faringeo-conjuntival, queratoconjuntivitis) y gastrointestinales. En los huéspedes
inmunocomprometidos pueden presentarse infecciones severas o diseminadas, pero esto
ocurre rara vez en pacientes inmunocompetentes [39]. Cabe destacar ademas la

creciente importancia que, como agente causal de la neumonia adquirida en la
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comunidad, ha adquirido HAdV gracias al uso cada vez més extendido de herramientas

moleculares de diagndstico [40].

HAdV presenta una distribucion global y la mayoria de las epidemias que
provoca ocurren en el invierno o principios de la primavera, pero las infecciones
ocurren durante todo el afio sin una clara estacionalidad [41]. La mitad de los casos de
infecciones por HAdV son asintomaticos, y por ello la mayoria de ellas no estan
documentadas, asi que la informacion epidemioldgica deriva generalmente de estudios e

investigaciones de vigilancia de brotes esporadicos.

Las especies B y D de HAdV, principales responsables de las infecciones
oculares, generan casos de queratoconjuntivitis y conjuntivitis hemorragica aguda que
predominan en el continente asiatico durante el invierno y primavera, mientras que la
fiebre faringeo-conjuntival circula en su mayoria en China, Australia y Estados Unidos
durante el verano [39]. En el caso de las infecciones respiratorias, causadas
generalmente por las especies B 'y C de HAdV, son endémicas en la mayoria de paises a
nivel mundial, y suelen ocurrir en invierno, primavera y principios de verano. La gran
mayoria de enfermedades gastrointestinales de HAdV que estan causadas por la especie
F, ocurren durante todo el afio, y su incidencia varia entre el 1 y el 8% en paises
desarrollados, mientras que en paises en vias de desarrollo se encuentra entre el 2 y el
31% [38, 39].

La transmision del HAdV se produce facilmente de persona a persona a traves
de fluidos corporales, incluyendo heces y secreciones respiratorias de las personas
infectadas[38]. EI HAdV es resistente a las secreciones gastricas y biliares, por lo que
puede alcanzar la mucosa intestinal y replicarse. Se trata de un virus muy resistente en
el medio externo, llegando a sobrevivir hasta 3 semanas en ambientes secos. Ademas, al
tratarse de un virus sin envuelta, son resistentes a la mayoria de desinfectantes [39]. Por
ello, una correcta desinfeccion en las unidades de trasplantes y cuidados intensivos es

fundamental para evitar la transmision del HAdV en pacientes inmunosuprimidos.

El periodo de incubacion varia de 2 a 14 dias. Es importante destacar que el
HAdV puede residir latente en el tejido linfoide, parénquima renal, u otros tejidos

durante afios [42]. Por otro lado la reactivacion del virus puede ocurrir en pacientes
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severamente inmunodeprimidos [43]. El transporte asintomatico del HAdV puede
persistir durante semanas o0 meses. Debido a la estabilidad que presentan estos virus y su
facil transmision, se han descrito importantes brotes de infeccion que pueden llegar a
provocar epidemias que pueden propagarse rapidamente entre poblaciones cerradas (por

ejemplo, hospitales, guarderias, orfanatos o piscinas publicas [39, 42].

Tabla 1. Especies, tipos y tropismos tisulares de HAdV. Adaptada de T. Lion, 2014 [1]

) Tipos ]
Especies ] ] Tropismo
(serotipos/genotipos)

Entérico y
A 12,18, 31, 61 : ]
respiratorio

Respiratorio,
3,7,11, 14, 16, 21,

oculary
34, 35, 50, 55, 66

renal

Respiratorio,
ocular,
C 1,2,5,6,57 "
hepético y

linfoide

8-10, 13, 15, 17, 19,

20, 22-30, 32, 33, Oculary
36-39, 42-49, 51, 53, entérico
54, 56, 58-60, 63-67

Respiratorio

E 4

y ocular
F 40,41 Entérico
G 52 Entérico
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3. Impacto clinico de las infecciones por adenovirus

El HAdV se ha considerado durante muchos afios el agente causal de
enfermedades que iban desde infecciones respiratorias y oculares agudas a
enfermedades gastrointestinales mas severas, pero en cualquiera de los casos nunca se le
asociaba a sintomatologias clinicas graves [44]. Sin embargo, hoy sabemos que el
HAdV es una de las causas mas comunes de enfermedades viricas asociadas con el
trasplante, presentando ademas una elevada morbilidad y mortalidad [1, 3]. Ademas, el
uso cada vez més generalizado de nuevas técnicas moleculares de diagndstico ha
permitido identificar al HAdV como agente causal tanto de casos aislados como de
brotes de neumonia adquirida en la comunidad (NAC) en individuos

inmunocompetentes [40, 45, 46].

La infeccion respiratoria por HAdV en individuaos sanos ocurren mas
frecuentemente en nifios sanos (en particular, menores de 4 afios) o en adultos en
entornos cerrados en condiciones de hacinamiento (escuelas, hospitales, instalaciones
militares) [47-49]. La gran mayoria de los casos de infeccion cursan de manera
autolimitada. Las infecciones diseminadas y fatales son raras en huéspedes

inmunocompetentes [50, 51].

3.1. Infeccion y enfermedad en pacientes inmunodeprimidos

Las enfermedades mas graves producidas por HAdV son sin duda las que
afectan a los pacientes inmunodeprimidos, en los cuales la infeccién representa una
seria amenaza para la supervivencia. Las deficiencias en el sistema inmune pueden estar
causadas por deficiencias manifestadas desde la infancia (inmunodeficiencias primarias
0 congenitas) o al empleo de medicacion inmunosupresora en el caso de pacientes
receptores de trasplantes de progenitores hematopoyéticos (TPH) o de 6rgano solido
(TOS). En el caso de las inmunodeficiencias congénitas, particularmente en las
inmunodeficiencias combinadas severas, son frecuentes las infecciones pulmonares
graves y recurrentes causadas por HAdV, las cuales pueden llegar a ser letales con tasas
de mortalidad de hasta el 55% [3, 52].

Actualmente, el nimero de TPH y TOS han aumentado espectacularmente

debido a los avances de las terapias inmunosupresoras, esenciales para la prevencion de
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la enfermedad de injerto contra huésped (EICH) en receptores de TPH, asi como del
rechazo en el TOS. Ademas de las dificultades relacionadas con la funcionalidad o el
rechazo del 6rgano trasplantado, un problema importante después del trasplante es el
desarrollo de infecciones virales, entre las cuales HAdV destaca como el virus que ha
registrado el mayor incremento en su incidencia, sobre todo en las unidades pediatricas
[3]. Diferentes estudios han puesto de manifiesto en los Gltimos afios el creciente
impacto de las infecciones por HAdV (principalmente de las familias B y C) en estos
pacientes inmunodeprimidos [44, 53-55]. En el caso de los TOS la enfermedad esta
relacionada con el tipo de trasplante. De esta manera, pacientes trasplantados de
pulmén, higado, rifidn o intestino delgado pueden manifestar neumonia, hepatitis,

nefritis, cistitis hemorragica, enteritis y enfermedad diseminada [56].

Los pacientes pediatricos receptores de TOS presentan una mayor incidencia y
gravedad en las enfermedades producidas por HAdV que en adultos [57]. En trasplantes
de higado pediétricos, la incidencia de la infeccion varia del 4 al 10%, con tasas de
mortalidad de un 53% [3]. Las infecciones en estos pacientes estan asociadas a los
serotipos 1, 2 y 5 de las especies C de HAdV. En los trasplantes renales la incidencia de
la infeccion por HAdV alcanza el 12% con tasas de mortalidad de hasta el 18% [43].
Estas infecciones estan asociadas a especies B de HAdV que provocan como sintomas
principales cistitis hemorragica y nefritis [43]. En los trasplantes de corazon y pulmoén
la infeccion por HAdV se identifica en entre el 7% y el 50% de los pacientes
pediatricos, presentando un cuadro clinico caracterizado por vasculopatia coronaria,
bronquiolitis o pérdidas del injerto [58]. La tasa de infeccion en el caso de trasplante
intestinal o multivisceral se encuentra entre el 4% y 57% Yy en estos pacientes es

frecuente encontrar casos de enfermedad diseminada por HAdV (Tabla 2) [1, 59].

Las infecciones por HAdV son frecuentes y estan bien caracterizadas en el
receptor pediatrico de TPH. Se manifiestan con un espectro clinico variado incluyendo
neumonia, colitis, hepatitis, cistitis hemorragica, nefritis tabulo-intersticial y encefalitis,
pudiendo causar enfermedad diseminada con frecuencia fatal. La enfermedad
diseminada por HAdV se observa en 10-20% de los casos, con tasas de mortalidad
asociadas superiores al 50% [56]. La infeccion por HAdV puede ocurrir en cualquier
momento después del trasplante, aunque numerosos estudios sefialan una mayor

incidencia durante los 100 primeros dias después del TPH en adultos, mientras que
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suele ser méas precoz (<30 dias) en pacientes pediatricos [1, 56, 60]. En pacientes
pediatricos receptores de TPH alogénico se registran tasas de infeccion del 3-47% y
mortalidades superiores al 50% (Tabla 2) que dependen de diversos factores como la
edad, el régimen de condicionamiento empleado, el método diagnostico y la naturaleza
del estudio realizado (prospectivo o retrospectivo) [56, 61, 62]. Las tasas de infeccion
en adultos suelen ser inferiores, del 3% al 15% [1, 62]. Tanto en pacientes adultos como
pediatricos receptores de TPH alogénico, un aumento de la carga viral de HAdV en
sangre periférica superior a 10> copias/ml en pacientes de alto riesgo o 10* en pacientes
de bajo riesgo (determinada mediante PCR cuantitativa), y a pesar del tratamiento

antiviral, se asocia a tasas de mortalidad cercanas al 100% [63].

La infeccion por HAdV en receptores de TPH generalmente se detecta dentro de
los 100 dias posteriores al trasplante [3, 64]. La enfermedad generalmente esta
localizada (por ejemplo, tracto urinario, tracto gastrointestinal, tracto respiratorio
superior o inferior) pero la diseminacion puede ocurrir en 10-30% de los casos[3]. La
linfopenia aguda, la EICH aguda, el aislamiento de ADN de HAdV en mas de un sitio, y
las altas cargas virales de HAdV en plasma (>10* copias/ml) se asocian con una mayor
mortalidad [39, 64]. En un estudio de 123 receptores de TPH alogénicos pediatricos
consecutivos, el 12.3% desarroll6 infecciones sintomaticas por HAdV. La supervivencia
general fue mucho peor en los pacientes con infecciones por HAdV (15,4%) en
comparacion con los sujetos no infectados (50%; p<0.03). En el andlisis multivariado,
el factor de riesgo mas importante asociado a la mortalidad fue la infeccion por HAdV
(p<0.001) [65]. Sin embargo, el prondstico puede ser bueno, particularmente cuando la
carga viral es baja y no supera las 10° copias/ml en aquellos pacientes con bajo riesgo.
Un estudio retrospectivo en receptores pediatricos de TPH detectdé HAdV en sangre
(mediante PCR) en 11 de 26 pacientes (42%), en 7 de los cuales (63%) la viremia
desaparecio sin tratamiento antiviral [66]. En otro estudio de 116 receptores adultos de
TPH que se sometieron a una monitorizacién semanal de HAdV en sangre mediante
PCR, 14 (12,1%) desarrollaron viremia por HAdV [64]. Sélo cinco fueron tratados con
cidofovir y sélo uno murié como resultado de la infeccion por HAdV. En otro estudio
de receptores pediatricos de TPH, la determinacion semanal de HAdV en plasma
identificd a 57 pacientes con infeccion; 8 (14%) de los cuales tenian enfermedad
diseminada. Los 57 pacientes fueron tratados con cidofovir intravenoso y la curacion

clinica y microbioldgica se logré en 56 de ellos (98%). Un paciente murié de neumonia
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por HAdV [188]. La cuantificacion de la carga de ADN de HAdV mediante PCR en
tiempo real en plasma de receptores de TPH podria servir para identificar a los
pacientes con alto riesgo de infeccion diseminada en base al establecimiento de puntos
de corte estandares, o para evaluar la respuesta al tratamiento antiviral utilizado en cada
caso [67].

La incidencia de infecciones por HAdV entre los receptores adultos de TOS
presenta un rango del 5 al 22%, generalmente dentro de los primeros 6 meses
posteriores al trasplante [3, 56, 68]. Se han observado infecciones por HAdV en
receptores de trasplantes de higado [69], renal, corazon [70], intestinal, y pulmén [70,
71]. Entre los receptores de TOS, los factores de riesgo para HAdV incluyen: edad
pediatrica [3, 69] , estado positivo para HAdV en el donante y negativo en el receptor y
recepcion de anticuerpos antilinfocitarios [68]. En un estudio prospectivo en pacientes
peditricos, se detectd viremia por HAdV (por PCR) dentro de los 12 primeros meses
posteriores al trasplante en 19 de 263 (7.3%) receptores de TOS, incluidos: higado
(8.3%), rifion (6.5%) y corazén (6.7%) [69]. En el momento de la viremia, 11 pacientes
(58%) estaban asintomaticos. Todos se recuperaron espontaneamente sin secuelas. En
una revision retrospectiva de 484 pacientes pediatricos con trasplante de higado, 49
(10%) desarrollaron infecciones por HAdV de los cuales 9 (3.4%) murieron por
infeccion invasiva[69]. En otra revision retrospectiva de 191 receptores de trasplante de
higado en adultos, 11 (5.8%) tenian infeccion por HAdV y se documentaron 2 (1%)
muertes relacionadas con HAdV [71]. En estos casos las manifestaciones clinicas de la
infeccion por HAdV suele estar relacionado con el érgano trasplantado[59]. En los
receptores de trasplante de higado, el HAdV generalmente causa hepatitis, ictericia y
hepatomegalia[3]. En pacientes con trasplante renal, la cistitis hemorragica es el
sintoma principal y ademas puede afectar el aloinjerto renal, lo que puede llevar a la
pérdida del injerto [38]. En los receptores pediatricos de trasplante cardiaco, la
presencia de HAdV en las biopsias endomiocardicas posteriores al trasplante aumentd el
riesgo de pérdida del injerto y de enfermedad de la arteria coronaria posterior al
trasplante [72, 73]. En una cohorte de 383 receptores de trasplante de pulmon, solo se
identificaron 4 infecciones por HAdV que corresponde a una incidencia en pacientes
pediatricos del 8% y en pacientes adultos del 0.4%. Sin embargo, los cuatro
desarrollaron neumonia hemorragica severa y necrotizante y todos murieron durante los

45 dias posteriores al trasplante [74].
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Aunque el HAdV puede causar infecciones fatales en los receptores de TOS, no
se han establecido las indicaciones para el tratamiento con cidofovir para infecciones
leves. La viremia por HAdV puede ser asintomatica y desaparecer
espontaneamente[70]. No se recomienda la vigilancia de rutina de PCR en los
receptores adultos de TOS. Ademas, el tratamiento con cidofovir se reserva para

pacientes sintomaticos con neumonia o infeccion diseminada [39].

Tabla 2. Impacto clinico de las infecciones por HAdV en pacientes receptores de TPH

y TOS adultos y pediatricos.

Incidencia de la

_ . Mortalidad
infeccion
Adultos 3-15% >50%
TPH
Pediatricos 3-50% >60%
Adultos 4-20% 1-10%
TOS
Pediatricos 4-60% >60%

3.2. Infeccion y enfermedad en pacientes inmunocompetentes

Las infecciones causadas por HAdV en pacientes inmunocompetentes suelen ser
autolimitadas, de carécter leve y cursar de manera asintomatica, sin embargo, cada vez
con mas frecuencia se reportan en la literatura cientifica casos de infecciones
respiratorias graves por HAdV, en algunos casos con resultados fatales para el paciente
[75, 76]. Los brotes epidémicos en individuos inmunocompetentes suelen ocurrir
durante los meses de invierno y primavera, mientras que en pacientes
inmunocomprometidos ocurren durante todo el afio. La mayoria de las infecciones
ocurren durante los primeros 5 afios de vida, con un pico de incidencia a los 2 afios [77,

78], debido a la inmadurez de la respuesta inmune de tipo humoral.
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La mayoria de infecciones respiratorias estan asociadas a especies C de HAdV y
en nifios suponen un 15% de todas las infecciones que ocurren en el tracto respiratorio
superior y el 5% en el inferior [77]. En general, estas infecciones respiratorias no
revisten gravedad, sin embargo se dan casos, especialmente en individuos jovenes,
donde pueden requerir el ingreso en unidades de cuidados intensivos [79], la utilizacion
de ventilacion mecénica asistida [79, 80], o de soporte vital extracorpéreo [81].
Frecuentemente se han documentado casos de infecciones por HAdV en adultos
inmunocompetentes, especialmente en el personal militar [50]. Actualmente existe una
vacuna para el personal militar estadounidense en forma de tabletas que previene las
enfermedades respiratorias causadas por los tipos 4 y 7 de HAdV (especies E y B
respectivamente) la cual presenta una eficacia del 99,3% [82]. Por otro lado, desde hace
una década y gracias al desarrollo de modernas técnicas en biologia molecular, se ha
detectado un aumento de los casos graves de NAC en adultos sanos causada
principalmente por los tipos 3, 7, 11 y 14 de HAdV-B [45]. Los HAdV son los agentes
causales del 3% de las NAC, y mas del 60% de los pacientes en los que se produce la
enfermedad, necesitan intubacion y ventilacién mecéanica [83]. Las tasas de mortalidad
se situan en torno al 24% [84], pese a que en algunos casos la administracion temprana

de cidofovir se ha relacionado con mejorias sintomaticas de la enfermedad [85].

En nifios, las infecciones gastrointestinales producidas por los tipos 40 y 41 de
HAdV-F, son responsables de entre el 5-15% de las diarreas agudas [86]. Una de las
infecciones méas contagiosas son las queratoconjuntivitis producidas por los HAdV-D,
que pueden resultar en una disminucién de la capacidad visual de los pacientes
afectados [87].

A pesar de la manifiesta existencia de inmunidad adquirida en la mayoria de
adultos frente a multiples tipos de HAdV, existen evidencias de infecciones latentes en
los sistemas linfaticos, gastrointestinal y urinario [42, 88, 89]. Estas infecciones
permiten la deteccidn de los virus en las heces y orina después de una infeccion aguda e
incluso en casos de infecciones asintomaticas. Un requisito indispensable para el
desarrollo de infecciones persistentes por HAdV es evadir al sistema inmune del
hospedador mediante diversos mecanismos. Entre estos se incluye la inhibicion de la
apoptosis en las células infectadas, anular las respuestas al interferon y el factor de

necrosis tumoral, la prevencién de la expresion del complejo mayor de
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histocompatibilidad de clase I, y el blogqueo de las respuestas inmunes tanto celular

como adaptativa [90-93].

4. Respuesta inmune frente al HAdV

La infeccion viral es un proceso que comprende multiples etapas desde la
entrada del virus, la replicacion de su genoma, la transcripcion y la liberacion de
viriones recien formados. La célula infectada puede detectar uno o mas de estos
eventos, lo que desencadena la secrecion de IFN-a/f o la activacion de otros
mecanismos de defensa, como la apoptosis. Ciertos tipos de células pueden reconocer
una infeccién temprana incluso antes de que se replique el virus, pudiendo responder a
ella mediante la apoptosis [94-96]. Sin embargo, la mayoria de los tipos de células
reconocen los virus entrantes en una etapa posterior al detectar moléculas de ARN de
doble cadena (ARNdc) que se producen durante el proceso de replicacién de muchos
virus de ARN y ADN. La deteccion de ARNdc provoca la produccion de citoquinas
como el IFN tipo I (IFN-a/B), que normalmente no se sintetiza por células no infectadas
[96]. La secrecidon de IFN-a/p se produce rapidamente después de la infeccion viral.
Esta respuesta temprana de produccion de citoquinas inducida por el virus no se limita a
IFN-0/B. Ciertos virus tienen el potencial de infectar y activar rapidamente a
macrofagos para producir citoquinas antiviricas adicionales, como TNF-a [96, 97], que
pueden desencadenar actividades antivirales independientes. Otra citoquina involucrada
a este nivel seria la interleuquina-2 (IL-2), un factor de crecimiento de células T que
regula la proliferacion y diferenciacion de linfocitos y que, junto a TNF-o forma parte
de las citoquinas proinflamatorias. La IL-2 actia aumentando el recuento de células
CD4 vy, por lo tanto, ayudando a reconstituir el sistema inmunitario [98]. Ademas,
estimula la sintesis de interferdn, y la liberacion TNF-a y TNF-B lo que desemboca en
un aumento de la respuesta inmunoldgica [98]. No obstante, la induccion de IFN-a/B es
ampliamente aceptada como la respuesta del huésped antiviral mas inmediata e

importante a muchas infecciones virales [97].

Se sabe que IFN-a/B inhibe la replicacion de muchos virus in vitro, incluidos
picornavirus (PCV), retrovirus, virus influenza (VI), virus de la estomatitis vesicular
(VSV), virus del herpes simple (HSV), adenovirus, reovirus [96], virus de la hepatitis B

y C[99, 100], entre otros. Ademas, muchos virus son sensibles a la actividad antiviral de

31



IFN-0/B in vivo porque se replican de forma incontrolable en ratones que recibieron
anticuerpos neutralizantes contra IFN-a/p [101] o que fueron genéticamente deficientes
para el receptor de IFN-a/p [102-104] o IFN-y [104]. Sin embargo, en la mayoria de
estos estudios in vivo, es dificil determinar si el IFN-o/p contribuy6 a la eliminacion
viral mediante mecanismos antiviricos directos o inmunorreguladores indirectos. Sin
embargo, se demostré que in vivo IFN-o/B inhibia la replicacion de ciertos virus no
citopatica [105] y, por lo tanto, que éstos no respondian a la actividad
inmunorreguladora de la citoquina. Finalmente, es importante tener en cuenta que los
diferentes virus pueden ser sensibles al IFN-o/f [96]. De hecho, incluso diferentes cepas

del mismo virus pueden ser sensibles al IFN-o/f [105].

Ademas de sus actividades antivirales directas, IFN-o/f puede inhibir la division
celular, estimular las funciones efectoras de las células NK, CTL y macrofagos, regular
la expresion de las moléculas MHC de clase | y MHC de clase I, inducir la sintesis de
Ig en las células B [102], y estimular la proliferacion de células T con fenotipo de
memoria [106]. Todas estas funciones sugieren que IFN-a/p puede controlar las
infecciones virales no solo por sus actividades antivirales directas, sino también por la
modulacién de la respuesta inmune innata y adaptativa [107].

Las poblaciones derivadas de células T son las encargadas de migrar el tejido infectado,
reconocer el antigeno viral y realizar sus funciones efectoras, donde se incluye la

produccion de citoquinas antivirales, especialmente IFN-y, IL-2 y TNF-a [98].

Tanto IFN-y, IL-2como TNF-a pueden jugar un papel critico en el control de la
infeccion viral en varios niveles diferentes. Primero, pueden reclutar y activar
macrofagos, células NK y células T para realizar sus funciones efectoras, incluida la
produccion de monoquinas y citoquinas inmunorreguladoras y antivirales [98, 104]. En
segundo lugar, pueden polarizar la respuesta de las células T hacia el desarrollo de
funciones efectoras antivirales necesarias para el control de las infecciones virales. En
tercer lugar, pueden regular el procesamiento de antigenos, el transporte y la expresion
de MHC localmente en las células infectadas [107]. Finalmente, pueden ejercer

actividad antiviral directa.

Los efectos antivirales de las citoquinas inflamatorias estdn mediadas por las

vias celulares inducidas que interfieren con una o mas etapas en el ciclo de replicacion
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viral que acaba en la eliminacion completa o parcial del virus en la célula mientras que

mantiene su integridad funcional [106].

Los anticuerpos antivirales acaban siendo detectables relativamente tarde en la
mayoria de las infecciones cuando se piensa que son los principales responsables de la
prevencion en la diseminacion célula-célula y en la resistencia a la reinfeccion [102].
Sin embargo, en ciertos casos, los anticuerpos antivirales también pueden controlar la
produccién o liberacién de virus de las células infectadas, y pueden actuar

sinérgicamente con las citoquinas antivirales en este sentido [98, 102].

Al igual que otros virus, la replicacion de HAdV estd controlada por las
respuestas inmunitarias innata y adaptativa [98]. La secrecion rapida de citoguinas
antivirales, como interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral (TNF),
interleukina-1 (IL-1), IL-2, y proteina inflamatoria de los macrofagos, es desencadenada
por HAdV Yy se dirige a diferentes pasos en el ciclo viral, lo que limita la amplificacion

y propagacion del virus.

Ademas, las células efectoras innatas, en particular las natural killer, que pueden
destruir las células infectadas por virus de forma inespecifica, son reclutadas y activadas
[98, 108]. El efecto de las citocinas inducidas por la infeccion es contrarrestado por
productos virales como la proteina de 55 kDa E1B, codificada por HAdV. Esta proteina
media la represion transcripcional de los genes inducibles por IFN, lo que facilita la

replicacion viral [1, 109].

4.1. Respuesta innata

La respuesta innata contra HAdV implica factores intrinsecos presentes a niveles
constantes y factores innatos dirigidos por la célula huésped ante la exposicion viral.
Estos factores ejercen efectos antivirales al unirse directamente al virus o a

componentes virales [110].

Los anticuerpos, en particular las lg, protegen contra las infecciones letales
causadas por virus, incluidos los HAdV [110]. Surgen principalmente de células

plasmaticas y otras células B innatas, y se dirigen contra epitopos especificos de
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proteinas virales u otros productos bioldgicos. Las Ig normalmente reconocen sus
dianas en el espacio extracelular, bloquean sus funciones bioldgicas y los dirigen a la
degradacidn en las células inmunitarias para la presentacion de antigenos [91].

Por otro lado, los péptidos antimicrobianos son efectores inmunes innatos
potentes que se han conservado a través de la evolucion. En la infeccion por HAdAV, la
inhibicion por las a-defensinas ocurre temprano durante la entrada, y estudios detallados
identificaron la penetracion del endosoma como el paso especifico bloqueado por las

mismas [111].

Ademas de proporcionar la primera linea de defensa, el sistema inmune innato
apoya la proliferacion y la diferenciacion de la respuesta inmune adaptativa mediada
por los linfocitos T y B. La generacion de linfocitos T especificos contra HAdV facilita
la lisis de las células infectadas mediante un mecanismo dependiente de perforina [1,
112].

4.2. Respuesta adaptativa

Aunque la gran cantidad de tipos existentes de HAdV implica que puede
esperarse que la expresion de antigenos que representan potenciales dianas de los
linfocitos T sea altamente polimorfica, las células T producidas contra HAdV,
incluyendo los subconjuntos CD4 y CD8, mostraron una reactividad cruzada con
diferentes especies de adenovirus [113]. Estas observaciones indican que dichos
linfocitos T reconocen secuencias conservadas de residuos de aminoacidos de una
proteina estructural de HAdV [114]. De hecho, una de las dianas inmunodominantes
méas importantes de las celulas T es la proteina hexdn adenoviral, que contiene
componentes antigénicos genéricos comunes a todas las especies de adenovirus [115].
Por lo tanto, se cree que la exposicion a los HAdV durante la infancia y la consiguiente
generacion de linfocitos T citotoxicos con reaccidon cruzada conducen a una amplia
inmunidad frente a HAdV en adultos [116-118].

Las personas sanas suelen portar linfocitos T especificos contra HAdV, que
pueden identificarse por diversos métodos, como los ensayos de secrecion de interferén

gamma, la citometria de flujo de citoquinas o la deteccion de multimeros de clase | del
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complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) [115, 119, 120]. La ausencia de células
T especificas contra HAdV tiene un impacto negativo en el curso de las infecciones por
HAdV vy, de igual modo, la reconstitucion de la respuesta de linfocitos T especificos
contra HAdV se correlaciona con el control de la infeccion [119, 121]. El hecho de que
los epitopos reconocidos por los linfocitos T CD4 y CD8 sean compartidos entre
diferentes especies y tipos de HAdV sugiere que las células T con estas especificidades
pueden proteger contra la mayoria, si no todos, los HAdV, y este hecho puede ser
utilizado para la inmunoterapia mediante la utilizacion de la transferencia de células T

adoptiva o basada en vacunas para tratar infecciones por estos virus.

A pesar de esta reactividad cruzada significativa entre los diferentes serotipos de
HAdV en las respuestas de células T que parecen reconocer epitopos recientemente
caracterizados en la proteina hexén, se ha visto que los HAdV presentan genes que
codifican para proteinas inmunorreguladoras que pueden atenuar las respuestas
inmunitarias innatas o adquiridas [43].Muchas de estas proteinas estan codificadas por
los genes de la region de transcripcién temprana E3 y no son esenciales para la
replicacion viral en el cultivo celular. Por ejemplo, E3-gp19K bloquea el transporte de
antigenos MHC de clase | a la superficie de la célula infectada mediante su union a la
tapasina, una proteina transmembrana de tipo | que ayuda a las moléculas MHC de clase
| a permanecer en su estado de péptido receptivo. Estos procesos conducen a la
inhibicién de sefiales para la activacion de las células T citotdxicas [115, 121]. Otros
genes E3 antiapoptdticos, como los que codifican para el complejo de proteinas RIDo/
(internalizacion y degradacion del receptor), inhiben la muerte celular inducida por
TNF-a. También se ha demostrado que las proteinas E3 inhiben la estimulacion por
TNF-a de la sintesis de citoquinas (IL-8, MCP 1 e IP-10)[114]. Estos y otros
mecanismos inmunomoduladores, asi como las propiedades citoliticas del virus en si,

pueden ser responsables de las manifestaciones de la enfermedad adenoviral [43, 121].
5. Tratamientos antivirales frente al adenovirus humano

El tratamiento de la infeccion por HAdV solo se recomienda en pacientes
inmunocomprometidos, especialmente en pacientes sometidos a alo-TPH, que tienen el

mayor riesgo de infeccion grave [1, 37].Actualmente no se dispone de una terapia
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antiviral eficaz y segura para el tratamiento de las infecciones por HAdV. Se han
reportado resultados muy variables en cuanto a su eficacia para varios agentes
antivirales [122, 123]. Entre los farmacos antivirales disponibles en el mercado, solo el
ganciclovir (GCV), la ribavirina y el cidofovir (CDV) mostraron una eficacia in vitro
contra diferentes serotipos de HAdV (Figura 4) [124].
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Figura 4. Estructura de los farmacos antivirales de amplio espectro de uso comun para

el tratamiento de infecciones por HAdV [37].

Cidofovir es un anéalogo de nucleétido de la citosina que inhibe la replicacion del
ADN viral mediante una incorporacion competitiva mas eficiente en el ADN (Figura 5).
Muestra eficacia contra varios virus de ADN, pero solo esta aprobado por las
autoridades sanitarias para su uso en el tratamiento de la retinitis por HCMV en
pacientes con SIDA [125, 126]. Cidofovir exhibe actividad antiviral contra todas las
especies de HAdV, pero tiene una biodisponibilidad oral baja y una toxicidad
significativa (necrosis tubular), ademéas de no conferir proteccion a largo plazo [127].
Ademas, en 2014, Gilead Sciences, el fabricante de cidofovir (Vistide®), solicitd
formalmente la cancelacion de la autorizacion para comercializar cidofovir en Europa,
alegando problemas con su produccion y la disponibilidad de terapias alternativas para
las indicaciones para las que fue aprobado (retinitis por HCMV) [37]. Actualmente, e
incluso con su baja biodisponibilidad y nefrotoxicidad, el cidofovir es el farmaco anti-
HAdV de eleccion para la terapia preventiva [128] o en aquellos casos mas graves

donde la infeccion ya se ha identificado [129]. La eficacia clinica informada de
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cidofovir frente al HAdV en el contexto del alo-TPH es altamente variable, ya que
algunos estudios muestran una baja o completa falta de eficacia, mientras que otros

muestran tasas de éxito superiores al 70% [37].
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Figura 5. Mecanismo de accién del CDV.

Brincidofovir (CMX001), un conjugado lipidico biodisponible por via oral de
cidofovir, utiliza proteinas de la membrana plasmatica celular (flipasas) para una rapida
entrada en las células, lo que resulta en concentraciones intracelulares mas altas [130].
Se ha demostrado que es eficaz para erradicar la infeccion diseminada por HAdV
cuando se evaluan en el modelo de hdmster sirio, que es permisivo para la replicacion
de HAdV5. En este modelo, los hamsteres sirios estan inmunosuprimidos con
ciclofosfamida, lo que aumenta la replicacion del virus en varios d&rganos
(principalmente en el higado) y la patologia HAdV. La eficacia y seguridad mostrada
por brincidofovir en el tratamiento de infecciones por HAdV en este modelo animal de
infeccion impulso su estudio en posteriores ensayos clinicos para evaluar su eficacia y
seguridad como parte de su desarrollo clinico [131].La administracién de brincidofovir

ha demostrado ser segura en voluntarios sanos [132, 133]. En 2016finalizé un estudio
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multicéntrico de Fase Il para evaluar la eficacia de brincidofovir en el tratamiento de la
infeccion por HAdV del que lamentablemente no se han reportado resultados hasta el
momento (NCT02087306) [133].

La ribavirina es un agente antiviral de amplio espectro que muestra actividad in
vitro contra los virus de ADN y ARN. Es un analogo de nucledsido de la guanosina,
pero su mecanismo de accion es incierto y adn controvertido, con diferentes
mecanismos propuestos para explicar su actividad [124, 134, 135]. La ribavirina tiene
actividad variable contra diferentes tipos de HAdV, mostrando una actividad maxima
contra el subgrupo C, aunque las concentraciones plasmaéticas alcanzadas por la
ribavirina son 10 veces mas bajas que el valor ICs, requerido [136].

El GCV es otro analogo de nucledsido que se ha utilizado para el tratamiento de
infecciones por HAdV, con resultados variables [61]. El trifosfato de GCV es un
inhibidor eficaz de la ADN polimerasa de HAdV in vitro (Figura 6) [124]. Sin embargo,
debido a que HAdV carece de la timidina quinasa viral, y las quinasas celulares son

ineficientes para la fosforilacion de GCV, su actividad anti-HAdV es pobre (Figura 6).

Célula infectada por HCMY ! QUINASA N Célula infectada por HAdY
| | QUINASA | W  Lelulaintectada por TACK
h 4 \ / HAdY, | \

Figura 6. Mecanismo de accion del GCV frente HCMV y HAdV.

Algunos estudios retrospectivos han mostrado una menor incidencia de
infeccion por HAdV en pacientes que reciben GCV como profilaxis frente a HCMV
38



[137]. Sin embargo, GCV no mostr6 una reduccion significativa de la infeccion cuando
se uso para tratar las infecciones por el HAdV y, ademas, indujo neutropenia, lo cual es
especialmente critico en pacientes que reciben TPH [137]. Segun estos datos, no hay
justificacion para usar este medicamento para el tratamiento de HAdV; sin embargo, un
articulo reciente demostro que el GCV fue eficaz en el tratamiento de la infeccion por
HAdV en un modelo de Hamster sirio, lo que devolvié el GCV al repertorio opcional de
medicamentos anti-HAdV [37]. Ademas, un profarmaco de éster valilico de GCV,
valganciclovir (VGCV), ha mostrado una actividad anti-HAdV significativa en el
mismo modelo animal de infeccion [138]. ElI hamster sirio es permisivo para la
replicacion de HAdV en érganos y tejidos y la infeccion causa una patologia similar a la
observada en humanos [132].
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Il. JUSTIFICACION
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De entre todos los agentes infecciosos relacionados con el trasplante, las
infecciones virales representan una causa importante de morbilidad y mortalidad en
pacientes receptores de trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) [139].
Mientras que las infecciones causadas por HCMV contintan siendo las mas frecuentes
entre las infecciones virales en pacientes trasplantados [140], las mejoras en las técnicas
diagndsticas realizadas en los Gltimos afios han permitido la identificacion de otros virus
capaces de producir infeccion tras el TPH, los cuales son causa significativa de
morbilidad y mortalidad [53, 141]. Entre ellos, HAdV destaca como el virus que mayor
incremento ha registrado en cuanto a su incidencia [3]. EI TPH alogénico constituye un
factor de riesgo mayor de la infeccion por HAdV, conjuntamente con la edad [1]. En
estos pacientes, la presencia de adenoviremia se asocia con enfermedad grave [1]. La
incidencia de las infecciones por HAdV en pacientes receptores de alo-TPH no esta
actualmente esta bien definida, especialmente en adultos; asi, algunos estudios muestran
tasas de incidencia del 3% al 47% en pacientes pediatricos [1, 56, 142], mientras que
dichas tasas parecen ser inferiores en pacientes adultos, del 3% al 15% [1, 143]. Aunque
la mortalidad general de las infecciones por HAdV es aparentemente menor en
pacientes adultos sometidos a alo-TPH, en trabajos previos la enfermedad
potencialmente mortal se ha asociado invariablemente con la ADNemia de HAdV [1,
144, 145]; sin embargo, esta afirmacion se deriva fundamentalmente de estudios
realizados en pacientes pediatricos receptores de un alo-TPH [144] o en una evaluacion
retrospectiva de pacientes pediatricos y adultos previamente seleccionados después del
diagnéstico de enfermedad diseminada por HAdV [145]. Es frecuente un resultado fatal
en casos de enfermedad diseminada, con tasas de letalidad reportadas que alcanzan
hasta 60-80% para nifios y adultos [128, 144-147].

En un estudio retrospectivo reciente que monitorizaba la reactivacion de HAdV
en receptores de TPH alogénico, se muestran viremias por HAdV en el 15% de los
pacientes, los cuales presentaban ademas una cinética de reconstitucion de linfocitos
CD4+ significativamente mas lenta que aquellos pacientes que no presentaron viremia
[1, 148]. En otro estudio prospectivo reciente, en el que se evaluaba la reconstitucién de
linfocitos en pacientes sometidos a doble trasplante de sangre del cordon umbilical,
observaron que para el dia 30 el contaje de linfocitos era altamente predecible, con
retraso en la recuperacion de células T CD4+ y CD8+ virus-especificas durante el

primer afio post-trasplante, sugiriendo que la mejora en la reconstitucion de células T
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virus-especificas jugaria un papel importante en la evolucion clinica de estos pacientes
[149]. Por otro lado, Guérin-El Khourouj et al. mostraron que la monitorizacion de la
secrecion de INF-y por los linfocitos CD4+ HAdV-especificos resultaba de gran
utilidad en la deteccion precoz de pacientes de alto riesgo, especialmente en aquellos
con compatibilidad 9/10 en el HLA [150]. En pacientes adultos, se postulan como
factores de riesgo el trasplante haploidéntico o de cordén de donante no emparentado, la
enfermedad injerto contra huésped (EICH) de grado III/IV y el tratamiento con
alentuzumab [38, 56, 142, 146, 148, 151], aunque éste ultimo farmaco ya no forma

parte en general del tratamiento de los pacientes receptores de trasplante.

En pacientes pediatricos, la deteccion de cargas virales elevadas de HAdV en
heces medidas por PCR puede preceder a la deteccion de la viremia en dias o semanas
posteriores y, por el contrario, la eliminacion fecal en niveles bajos no se sigue de
viremia posterior [128]. Como ocurre con el HCMV, la identificacion precoz de los
pacientes que estan en riesgo de desarrollar enfermedad invasiva por HAdV,
monitorizando la viremia por PCR antes de la aparicién de enfermedad, podria ser
beneficiosa para estos pacientes. Algunos centros realizan vigilancia de la replicacién
de HAdV en receptores de alo-TPH pediatricos; aunque puede producirse el
aclaramiento espontaneo de la viremia, valores crecientes se relacionan con la aparicion
de enfermedad invasiva. Si se detecta viremia, estaria indicada la monitorizacion de
enfermedad de drgano, para lo que se tomarian muestras de las localizaciones mas
frecuentes. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con HCMV, el beneficio del
tratamiento anticipado basado s6lo en la deteccion de viremia no se ha establecido y no
se ha recomendado de forma rutinaria dada la toxicidad asociada al uso de cidofovir.
Por otro lado, el tratamiento anticipado con cidofovir podria reducir la carga viral pero
no hay datos claros que apoyen que reduce la incidencia de enfermedad, ni que sea
eficaz en el tratamiento de la enfermedad ya establecida [152]. Por otro lado, y a pesar
de sus prometedores resultados, el brincidofovir, conjugado lipidico del cidofovir, esta
siendo actualmente evaluado en un ensayo clinico fase Il [132, 153] y, por tanto, no

esta en la actualidad disponible en la practica clinica.

En los pacientes adultos no estan bien definidas las recomendaciones del cribado
con caracter general. Segun las guias europeas [151] podria estar recomendado en

pacientes de alto riesgo (BIlI) y prolongarse en funcidon del grado de reconstitucién
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inmune. En estos pacientes (alto riesgo) si se detecta viremia, podria estar indicado el
tratamiento anticipado (BIIl) y la monitorizacion semanal de la viremia por PCR
cuantitativa [151].

En cuanto a las indicaciones para el tratamiento de la enfermedad establecida
[151], estaria indicado tanto en la enfermedad probable (sintomas focales mas PCR
positiva en la muestra correspondiente o sintomas generales y PCR positiva en sangre,
excluyendo otras etiologias infecciosas) como en la probada (sintomas focales y
deteccion de HAdV en biopsia o LCR, y fallo multiorganico con deteccion de
adenovirus en necropsia) [151]. El tratamiento de eleccion, en ausencia de un farmaco
especifico aprobado para este uso, era cidofovir (BIII), hasta su reciente retirada, en
distintas pautas de dosificacion, sin que ninguna demostrara ser superior a otra. Como
tratamiento coadyuvante se puede considerar utilizar IgG (BIIl), reducir la
inmunosupresion si es posible (All), y utilizar células T con inmunidad especifica
(BIN).

La transferencia adoptiva de linfocitos T especificos de antigeno es una
estrategia prometedora para el tratamiento de infecciones por HAdV [154]. Hay varias
aproximaciones posibles que tienen en comin la obtencidn de linfocitos autélogos, que
son estimulados ex vivo y expandidos artificialmente para ser reinfundidos. El riesgo de
infeccion por HAdV esta asociado, como en otras infecciones virales, con la falta de
recuperacion de las células T especificas enddgenas. EI conocimiento detallado de la
respuesta inmune celular en infecciones por HAdV en pacientes receptores de TPH
resulta de gran importancia a la hora de disefiar nuevas aproximaciones de terapias
celulares, para proveer al paciente de proteccién fisiolégica mediante la transfusion de
celulas T especificas frente a HAdV [148, 150].

Mientras que frente a HCMV existen estrategias establecidas de profilaxis, asi
como tratamientos antivirales de eleccion, como ganciclovir, en la actualidad no existe
un antiviral especifico aprobado para su uso frente a HAdV. El agente terapéutico mas
utilizado actualmente es cidofovir, analogo de nucle6tido, aunque no ha sido aprobado
por las autoridades sanitarias para su uso especifico frente a HAdV. Se necesitan
grandes estudios prospectivos para optimizar el diagnostico y el uso de agentes

antivirales disponibles en la actualidad porque las indicaciones para el TPH se han
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incrementado enormemente después de la introduccion de acondicionamientos no
mieloablativos y la mayor aplicacion de los procedimientos de trasplante con células T
deplecionadas [137].

El GCV esta aprobado para la profilaxis de HCMV en pacientes trasplantados, y
en dichos casos puede haber suprimido la infeccion diseminada por HAdV [137], por lo
que el GCV podria considerarse una opcion para el tratamiento de infecciones por
HAdV en personas inmunocomprometidas [129].

En estudios previos se ha sugerido que el uso de GCV, utilizado como estrategia
preventiva o profilactica para las infecciones por HCMV, era capaz de reducir
moderadamente la incidencia de infecciones por HAdV, lo que indica un posible papel
en su profilaxis [155], aunque hasta ahora no se ha observado una correlacion entre la
incidencia de infeccion o enfermedad por HCMV vy la de infeccién HAdV [61, 137]. Se
ha visto también que la incidencia de infeccion por HCMV es similar entre pacientes
que desarrollaron infeccion por HAdV post-trasplante y aquellos que no. Ademas, en
aquellos pacientes con infeccion por HAdV, cuando se presenta también infeccion por
HCMV, el inicio de ésta ocurre con mayor frecuencia después de la infeccion por

HAdV, lo que sugiere que HCMV no promueve la reactivacion del virus [137].

El tratamiento de las infecciones por HAdV usando GCV en humanos ha sido
una préactica controvertida, ya que la razén cientifica detras de esto es tenue, pues para
su efectividad, el GCV debe ser inicialmente fosforilado por una quinasa viral a la
forma de monofosfato activo y no se conoce que los genomas de HAdV codifiquen
ninguna quinasa [125]. Sin embargo, el GCV a elevadas concentraciones micromolares
puede inhibir la replicacion de HAdV in vitro, y existe alguna publicacion puntual sobre
su eficacia clinica para el tratamiento de la infeccion por HAdV y la patogénesis en
pacientes trasplantados [44, 129], aunque su actividad es menor que frente a HCMV
[123, 156, 157].

Entre los diferentes aspectos que necesitan ser esclarecidos relativos a la
infeccion por HAdV en receptores adultos de TPH destaca la importancia de la
determinacion de la carga viral del HAdV en sangre, a partir de la cual poder catalogar
la infeccion por HAdV en cuanto a su asociacion con la presencia de sintomas clinicos

[54, 151]. La vigilancia y la monitorizacion de la carga viral del HAdV, en muestras
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biolégicas de pacientes inmunodeprimidos asintomaticos de alto riesgo, permitiria
iniciar un tratamiento anticipado y reducir la morbilidad y mortalidad, asi como
ayudaria a reducir costes asociados tanto a la estancia hospitalaria como al tratamiento
farmacologico de los pacientes [147, 148, 158]. Una vez analizada la influencia de la
carga viral en la evolucion clinica de los pacientes podria establecerse un punto de
corte, al igual que se ha estandarizado para HCMV, a partir del cual aconsejar la
utilizacion del tratamiento antiviral anticipado. Otro aspecto que requiere mayor
conocimiento seria el estudio, en paralelo, de la carga viral asociada a la respuesta
inmune especifica frente a HAdV, lo cual permitiria identificar aquellas poblaciones de
mayor riesgo de infeccién diseminada en funcién de su potencial capacidad para
desarrollar una respuesta inmunitaria apropiada. Estos conocimientos ayudaran a sentar
las bases para la caracterizacion de las infusiones celulares que mejor rendimiento
aportarian en el caso de la terapia celular, ademas de aportar informacion sobre factores

de riesgo alternativos a tener en cuenta en el seguimiento de estos pacientes.
Ademas, seria de gran utilidad conocer en qué condiciones el GCV podria

suponer una alternativa terapéutica de utilidad para el tratamiento de las infecciones por

HAdV, y si éstas guardan relacion con la infeccién concomitante con HCMV.
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I11.LHIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. Hipdtesis

1.1. En los pacientes adultos receptores de trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (alo-TPH) existe una replicacion de HAdV que puede

monitorizarse a través de la determinacion de la carga viral en sangre periférica.

1.2. La infeccion asintomatica de HAdV en los pacientes adultos con alo-TPH
despierta una respuesta inmune especifica, la cual se relaciona con linfocitos T
CD4+y CD8+.

1.3. El conocimiento de la interrelacion entre la carga viral plasméatica de HAdV y
la respuesta inmunitaria especifica, permitiria conocer el riesgo de infeccién

persistente por adenovirus en los pacientes adultos receptores de alo-TPH.

1.4. La actividad in vitro de ganciclovir frente a HAdV est4d aumentada en

condiciones de co-infeccién con HCMV.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general:

El objetivo general del presente estudio es evaluar la incidencia e impacto clinico de
la infeccién por HAdV en los pacientes receptores de TPH alogénico (alo-TPH) y

determinar el papel de la inmunidad celular especifica en la evolucion de la misma.

2.2. Objetivos especificos:

1. Determinar la incidencia y la cinética de replicacion del HAdV en los pacientes
adultos receptores de alo-TPH mediante la determinacion de la carga viral en
sangre, durante los 100 primeros dias postrasplante.

2. Evaluar la respuesta inmune celular especifica frente a la infeccion por HAdV
en pacientes adultos receptores de alo-TPH, y su relacion con la presencia y

evolucion de la infeccion.

3. Determinar los factores de riesgo y las variables clinicas asociados a la
infeccion y enfermedad de HAdV en pacientes adultos receptores de alo-TPH,
incluyendo la enfermedad subyacente, el grado de acondicionamiento
(mieloablativo vs. intensidad reducida), y el tratamiento inmunosupresor

utilizado.

4. Evaluacion in vitro de la actividad de GCV frente a HAdV en condiciones de
mono-infeccidn y de co-infeccion con HCMV.
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IV. MATERIAL Y METODOS
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1. Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio de cohortes prospectivo de casos consecutivos en el
Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla, desde febrero de 2016 hasta mayo
de 2018. Se incluyeron todos los pacientes mayores de 14 afios que recibieron un TPH
alogénico, diferenciando entre TPH alogénico de alto riesgo (haploidénticos o corddén
no emparentado, deplecion de células T, linfopenia severa (recuentos de células CD3+ <
300/ul) y pacientes con EICH) y TPH alogénico de bajo riesgo.

2. Ambito del estudio

El proyecto se realizo en el Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla,
con la participacion de investigadores de los Servicios de Hematologia, Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia,

3. Sujetos de estudio y criterios de inclusion y de exclusion

- Criterios de inclusion:
a) Pacientes adultos (mayores de 14 afios) receptores de TPH alogénico.
b) Haber firmado el consentimiento informado previa informacion del estudio al
paciente (ANEXO I).
- Criterios de exclusion:
a) Pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado.
b) Pacientes en los que, debido a su estado clinico, no era posible realizar la

extraccion de las muestras sanguineas.
4. Definiciones

Debido al hecho de que técnicas altamente sensibles como la PCR se han
convertido en el estandar para la deteccion y la monitorizacion de las infecciones por

HAdV, la Conferencia Europea sobre Infecciones en Leucemia (ECIL) recomendé en

2011 las siguientes definiciones [151]:
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i) Infeccion local: PCR positiva para HAdV, aislamiento del virus o deteccion
del antigeno en biopsia o fluidos diferentes a la sangre periférica.

i) Infecciobn  sistémica  (invasiva): PCR  positiva para HAdV
(Viremia/DNAemia), aislamiento del virus o deteccion del antigeno en
sangre periféerica.

iii) Enfermedad probable: infeccion por HAdV maés sintomas y signos
correspondientes sin confirmacion histologica.

iv) Enfermedad comprobada: infeccion por HAdV mas sintomas
correspondientes relacionados con la infeccion, con confirmacion histoldgica

de la infeccion por HAdV en el lugar apropiado.

A efectos del presente estudio, y con los conocimientos actuales, la infeccion
local seria equivalente a la enfermedad probable localizada, en presencia de sintomas,

tales como conjuntivitis o diarrea.

5. Monitorizacién y seguimiento de los pacientes

El estudio se llevo a cabo durante los primeros 100 dias posteriores al trasplante.
En el momento de la admision para el alo-TPH se solicitd el consentimiento informado.
Durante el seguimiento se recolectaron muestras de sangre en tubos de EDTA para
cuantificar la carga viral de HAdV semanalmente desde el dia -7 al dia +50 y cada dos
semanas desde ese momento hasta el dia +100 después del trasplante (un total de 13
muestras). Ademas, se recolectaron tres muestras de sangre en tubos de heparina, en los
dias +21, +56 y +100 post-trasplante, para evaluar el desarrollo de la respuesta inmune

de células T especificas para HAdV.

6. Recogida de datos clinicos

Durante el seguimiento de los pacientes incluidos se procedio a recoger de forma
ordenada en el cuaderno de recogida de datos los datos demogréaficos, de enfermedades
cronicas subyacentes, la enfermedad hematologica para la que se indico el alo-TPH, el

acondicionamiento previo al mismo, el tratamiento inmunosupresor, y los datos clinicos
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evolutivos, incluyendo la mortalidad, la presencia de infeccion y/o enfermedad por

HAdV, otras infecciones, y la mortalidad.

Las variables incluidas en el cuaderno de recogida de datos se pormenorizan en

el Anexo .

7. Determinacion de la carga viral de HAdV

La carga viral de HAdV se determin6 en plasma utilizando el Kit
ADENOVIRUS R-GENE® (bioMérieux, Madrid, Espafia), con un limite de deteccién
de 10 copias de ADN de HAdV por reaccion de PCR. Las muestras de plasma se
procesaron para la extraccion del genoma viral utilizando el kit MagNA Pure Compact
Nucleic Acid Isolation (Roche, Madrid, Espafia). EI ADN extraido se usé como molde
para la PCR cuantitativa en tiempo real, y se us6 un control negativo sin ADN como
control para la contaminacion. La viremia por HAdV se analiz6 a cualquier nivel de
DNAemia por HAdV en sangre periférica y, ademas, en el subgrupo de pacientes con
DNAemia por HAdV superior o igual a 5x10? copias de ADN/mL [159]. Los episodios
de viremia se clasificaron como transitorios (blips), cuando se detectd6 HAdV en una
muestra aislada, o persistente cuando se detect6 HAdV en al menos dos muestras

consecutivas.

8. Clasificacion por secuenciacion de las muestras positivas para HAdV

Las muestras positivas para HAdV por el kit ADENOVIRUS R-GENE®
(bioMérieux) se amplificaron y secuenciaron siguiendo los cebadores y el protocolo
previamente publicados por Okada M. et al. [160]. Para la determinacion del tipo
especifico de HAdV, las secuencias de nucleotidos obtenidas de los productos de la
PCR se compararon con las secuencias reportadas utilizando la herramienta para
busquedas de alineacion (Basic Local Alignment Search Tool, BLAST,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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9. Determinacion de la inmunidad celular especifica frente a HAdV

La respuesta inmune de células T especificas de HAdV se determind mediante la
tincion intracelular de citoquinas y la citometria de flujo, siguiendo un protocolo
previamente reportado con algunas modificaciones [161]. De manera resumida, se
estimularon 500 ul de sangre total con 1 pg/ml de proteina del hexén PepMix HAd-3 y
1 pug/ml de proteina pentona PepMix HAdV-5 (JPT Peptides Technologies GmbH,
Berlin, Alemania). Las muestras no estimuladas se utilizaron como control negativo y
como control positivo se estimularon muestras de sangre total con 1.5 pg/ml de
Streptomyces conglobatus, ionomicina, sal de calcio y 25 ng/ml de 4-alfa-forbol-12-
miristato-13-acetato (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia). Todas las muestras se co-
estimularon con 1 pg/ml de CD28/CD49d (Beckton Dickinson, Madrid, Espafia) y se
trataron con 10 pg/ml de brefeldina A (Beckton Dickinson) para prevenir la secrecion
de citoquinas. Después de incubar las muestras durante 4 horas a 37°C con 5% de CO,,
se agregaron 5 ml de tampon FACS Lysis (Beckton Dickinson) y se incubaron durante
10 minutos a temperatura ambiente. Las células se centrifugaron a 500 xg durante 5
minutos a 4°C y se lavaron una vez con solucion salina tamponada con fosfato (PBS).
Para la tincion, las células se incubaron en la oscuridad durante 20 minutos a
temperatura ambiente con 0.04 pg/ul de PEanti-humano CD69, 0.1 pg/ul de
PerCP/Cy5.5 anti-humano CD4, 0.1 pg/ul de PE/Cy7 anti-humano CDS8 y 0.5 ug/ul de
BV510 anti-humano CD3 (Biolegend, San Diego, EE. UU.). Las células se fijaron
agregando 50 pL de reactivo IntraPrep 1 (BeckmanCoulter, Madrid, Espafia) e
incubando durante 15 minutos. Después de lavar una vez con PBS, las células se
permeabilizaron agregando 50 pl de reactivo IntraPrep 2 y se incubaron durante 15
minutos con los siguientes anticuerpos monoclonales: 0.025 pg/ul de APC anti-humana
IL-2, 0.05 pg/uL de FITC anti- humano IFN-y y 0.05 pg/ul de BV421 anti-humano
TNF-a. Posteriormente, las células se lavaron una vez con PBS y se resuspendieron en
300 ul de PBS. Las muestras se analizaron en un citometro LSR Fortessa (BD
Biosciences, Madrid, Espafia) cuantificando 40.000 eventos de células CD3+ de la
poblacién total de linfocitos. Los porcentajes de células activadas CD4+ y CD8+ que
expresan IFN-y, TNF-a e IL-2 se normalizaron para el control negativo. El desarrollo de
una respuesta inmune de células T especifica de HAdV se definié como la expresion de
cualquiera de las citoquinas evaluadas (IFN-y, TNF-a ¢ IL-2) por células CD4+ o CD8+
activadas.
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10. Células y virus

Las lineas celulares de células epiteliales alveolares de adenocarcinoma (A549)
y fibroblastos de pulmén fetal humano (MRC-5) fueron obtenidas de la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA). Estas lineas celulares se
propagaron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Life
Technologies/Thermo Fisher) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS)
(Omega Scientific, Tarzana, CA), HEPES 10 mM, L-glutamina 4 mM, 100 unidades/ml
de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0.1 mM de aminoacidos no esenciales.

HAdV5 y HCMV AD169 se obtuvieron de la ATCC.

11. Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad de los farmacos se evalud utilizando el ensayo de viabilidad
celular Alamar Blue (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se
cultivaron células A549 a una densidad de 5x103 células/pocillo en placas de 96
pocillos. El dia siguiente, después de la perfecta adhesion de las células a la placa de
cultivo, se afiadieron concentraciones decrecientes de cada uno de los compuestos (200
uM, 150uM, 100 pM, 80 uM, 60 uM, 40 uM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 0
uM), diluidos en 100 ul de medio DMEM, a fin de obtener una curva de crecimiento.
Las células fueron incubadas entonces a 37°C durante 48 horas. Finalmente, el dia de la
lectura de la fluorescencia, se afiadié a cada pocillo una mezcla consistente en 100 ul de
DMEM més 10 pl de reactivo AlamarBlue. La concentracion citotoxica del 50% (CCso)
de las moléculas se calculé de acuerdo con Cheng et al.[162]. El indice de selectividad
(IS) se evalué como la relacion de CCsy a ICsp, donde la ICsy se define como la
concentracion de compuesto que inhibe la infeccion por HAdV en un 50%.

12. Cuantificacion del ADN de HAdV y HCMV in vitro mediante qPCR

Para la cuantificacion de ADN de HAdV y HCMV, los protocolos de infeccién y
los cebadores de la PCR a tiempo real cuantitativa (qPCR), las mezclas y las

condiciones fueron las mismas que se han reportado previamente [163].
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Para HAdV, se cultivaron las células A549 (1 x 10° células/pocillo en una placa
de 6 pocillos) se infectaron con HCMV a un MOI de 0.05 pv/célula y se incubaron en
DMEM completo. Después de 24 h de incubacion a 37°C, el ADN se purifico del lisado
celular con el QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la PCRq se disefiaron cebadores TagMan y sondas
parauna region del hexén de HAdV5wt con el GenScript Real-time PCR (TagMan)
PrimerDesign software (GenScript). Las secuencias de los oligonucleétidos fueron
AQ1: 5'-GCC ACG GTG GGG TTT CTA AAC TT -3'; AQ2: 5'-GCC CCA GTG GTC
TTACAT GCA CAT -3 '; y sonda AP: 6-FAM-5-TGC ACC AGA CCC GGG CTC
AGG TACTCC GA-3-TAMRA. La mezcla de reactivos para PCR a tiempo real
cuantitativaconsistia en 2 pl del ADN purificado, los cebadores AQLl y AQ2 a una
concentracion de200 nM cada uno, y la sonda AP a una concentracion de 50 nM en un
volumen total del2,5 pl mas 12,5 pl de KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix
(KAPA Biosystems, MA). El protocolo para esta PCR fue de 95°C durante 3 min
seguido de 40 ciclos a 95°Cdurante 10 s y 60°C durante 30 segundos.

Para probar la sensibilidad del HCMV a ambos farmacos, las células MRC-5
(1.75 x 10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos) se infectaron con HCMV a una
MOI de 0.05 pv/célula y se incubaron en DMEM completo. Después de 72 h de
incubacion a 37°C, el ADN se purificé del lisado celular con el QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el protocolo
de PCRq se disefiaron cebadores y sondas TagMan para una regién del gen US28 con el
GenScript Real-time PCR (TagMan) Primer Design software (GenScript). Las
secuencias de oligonucleétidos fueron CMV-F: 5-TCT ACG TGG CTA TGT TTG CC-
3'; CMV-R: 5-GCC GAT ATC TCA TGT AAA CAA-3'; y sonda CMV: 5'- CAC GGA
GAT TGC ACT CGA TCG C-3'. Las mezclas de PCR en tiempo real consistieron en 10
pl de ADN purificado, CMV-F a una concentracion de 100 nM, CMV-R a una
concentracion de 300 nM y sonda CMV a una concentracion de 50 nM en un volumen
total de 12.5 pL y mezclado con 12.5 pL de KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix
(KAPABIosystems, MA). El protocolo de ciclo de PCR fue de 95°C durante 10 minutos
seguido de 40 ciclos de 95°C durante 30 segundos y 58°C durante 60 segundos.
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Se utilizaron CDV (Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y
GCV (Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) a concentraciones entre 80
y 2.5 ug/ml para infecciones por HAdV, y entre 10 y 0.6 pg/ml para HCMV. Como
control interno, se utilizé el gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa humana
(GAPDH) [127].

13. Ensayos de susceptibilidad en co-infeccion por gPCR

Para el ensayo de co-infeccion, las células MRC-5 (150.000 células/pocillo en
una placa de 24 pocillos) se co-infectaron con HAdV a una MOI de 100 y HCMV a una
MOI de 0.05. Las mismas MOI de HAdV y HCMV se utilizaron para infectar células
MRC-5 por separado como controles. Las concentraciones utilizadas para CDV y GCV
fueron 7 pg/ml y 30 pg/ml, respectivamente, en base a nuestros resultados previos de
sensibilidad de ambos farmacos en monoinfeccion. Después de 72 h de incubacion a
37°C y 5% de CO,, se purific el ADN de HAdV y HCMV del lisado celular con el kit
QlAamp DNA Mini (Qiagen, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los cebadores, reactivos y el protocolo de PCR en tiempo real fueron los mismos que

los utilizados en el apartado anterior [127].

14. Ensayo de reduccidn de la progenie virica en co-infeccion

Se evaluo el efecto de CDV y GCV en la produccién de virus. Para ello, las
células MRC-5 se infectaron con HAdV5 y HCMV (MOI 100 y 0.05, respectivamente)
en presencia o ausencia de los farmacos. Después de 72 h, las células se recogieron y se
sometieron a tres rondas de congelacién/descongelacion para liberar las particulas
viricas contenidas en su interior. Las diluciones en serie de los lisados se titularon en
células MRC-5 y los valores de TCIDsg se calcularon utilizando un método de dilucion
de punto final [164].

15. Anaélisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de las caracteristicas clinicas de los pacientes y

de los episodios de infeccion por HAdV. Las variables categoricas se expresaron como
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porcentajes. Las variables continuas se expresaron como mediana y rango intercuartilico
(IQR) o media y desviacion estdndar (SD). Las variables categoricas se compararon
mediante el test de Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher y las variables continuas
mediante el test de la t de Student o el test U de Mann-Whitney. En el andlisis de los
resultados de la actividad in vitro cidofovir y ganciclovir, los analisis estadisticos se

realizaron usando un analisis de varianza bidireccional (ANOVA).

Para el andlisis de los factores de riesgo relacionados con las variables
dependientes: infeccion y/o enfermedad por HAdV, y mortalidad, las variables
independientes fueron sexo, edad, tipo de acondicionamiento, uso de ATG, hemopatia,

tipo de alo-TPH, EICH y profilaxis utilizada.

Aquellos pacientes con un donante alternativo (sangre del cordén umbilical o
haploidéntico) y/o aquellos que desarrollaron EICH grado IlI-IV se consideraron

pacientes de alto riesgo para la infeccion por HAdV.

Los analisis estadisticos se realizaron con el software SPSS version 15.0 (SPSS,
Chicago, IL, EE. UU.). Los gréficos se obtuvieron con GraphPad Prism 6 (GraphPad,
La Jolla, CA, EE. UU.). Las diferencias se consideraron significativas para los valores
de p<0.05.

16. Consideraciones éticas

Antes de su comienzo, el estudio fue aprobado por el Comité de Etica para la
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla, Espafia (C.I.
1058-N-15). Los pacientes fueron incluidos en el estudio tras prestar consentimiento

informado por escrito (Anexo II).
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V. RESULTADOS
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1. Poblacion de estudio

Ciento diecisiete pacientes recibieron un alo-TPH desde febrero de 2016 hasta
mayo de 2018. Noventa y cinco de ellos cumplieron con los requisitos del estudio y
fueron incluidos después de firmar el consentimiento informado, mientras que no se
incluyeron  un total de veintidés pacientes que se trasplantaron en el periodo de
estudio, por las siguientes causas: nueve pacientes no aceptaron firmar el
consentimiento informado, cuatro pacientes participaban en otros estudios 0 en ensayos

clinicos y los otros nueve fueron excluidos por motivos diversos (Figura 7).

Receptores TPH
Febrero 2016-Mayo 2018
[ N=11
Pacientes Pacientes
incluidos excluidos

No firma Participacion en otro . .
Consentimiento | Estudio \ Motivos dlversos\

Figura 7. Diagrama de la inclusion/exclusion de los pacientes receptores de alo-TPH.

De los 95 pacientes incluidos, el 41,1% son mujeres, y presentan una edad
media de 47,8 afios. La enfermedad hematoldgica més frecuente fue la leucemia
mieloide aguda (n = 28, 29,5%), seguida del sindrome mielodisplasico (n = 20, 21,1%).
Cuarenta y nueve (51,6%) pacientes recibieron TPH de donantes no emparentados.
Setenta y dos pacientes (75,8%) recibieron un acondicionamiento de intensidad
reducida. El tratamiento profilactico para la EICH mas utilizado fue la combinacion de
tacrélimus y sirolimus. Treinta de los 95 pacientes se consideraron de alto riesgo de
enfermedad diseminada por HAdV: 22 desarrollaron EICH grado I1I-1V y 8 tuvieron
donantes haploidenticos. Ademas, 29 (30,5%) presentaron infeccion por HCMV de los
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cuales 4 (13,7%) desarrollaron enfermedad. Las caracteristicas demogréficas y clinicas

de los pacientes se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demogréficas de los 95 pacientes receptores de TPH.

Variable N (%)

Edad, media afios (SD) 47,8 (13,4)

- Leucemia mieloide aguda 28 (29,5)

- Linfoma no-Hodgkin 12 (12,6)

— Leucemia linfoblastica aguda 11 (11,6)

Donante

- Hermano HLA-idéntico 38 (40,0)

Acondicionamiento

- Mieloablativo 23 (24,2)

CD34+ (x109/kg), media (SD) 5,9 (1,6)

- Donante / Receptor 54 (56,8) / 81 (85,3)
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Profilaxis EICH'

- Tacrolimus + sirolimus 57 (60,0)
- Tacrolimus + metotrexate 26 (27.,4)
_ Otros! 12 (12,6)
Neutropenia febril 52 (54,7)
EICH aguda 43 (45,3)
- EICH III-1V 23 (24,2)
- Corticosteroides sistémicos 25 (54,7)
Infeccion por citomegalovirus 29 (30,5)
- Enfermedad por citomegalovirus 4(13,7)
Mortalidad 10 (9,5)

"ATG: globulina antitimocitica; TEICH, enfermedad injerto contra huesped;‘Ciclosporina (CsA),
metotrexato, ciclofosfamida mas CsA y mofetil micofenolato (MMF), o tacrolimus mas globulina

antitimocitica (ATG) y metotrexate.

2. Infeccion por HAdV

Cincuenta y ocho (61,1%) pacientes presentaron episodios de viremia por
HAdV, todos los cuales pertenecian a la especie C de HAdV. La mayoria de los
episodios fueron blips (59 de 80, 73,8%), con una mediana de un episodio por paciente.
La viremia por HAdV se identific en la mayoria de los casos de forma temprana en
relacién con el trasplante (semanas -1 a +7) y los blips ocurrieron antes que los
episodios persistentes (mediana 3 [1-5] vs. 7 [0-10] semanas, respectivamente). Las
cargas virales mostraron una gran variabilidad, con niveles mas bajos en los blips que
en los episodios persistentes (1,5x10° [8,1x10%-5,4x10°] en comparacion con 9,8x10°
[2,1x10%-8,3x10%] copias/ml], y una mediana de duracién de 14 dias en los episodios

persistentes (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracterisiticas de los episodios de viremia por HAdV.

N (%)
Pacientes 58 (61,1)
Episodios por paciente (mediana, IQR) 1(1-2)
Episodios Blips 59 (73,8)
- - Semana de seguimiento (mediana, 3(1-5)
IQR)
- - Carga viral maxima (copias/ml; 1,5x10°

mediana, IQR)

Episodios Persistentes
- - Semana de seguimiento (median, IQR)
- - Duracion de la viremia (dias; mediana,
IQR)
- - Carga viral maxima (copias/ml;

mediana, IQR)

(8,1x10%-5,4x10?
21 (26,3)
7 (0-10)
14 (7-14)

9,8x10?
(2,1x10%-8,3x10%

IQR: rango intercuartilico.

Treinta y seis (37,9%) pacientes presentaron viremia por HAdV inferior a 5x10°
copias/ml y 22 (23,2%) igual o superior a 5x10° copias de DNA/mI. Las diferencias de

los episodios de viremia entre ambos grupos se detallan en la Tabla 5. Seis (27.3%) de

los 22 pacientes con viremia igual o superior a 5x10° copias/ml presentaron blips

previamente.
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Tabla 5. Caracteristicas de los episodios de viremia por HAdV segun el nivel de

DNAemia.
Baja DNAemia™ Alta DNAemia™~

N (%) N (%)
Pacientes 36 (37,9) 22 (23,2)
Episodios por paciente (mediana, 1(1-2) 1(1-1)
IQR)
Episodios Blips 59 (73,8) 18 (75,0)
- Semana de seguimiento (mediana, 3(1-5) 5 (2-8)
IQR)
- Carga viral maxima (copias/ml; 1.3x102 39103

mediana, IQR)

Episodios Persistentes

(7,9x10%-2,1x10%)

(1,1x10%-2,1x10%

15 (26,8) 6 (25,0)
- Semana de seguimiento (median, 6 (-1-11) 7 (1-8)
IQR)
- Duracion de la viremia (dias; 14 (7-14) 14 (14-14)
mediana, IQR)
- Carga viral maxima (copias/ml; 1.9x10? 2,0x10*

mediana, IQR)

(8,1x10'-2,6x10%)

(1,8x10°-7,3x10°)

"DNAemia < 5x10° copias/ml;  DNAemia > 5x10° copias/ml;IQR: rango intercuartilico.

3. Factores de riesgo asociados a la infeccion por HAdV y resultados clinicos

No encontramos asociacion entre el desarrollo de la viremia por HAdV vy el
género, el régimen de acondicionamiento, el uso de globulina anti-timocitica (ATG) o
las caracteristicas del donante. La presencia de EICH aguda de grado IlI-1V o EICH
refractaria a los esteroides no se relaciond con el desarrollo de ningin nivel de viremia
por HAdV. Ademas, no hubo una mayor frecuencia de la viremia por HAdV en

pacientes considerados con alto riesgo de infeccion por HAdV (Tabla 6).
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En este estudio, ningun paciente desarroll6 enfermedad sintomaética o
diseminada por HAdV, ni recibid tratamiento antiviral especifico para el HAdV durante
el seguimiento. Ademas, no hubo una asociacion cronoldgica entre la deteccion de
viremia por HAdV vy la presencia de otros episodios de infeccidon bacteriana, fungica,
viral o de infeccion de etiologia desconocida. Respecto a la mortalidad, diez pacientes
fallecieron durante el seguimiento por diferentes causas: i) causas directamente
relacionadas con el trasplante (n = 5; dos EICH, dos microangiopatia tromboética y una
enfermedad veno-oclusiva), ii) otras infecciones (n = 3, dos pacientes con shock septico
por neumonia e infeccion por Clostridioides difficile y un paciente con neumonia
invasiva por Aspegillus fumigatus), iii) un paciente por recaida de la enfermedad
hematoldgica y, iv) otro por fibrosis pulmonar multifactorial. Por dltimo, no hubo
diferencia en la mortalidad entre los pacientes con (n = 5, 8.6%) o sin (n = 5, 13.5%)
viremia por HAdV (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas clinicas, del trasplante y datos demogréaficos de pacientes con y
sin viremia post-trasplante.

Variable Pacientes con Pacientes sin p
viremia, N=58  viremia, N =37

Mujer 24 (41,4%) 15 (40,5%) 0,94

Acondicionamiento (intensidad 41 (70,7%) 30 (81,1%) 0,15

reducida)

Globulina antitimocitica 5 (8,6%) 5 (13,5%) 0,44

Donante mujer / Receptor 10 (17,2%) 8 (21,6%) 0,59

hombre

Donante no emparentado 28 (48,3%) 21 (56,8%) 0,42

Alto riesgo de TPH 21 (36,2%) 9 (24,3%) 0,22

(Haploidéntico & EICHT I11-

V)

EICH 29 (50,0%) 13 (35,1%) 0,16
EICH (111-1V) 16 (27,6%) 6 (16,2%) 0,20
Profilaxis EICH 33 (56,9%) 24 (64,9%) 0,44
(Tacrolimus y Sirolimus)

Infeccion por Citomegalovirus 17 (31,5%) 12 (32%) 0,46
Mortalidad 5 (8,6%) 5 (13,5%) 0,45
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Con respecto al nivel de viremia por HAdV, superior o inferior a 5x10°
copias/ml, no hubo tampoco asociacién con ninguno de los datos demogréficos, las

caracteristicas del trasplante o las caracteristicas clinicas anteriores (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas clinicas, del trasplante y datos demograficos de pacientes con

viremia >5x10% y sin viremia post-trasplante.

Pacientes con viremia Pacientes sin

Variable
>5x10%, N=22 viremia, N=37
Mujer 9 (40,9%) 15 (41,7%) 0.95
Acondicionamiento
17 (81,0%) 23 (63,9%) 0.15

(intensidad reducida)
Globulina antitimocitica 3 (13,6%) 2 (5,6%) 0.29

Donante mujer / Receptor

4 (18,2%) 6 (16,7%) 0.88
hombre
Donante no emparentado 10 (45,5%) 18 (50,0%) 0.74
Alto riesgo de TPH
(Haploidéntico & EICH I11- 9 (40,9%) 12 (33,3%) 0.56
V)
EICH 12 (22,7%) 13 (35,1%) 0,61
EICH (I11-1V) 7 (31,8%) 9 (15,0%) 0.57
Profilaxis EICH

14 (73,7%) 19 (52,8%) 0.51
(Tacrolimus y Sirolimus)
Infeccion por Citomegalovirus 2 (9,1%) 0 (0,0%) 0.07
Mortalidad 3 (13,6%) 2 (9,6%) 0.29

4. Respuesta inmune de células T especificas de HAdV

La respuesta inmune de células T especificas de HAdV se evalud en 90 de los 95
pacientes (en cinco pacientes hubo pérdida de seguimiento en puntos de tiempo
especificos). A lo largo del trasplante, se observd un aumento en el porcentaje de

pacientes que expresan las distintas citoquinas. En la Tabla 8 se muestra como este
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aumento es mayor en aquellos pacientes con viremia que en aquellos que no
presentaban viremia por HAdV, destacando el aumento de la expresion de las citoquinas
IL-2 y TNF-a por los linfocitos T CD4+ asi como el de la expresion de IFN-y por los
linfocitos T CD8+.

El numero de pacientes con respuesta inmunitaria especifica de células T
especificas de HAdV aumento durante el seguimiento: 30 (33,3%), 65 (72,2%) y 78
(86,7%) de los 90 pacientes en los dias +21, +56 y +100 posteriores al trasplante,
respectivamente, presentaron respuesta de células T especificas frente a HAdV. Doce
(13,3%) de los 90 pacientes no desarrollaron una respuesta inmune de células T
especificas de HAdV durante el seguimiento; tres (25,0%) de ellos tuvieron un episodio
de viremia (blip) por HAdV. El nimero de pacientes con células T CD4+ que
expresaron IL-2 en el dia +56 (p <0,05) y células T CD8 + que expresaron IL-2 (p
<0,05) y TNFa (p <0,05) en el dia +21, fue mayor en aquellos con viremia por HAdV
(Tabla 8).

Tabla 8. Respuesta inmune de células T especificas para HAdV. Porcentajes de
pacientes con/sin viremia por HAdV que expresan IL-2, TNF-o e IFN-y en los dias +21,
+56 y +100 después del trasplante, en células T CD4+ y CD8+ especificas de HAdV
("p<0.05).

CD4+ CD8+

IL-2 TNF-a INF-y IL-2 TNF-a INF-y

+21 5,3/6,0 23,6/12,1 12,7/6,0  12,7/0,0° 20,0/3,0° 12,7/6,0

+56  26,8/5,0° 58,5/450 36,6/350 21,6/20,0 31,7/350 34,1/20,0

+100 41,5/20,8 75,6/625 36,6/41,6 24,4/250 26,8/50,5 43,9/41,7

Si observamos el porcentaje de expresion de citoquinas en la cohorte completa,
en el dia +21 los porcentajes medios de células T CD4 + y CD8 + que expresaron IL-2
fueron 0,007%+0,03 y 0,01%=0,04, respectivamente. Para TNF-o estos porcentajes
fueron 0,03%+0,06 y 0,02%+0,04, y para INF-y 0,02%+0,6 y 0,02%z=0,05,

respectivamente. En el dia +56, la media de células T CD4+ y células T CD8+ que
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expresan IL-2 fue 0,02%+0,05 y 0,03%z0,06, respectivamente, y para TNF-a fue
0,07%x0,07 y 0,05%+0,09 asi como 0,06%+0,09 y 0,04%+0,06 para INF-y,
respectivamente. Por Gltimo, al final del seguimiento (dia +100) la media de las células
T CD4 + y CD8 + que expresan IL-2 fue 0,05%+0,07 y 0,03%=0,05, respectivamente,
para TNF-a fueron 0,13% %= 0,11 y 0,05% % 0,08 y para INF-y 0,05%%0,07 y
0,06%=0,09, respectivamente (Tabla 9).

El pico maximo medio de expresion de citoquinas fue del 0,13% registrado para
las células T CD4+ que expresaron TNF-a en el dia +100 (Tabla 8). Doce (11,1%) de
los 90 pacientes evaluados no desarrollaron una respuesta inmune de células T
especifica para HAdV durante el seguimiento, 3 (25,0%) de los cuales presentaron al

menos un episodio de viremia blip de HAdV.

Table 9. Porcentajes de células T CD4 + y CD8 + especificas para HAdV que producen
IL-2, TNF-o e IFN-y en los dias +21, +56 y +100 después del trasplante. Los resultados

se muestran como mediaxSD.

CD4+ CD8+

IL-2 TNF-a INF-y IL-2 TNF-a INF-y

+21 0,007+0,03 0,03+0,06 0,02+0,6 0,01+0,04 0,02+0,04 0,02+0,05

+56  0,02+0,05 0,07+0,07 0,06+0,09 0,03+0,06 0,05+0,09 0,04+0,06

+100 0,05+0,07 0,13+0,11 0,05+0,07 0,03+0,05 0,05+0,08 0,06+0,09

Cuando evaluamos el porcentaje de linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ vy la
relacion de la linfocitos T CD4+/CD8+ para cada dia en los que se cuantifico la
respuesta inmune durante el trasplante en aquellos pacientes sin viremia, con viremia o
con viremia por encima o por debajo de 5x10? copias/ml, podemos ver que no hubo
diferencias significativas en cuanto a los porcentajes de células T CD4+ y CD8+ ni en
cuanto a la relacion de células T CD4+/CD8+ en pacientes con y sin viremia por HAdV
0 en aquellos con mas o menos de 5x10% copias/ml de ADN (Figura 8).
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A continuacion, correlacionamos la incidencia de viremia por HAdV (> 500
copias/ml) con la respuesta inmune especifica en cada punto de tiempo (+21, +56 y
+100 dias después del trasplante). En general, la expresion de las tres citoquinas
evaluadas fue mayor para las células T CD4 + que para las células T CD8 + (Figura
9A). El porcentaje medio de células T CD4 + que expresan IL-2 creci6 a lo largo del
seguimiento, variando de un 0% en el dia +21 a un 0,1% en el dia +100, mientras que
en el caso de TNF-a alcanzo el 0,17%, coincidiendo con el final de los casos de alto
nivel de viremia por HAdV. El porcentaje medio de células T CD4 + que expresaron
INF-y aument6 moderadamente hasta un valor maximo de 0,06%. A diferencia de las

células T CD4 +, el porcentaje medio de células T CD8 + que expresan IL-2 y TNF-a
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fue mucho menor y no aumenté a lo largo del seguimiento, presentando valores

maximos de 0,03% y 0,04%, respectivamente, desde el dia +21 hasta dia +100. En el

caso de INF-y y a diferencia de las células T CD4 +, el porcentaje medio de células T

CD8 + que lo expresaron fue mayor en el dia +100, alcanzando un valor maximo de

0,1% cuando menos casos de viremia por HAdV y menor carga de virus se registraron

(Figura 9A).
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Figura 9. Relacion entre la respuesta inmune especifica de HAdV en aquellos pacientes
que muestran HAdV DNaemia > 500 copias/ml (A) y aquellos que muestran cualquier
nivel de ADNemia de HAdV (B) durante el seguimiento.

Si comparamos la respuesta inmune especifica de HAdV con la existencia de

viremia de HAdV de cualquier nivel (incluida la ADNemia de HAdV <5x10°
copias/ml), el porcentaje medio de células T CD4+/CD8+ que expresan IL-2, TNF-a e
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INF-y fueron similares a los mostrados en comparacion con los pacientes que

presentaron HAdV DNaemia > 500 copias/ml. S6lo en el caso de las células T CD8+

que expresan INF-y se observo una disminucion significativa (del 0,1% al 0,05%)
(Figura 9B).

En un siguiente anélisis comparamos el porcentaje de expresion de citoquinas

por células T en pacientes que presentaron DNAemia de cualquier nivel antes del

trasplante (en los dias -7 o 0) versus aquellos que no lo hicieron. Los pacientes con

replicacion previa al trasplante mostraron un mayor porcentaje de expresion de IL-2,

TNF-a e INF-y por las células CD4+ en los tres puntos temporales estudiados. El

porcentaje, en el caso de las células T CD8+ que expresan IL-2, TNF-a ¢ INF-y,

también fue mayor en los dias +21 y +56; sin embargo, para el dia +100, la expresion

siguio creciendo en aquellos pacientes sin viremia de HAdV previa al trasplante y

disminuy6 en aquellos que presentaron viremia de HAdV previa al trasplante (Figura
10).
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(dias -7 o 0). Respuesta de células T CD4+ (C) y celulas T CD8+ (D) durante el

seguimiento para pacientes sin viremia por HAdV previa al trasplante.

Cuando analizamos los diferentes episodios de viremia por HAdV pre-
trasplante, sin tener en cuenta el umbral de mas de 500 copias/ml, y lo comparamos con
la respuesta inmune especifica de HAdV, observamos algunos patrones claros (Figura
11 y 12). Los pacientes que presentaron episodios de blips antes del trasplante en los
dias +7 o 0 mostraron una respuesta minima especifica de HAdV, tanto de células T
CD4 + como de CD8 + (Figura 11). En estos pacientes, la expresion de CD4 + TNF-a e
IFN-y creci6 exponencialmente en el dia +56 hasta el dia +100 con valores superiores al
0,1%, mientras que la expresion de CD4+ IL-2 registrd un bajo aumento de nivel hasta
el dia +56 y luego se mantuvo debajo de 0,05% hasta el final del seguimiento (Figura
11Ay 11B). Cuando los episodios previos al trasplante fueron persistentes, la respuesta
inmune fue claramente diferente, hubo una fuerte expresion de IL-2 e IFN-y por las
células CD8+ al dia +21 (mas de 0,1%) que disminuye gradualmente hasta el final del
seguimiento, y la expresion de CD8 + TNF-a presentd un pico superior al 0,15% en el
dia +56. La expresion de IL-2 por las células CD4+ fue inferior al 0,05% durante todo
el seguimiento, la de TNF-a por CD4+ aument6 del dia +21 al dia +56 a valores por
debajo del 0,1% y la expresion de IFN-y por las células CD4+ presenté un pico de
expresion en el dia +56 por encima de 0,1% (Figura 11C y 11D).

NN

78



Copiasini

JEEEREN]
[EEREEN]

FINE T T T R SR R Y T 0 7 % A B % % & % & b 7 & % %o R
Dlespostraplante Diaspes-rplante Dlaspost-rasplante

Figura 11. Respuesta de células T CD4+ (A) y células T CD8+ (B) durante el
seguimiento para pacientes con episodios blips de viremia por HAdV previa al
trasplante (dias -7 o 0). Respuesta de células T CD4+ (C) y células T CD8+ (D) durante
el seguimiento para pacientes con episiodios de viremia persistente por HAdV previa al

trasplante.

Aquellos pacientes que no presentaron ni blips ni episodios persistentes de
viremia previa al trasplante mostraron un patron similar de expresion de citoquinas IL-2
y TNF-a por las células CD4+ viéndose un incremento gradual desde el dia +21 al +100
y de IFN-y por las células CD4+ con un pico de expresion en el dia +56 que se mantuvo
estable hasta el dia +100 (Figura 12). En pacientes con blips después del trasplante, la
expresion de IL-2 y TNF-a por las células CD8+ fue menor al 0,05% durante todo el
seguimiento, mientras que la expresion de IFN-y crecié gradualmente desde el dia +21
hasta el dia +100, con valores por debajo del 0,1% (Figura 12A y 12B). Para los
pacientes con episodios persistentes, en el dia +21, ninguno presentd respuesta inmune
especifica de HAdV ni para CD4+ ni CD8+ y pero presentaron un aumento gradual en
la expresidn de citoquinas hasta el final del seguimiento alcanzando valores por debajo
del 0,1% para IL-2, IFN-y en células CD4+ y para IL-2 y TNF-o en células CD8+, asi
como valores por encima del 0,1% para TNF-a por CD4+ y para IFN-y por las células
CD8+ (Figura 12C y 12D).
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Figura 12. Respuesta de células T CD4+ (A) y celulas T CD8+ (B) durante el
seguimiento para pacientes con episodios blips de viremia por HAdV posteriores al
trasplante (de dias +7 a +100). Respuesta de células T CD4+ (C) y células T CD8+ (D)
durante el seguimiento para pacientes con episiodios de viremia persistente por HAdV

posteriores al trasplante.
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En un siguiente paso comparamos la respuesta inmune de células T especificas
de HAdV en pacientes con viremia superior o inferior a 5x10° copias/ml en sangre. Al
igual que en el caso del porcentaje de pacientes, observamos que existe una tendencia
donde el porcentaje de citoquinas que se expresan aumentan a lo largo del trasplante
(Tabla 10).

Tabla 10. Respuesta inmunitaria de células T especifica para HAdV en pacientes con
viremia >5x10% copias/ml (A) o <5x10°copias/ml (B). Células T CD4+ y CD8+
especificas para HAdV que expresan (%) IL-2, TNF-a e IFN-y en los dias +21, +56 y
+100 después del trasplante. Los resultados se muestran como media = SD (pacientes
con viremia >5x10? copias/ml vs. <5x107 copias/ml, ‘p<0,05).

A

CD4+ CD8+

IL-2 TNF-a INF-y IL-2 TNF-a INF-y

+21 0,005+0,02 0,03+0,05 0,005+0,02 0,02+0,07 0,02+0,04 0,03+0,07
+56 0,03+0,6 0,07+0,07 0,04+0,09 0,03+0,06 0,04+0,08 0,04+0,06

+100 0,1+0,09° 0,2#0,1° 0,06+0,08 0,03+0,05 0,05+0,09 0,1+0,1

CD4+ CD8+

IL-2 TNF-a INF-y IL-2 TNF-a INF-y

+21 0,008+0,03 0,03+0,06 0,03+0,09 0,02+0,05 0,02+0,05 0,01+0,04
+56 0,03+0,06 0,09+0,08 0,08+0,1 0,04+0,08 0,08+0,1 0,05+0,07

+100  0,03+0,06° 0,13+0,1" 0,05+0,08 0,02+0,04 0,04+0,08 0,05+0,08"
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Como se muestra en la Tabla 10 existe una mayor expresion de citoquinas en
aquellos pacientes con una carga viral superior o igual a 5x10? copias/ml. La maxima
expresion de citoquinas se vio en las células T CD4+ que expresan TNF-o en el dia
+100 (0,2% vs 0,13%, p <0,05). Ademas, las expresiones mas altas de IL-2 por las
células T CD4+ (0,1% vs 0,03%, p <0,05) e INF-y por las células T CD8+ (0,1% vs
0,05%, p<0,05) fueron observadas en el dia +100 posterior al trasplante, en los
pacientes con viremia por HAdV superior o igual a 5x10% copias de ADN/ml (Tabla 10
y Figura 13). En cuanto a los pacientes con una viremia inferior a 500 copias/ml, la
mayor expresion se vio en las células T CD4+ que expresaron TNF-a, mientras que la
expresion de IL-2 por las células T CD4+ y la de INF-y por las células T CD8+ se
mantuvieron estables y con valores bajos, cercanos al 0.05% (Tabla 10 y Figura 13).

Finalmente, comparamos la respuesta inmune de células T especificas de HAdV
en pacientes con viremia persistente de HAdV pre-trasplante (dias -7 y 0) (n=4) frente a
aquellos con blips (n=12) antes del trasplante (Figura 14). Observamos un aumento mas
temprano de la expresion de citoquinas en los pacientes con episodios persistentes en
comparacion de aquellos que presentaron blips pre-trasplantes, ademas, este aumento y
rapidez en la expresion de citoquinas pacientes con episodios persistentes pre-
trasplantes coincidia con la disminucion en el numero de episodios de infeccion por

HAdV durante el seguimiento de los mismos.

Estos pacientes con viremia persistente tenian expresion de CD4+ de INF-y
(p=0,05) y expresion de CD8+ de IL-2, TNF-a ¢ INF-y (p <0,05) méas alta y/o més
temprana (a +21 y +56 dias) en comparacion con los que tienen sefiales intermitentes, y
esta respuesta inmunitaria fue paralela a la desaparicion casi completa de los episodios
de viremia (Figura 14).
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Figura 13. Respuesta inmunitaria de células T especificas para HAdV en pacientes con
viremia >5x10? copias/ml (A) 0 <5x10? copias/ml (B). Células T CD4+ especificas para
HAdV (%) que expresan IL-2 y TNF-o y células T CD8+ (%) que expresan IFN-y, en
los dias +21, +56 y +100 después del trasplante.
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Figura 14. Respuesta inmunitaria de células T especificas de HAdV en pacientes con
blips o viremia persistente en los dias -7 y/o 0 antes del trasplante. Células T CD4+
especificas para HAdV que expresan (%) IL-2, TNF-a e IFN-y, en los dias +21, +56 y
+100 después del trasplante en pacientes con blips (A) y viremia persistente (B).
Células T CD8+ especificas para HAdV que expresan (%) IL-2, TNF-a e IFN-y, en los
dias +21, +56 y +100 después del trasplante en pacientes con blips (C) y viremia
persistente (D).
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5. Actividad antiviral de GCV frente a HAdV en condiciones de co-infeccion con
CMV

Nuestros resultados in vitro mostraron que, aunque CDV y GCV mostraron una
actividad anti-HAdV dosis-dependiente utilizando gPCR, la actividad antiviral de GCV
contra HAdV se observo en concentraciones mucho mas altas (Tabla 11, Figura 15),
como se reportd anteriormente por Ying et al. [165], mostrando una ICso para GCV de
25 pg/ml [165]. A diferencia de HAdV, y tal y como se esperaba, ambos farmacos
mostraron actividad anti-HCMYV dosis-dependiente a bajas concentraciones (Tabla 11y
Figura 15).

>

150+ 150+
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50+ 504

% del nimer o de copiasde ADN HAdV
vs. humer o de copiasdel gen de GAPDH
% del nimer o de copiasde ADN HAdV
vs. nimer o de copiasdel gen de GAPDH

DMSO 40 20 10 5 25 DMSO 80 40 20 10 5
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vs. numer o de copiasdel gen de GAPDH
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Figura 15. Actividad inhibitoria de CDV y GCV. Actividad dosis-dependiente contra
HAdV (A) y HCMV (B) por gPCR. El control DMSO es un control positivo con células
infectadas con la misma MOI pero en ausencia de farmacos. Los resultados muestran la

media £ SD de muestras por triplicado de tres experimentos independientes.
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Mientras que CDV fue activo frente a ambos virus en concentraciones
micromolares bajas (valores de I1Cs entre 3,7 y 8,8 pg/ml), GCV solo fue activo en
concentraciones bajas contra HCMV (ICso frente HCMV de 2,1 pg/ml vs. 21,4 pg/ml
frente a HAdV) (Tabla 11). La concentracion citotoxica (CCsp) para GCV varié entre
100 y 175 pg/ml, mientras que para el CDV mostro valores que oscilaron entre 41,5 y
50,6 pg/ml, en el rango de los reportados previamente [124]. En todos los casos, los
indices selectivos (SI) calculados fueron bajos (Tabla 11) teniendo en cuenta que, en
general, s6lo las moléculas que muestran un Sl superior a 100 in vitro son consideradas
para su andlisis posterior in vivo en el area de desarrollo de nuevos farmacos

antimicrobianos.

Tabla 11. Valores de ICsp, CCs, € indice Selectivo (IS) para CDV y GCV.

HAdV HCMV
1Cso CCso 1Cso CCso
Sl Sl
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

CbhVv 8,8+2,3 50,6+9,8 58 3,715 41,5+6,5 11,2

GCV 21,4+14* 175,0+155 8,2 2,1+05 100,0+20,0 47,6

Los resultados representan la media£SD de muestras por triplicado de tres experimentos
independiente. (*p<0,05).

A continuacion, se evaluo la eficiencia de replicacion del ADN de HAdV y
HCMV en presencia de CDV y GCV para evaluar el impacto de su co-infeccion en la
sintesis de novo de cada ADN viral. Para los ensayos de co-infeccion, se seleccionaron
concentraciones de 7 pg/ml y 30 pg/ml para CDV y GCV, respectivamente. Ambos,
HAdV y HCMV fueron susceptibles a CDV en las concentraciones ensayadas con mas
de 2 log de reduccién en su numero de copias de ADN con respecto a un control
positivo con DMSO (Figura 16A y Figura 16B).

CDV mostro reducciones de 2 logs en el nimero de copias de ADN frente a

HCMV, tanto en monocultivo como en co-infeccion con HAdV. Frente a HAdV CDV
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mostré una inhibicion que alcanzé reducciones de 4 log en el monocultivo y 3 log en la

co-infeccién con HCMV (Figura 16). Del mismo modo, GCV mostrd reducciones de 2

log en el nimero de copias de ADN de HCMV, tanto en monocultivo como en co-

infeccion con HAdV (Figura 16A). Sin embargo, la actividad antiviral de GCV contra

HAdV fue 1-log més baja que para CDV vy lo que es mas significativo, mejoré en 1-log

su actividad contra HAdV en co-infeccion en comparacion con su actividad en

monocultivo, donde alcanz6 la misma actividad de CDV con reducciones de 3 log en el
numero de copias de ADN de HAdV (Figura 16B).

N° decopiassml deADN HCMV

N° de copiassml deADN HAdV
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Figura 16. La actividad antiviral de CDV y GCV contra HCMV (A) y HAdV (B), por
separado y en condiciones de co-infeccion, ambas determinadas por gPCR. Los
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resultados muestran la media + SD de muestras por triplicado de tres experimentos

independientes

La actividad antiviral de CDV y GCV se evalu6 ademas utilizando un ensayo
que determina la inhibicién en la produccion de nuevas particulas virales en presencia
de dichos farmacos. El tratamiento con CDV se asocié con reducciones en el
rendimiento de HAdV y HCMV de 82,5+21,4 y 110,7£12, respectivamente. Cuando se
usé GCV, las reducciones en el rendimiento del virus fueron mayores para el HCMV y
la co-infeccion que para el HAdV (145,2£355 vs. 116,4 vs. 23,0£10,0
respectivamente, p <0,05) (Tabla 12).

Tabla 12. Actividad antiviral de CDV y GCV frente a HAdV, HCMV en condiciones
de mono-infeccion y co-infeccion de ambos, determinada por la reduccién de la
produccion viral y expresada como las veces que se reduce en comparacién a un control
tratado con DMSO. Los resultados fueron representados como la media £ SD de

muestras por triplicado de tres experimentos independientes (*p<0,05).

HAdV HCMV CO-I
CbhVv 82,5+21,4 110,7+12,0 98,3+30,5
GCV 23,0+10,0* 145,2+35,5 116,4+27,3
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V1. DISCUSION
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Los resultados de este estudio prospectivo muestran una alta incidencia de
viremia por HAdV, incluyendo niveles superiores a 5x10% copias/ml, en pacientes
adultos que reciben alo-TPH. La mayoria de los episodios virales fueron blips, con baja
carga viral en sangre, pero aproximadamente uno de cada cuatro fueron episodios
persistentes, con una carga viral superior a 10° copias/ml. En este estudio no se
identificaron factores demograficos o clinicos asociados al desarrollo de viremia HAdV,
ni con otras infecciones durante los 100 dias posteriores al alo-TPH. Las tasas de
mortalidad fueron similares en pacientes con y sin viremia por HAdV e independiente
también del grado de viremia (< vs. > 500 copias/ml). Finalmente, la respuesta inmune
de las células T especificas para HAdV aumentd constantemente después del alo-TPH
en adultos en nuestro estudio. Se observé dicha respuesta en tres de cada 10 pacientes
hasta casi nueve de cada 10 pacientes, a los 30 y 100 dias después del trasplante,

respectivamente.

La incidencia de viremia por HAdV encontrada en el estudio es similar a la
reportada en pacientes pediatricos [1] y mas alta que la reportada para los pacientes
adultos con alo-TPH, que son muy variables (3% a 15%) [143, 166-168] y generalmente
mas bajos que en los pacientes pediatricos. La alta variabilidad de la incidencia
observada en estudios anteriores puede depender del uso de diferentes herramientas de
diagnostico no moleculares, como los métodos de inmunohistoquimica o cultivo [1, 3].
Ademas, de acuerdo con otros estudios [169, 170], se detectaron episodios de viremia
tanto persistente como blips al inicio del seguimiento (dias -7 y 0) lo que sugiere que la
viremia por HAdV puede surgir de la reactivacion del virus debido a la pérdida de la
respuesta inmune o a través del injerto. Estos datos podrian respaldar la implementacién

de un cribado para HAdV previo al trasplante como ya han sugerido otros [170].

Los datos del presente estudio no apoyan, en pacientes adultos con alo-TPH, el
umbral de més de 5x10° copias de ADN de HAdV/ml en sangre para ser considerado
como un marcador de infeccidn invasiva por HAdV [159, 169], ya que ningun paciente
desarroll6 enfermedad por HAdV diseminada, independientemente del nivel de viremia
por HAdV.

En pacientes adultos receptores de un alo-TPH, los factores de riesgo postulados

para la infeccion y la enfermedad por HAdV incluyen trasplante haploidéntico o de
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cordon de donante no relacionado y enfermedad de injerto contra huésped (EICH) de
grado 111/1V, aunque la enfermedad diseminada por HAdV también puede ocurrir antes
del desarrollo de EICH aguda y tratamiento con alemtuzumab [56, 63, 148, 171]. Sin
embargo, en el presente estudio no encontramos ninguna asociacion entre la viremia
HAdV y estos factores de riesgo, incluso en casos con viremia superior a 5x10° copias
de ADN de HAdV/ml.

La respuesta inmune de células T especificas de HAdV resulta esencial para el
control de la infeccion después del TPH [1, 63, 168, 172]. Es bien conocido el papel de
las células T CD8+ citotoxicas para controlar las infecciones virales, ya que reconocen
y destruyen las células infectadas, que muestran los péptidos por las moléculas del
MHC de clase | y, ademas, se ha reportado previamente el aumento significativo de
células T CD8+ especificas del hexdon de HAdV después del aclaramiento viral [2]. Del
mismo modo, se ha demostrado que las células T CD4+ especificas de HAdV aumentan
después de la eliminacion viral en pacientes con enfermedad por HAdV [2]. Se ha
demostrado ademas que los individuos sanos seropositivos presentan concentraciones
de células T CD4+ y CD8+ especificas de HAdV tan altas como el 1% de la poblacion
total de células T [173]. Se ha sugerido ademas que la respuesta combinada de CD4+ y
CD8+ es necesaria para un control eficiente de la infeccion por HAdV en pacientes que
reciben un TPH, ya que la desaparicion de la viremia por HAdV se sincroniz6 con la
aparicién posterior de una respuesta combinada de células T CD4+/CD8+ especificas
para HAdV, basandose en la cuantificacion de INF-y tras la estimulacién de las células
T CD4+/CD8+ con péptidos del hexon de HAdV [121].

En el presente estudio, hemos caracterizado la respuesta inmune celular
especifica de HAdV para identificar el marcador inmunologico mas apropiado para
guiar el manejo de las infecciones por HAdV en receptores de alo-TPH en adultos. A
diferencia de Guérin-El Khourouj et al. [150], quien sugirié que la monitorizacion de
IFN-y CD4+ especifico de HAdV puede ser de gran ayuda para la deteccion temprana
en pacientes de TPH con alto riesgo [150], nosotros encontramos que la expresion de
IL-2 y TNF-a por las células T CD8 + fueron los marcadores mas tempranos en
pacientes con viremia HAdV, tan pronto como a las tres semanas. Ademas, las
respuestas inmunitarias especificas de las células T CD4+ y CD8+ aumentaron en

aquellos casos en los que existia una mayor carga de HAdV en sangre. Un hallazgo
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interesante en el presente estudio fue la eliminacion casi completa de la viremia por
HAdV después de tres semanas de seguimiento, en pacientes con viremia persistente
antes del trasplante, los cuales poseian expresiones mas altas de INF-y por CD4+ y de
IL-2, TNF-a e INF-y por células T CD8+, aunque el pequefio nimero de estos pacientes

solo permite sugerir esta asociacion.

Actualmente no hay recomendaciones definitivas para la monitorizacion de las
cargas virales de HAdV y la reconstitucion inmune especifica de células T como base
para la profilaxis y el tratamiento de las infecciones por HAdV en pacientes adultos. En
pacientes pediatricos, estas recomendaciones se limitan al umbral comin de DNAemia
por HAdV superior a 1x10° copias/ml para el inicio de la terapia preventiva, que en la
mayoria de los casos se deriva de estudios retrospectivos y observacionales
fundamentalmente en pacientes pediatricos y en algunos casos previa selecciéon de
pacientes tras el diagndstico de la enfermedad diseminada por HAdV [168, 174, 175].
Estudios mas recientes sugieren que la deteccion previa al trasplante de ADN de HAdV
superior a 1x10° en heces se correlacionaria con un mayor riesgo de infeccién invasiva
temprana por HAdV [159]. En una reciente encuesta europea sobre el tratamiento de la
infeccion por HAdV en alo-TPH, los profesionales clinicos que asisten a pacientes
adultos inician un tratamiento preventivo con cidofovir en el 29% y el 14% de los
pacientes de alto y bajo riesgo, respectivamente [174]. Los altos efectos adversos
observados con cidofovir representan un desafio para esta decision, en ausencia de datos
clinicos de estudios prospectivos que apoyen la prediccion de viremia en la enfermedad
diseminada por HAdV. En este contexto, los resultados del presente estudio no apoyan

la terapia preventiva basada sélo en la viremia por HAdV.

Como una de las limitaciones de nuestro estudio debemos destacar que debido a
que la respuesta inmune de las células T no se evalud en todos puntos de tiempo en los
que se evalud la carga de HAdV en la sangre, por lo que no fue posible determinar una
relacién precisa entre el desarrollo de la respuesta inmune especifica de HAdV vy la
presencia de los episodios de adenoviremia. Ademas, la inclusiéon de otro tipo de
muestras en la monitorizacion de la infeccion por HAdV, como las heces, podria haber
ayudado a comprender mejor la posterior viremia por HAdV.
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Actualmente no existe un medicamento aprobado por las autoridades sanitarias
para tratar las infecciones por HAdV. Brincidofovir (CMXO001) representa una
alternativa prometedora que concluy6 en 2016 la Fase Ill de su desarrollo clinico,
aunque los resultados de dicho ensayo clinico ain no se han publicado
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02087306). El uso de CDV suele ser limitado debido
a su alta nefrotoxicidad y baja biodisponibilidad [1]. También se ha utilizado GCV, pero
ha mostrado resultados de eficacia muy variables y, ademés, causa neutropenia que

también limita su uso en este tipo de pacientes [63].

El uso de GCV para tratar las infecciones por HAdV no tiene una base légica, ya
que GCV debe ser fosforilada en primer lugar por una quinasa viral a su forma
monofosfato y HAdV no codifica para dicha proteina quinasa. Sin embargo, la
evaluacion in vivo de la eficacia de GCV condujo a la recomendacién de su uso para
tratar infecciones por HAdV en pacientes con trasplantes [165]. Ademas, otros autores
encontraron que el uso de GCV como profilaxis para la infeccion por HCMV se asocid
significativamente a un menor riesgo de desarrollar infecciones por HAdV [137].
Basandonos en estos datos, uno de nuestros objetivos fue demostrar que, como sucede
en presencia de la TK de HSV, la presencia de HCMV, y en consecuencia de su
proteina quinasa UL97, puede ser la causa de la eficacia mejorada de GCV frente a
HAdV in vivo.

En este trabajo hemos demostrado que la actividad antiviral de CDV contra
HAdV y HCMV es independiente de la presencia o no de ambos virus. Sin embargo, y a
diferencia de CDV, la actividad antiviral in vitro de GCV contra HAdV mejora de

manera significativa cuando existe una condicion de co-infeccion con HCMV.

No se conoce de forma clara el mecanismo con el que GCV afecta la replicacion
del ADN de HAdV. Si bien no hay evidencia de que el genoma de HAdV codifique
para una proteina quinasa, estudios previos demostraron que la actividad de la TK de
HSV contribuia con aumentos de 4 a 6 veces en la eficacia de GCV frente a HAdV
[176, 177]. En nuestro caso, la actividad antiviral mejorada del GCV durante la
infeccion sugiere la participacion de la proteina quinasa UL97 de HCMV. La
fosforilacion de GCV por UL97 aumentaria o aceleraria la conversién de GCV a GCV

monofosfato y, en consecuencia, la presencia de la forma activa trifosforilada de GCV
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(Figura 17). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que los pacientes tratados con
GCV como terapia preventiva para las infecciones por HCMV pueden considerarse

pacientes de bajo riesgo para el desarrollo posterior de infecciones por HAdV.

Figura 17. Posible mecanismo de accion de GCV frente a HAdV en condiciones de co-
infeccion de HCMV y HAdV.

En resumen, nuestros resultados muestran que la infeccion por HAdV es un
evento frecuente después del alo-TPH en pacientes adultos, en contraste con los datos
de estudios anteriores. La viremia puede ser persistente y con altas cargas virales. Sin
embargo, no encontramos asociacion con el desarrollo de enfermedad diseminada por
HAdV ni con la mortalidad. La respuesta inmune de células T especificas para HAdV
parece presentar un estado de pre-estimulacion, ya que estaba presente en la mayoria de
los pacientes, incluso en un pequefio nimero de ellos sin viremia por HAdV, y puede
ayudar a controlar las infecciones por HAdV en receptores adultos de alo-TPH, como
sugiere la eliminacion temprana y rapida de la viremia en aquellos pacientes con
episodio persistente antes del trasplante. Finalmente, los datos de este estudio sugieren
que aquellos pacientes tratados con GCV como terapia preventiva frente a HCMV
deben ser considerados como pacientes de bajo riesgo para sufrir infecciones por
HAdV.
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VII. CONCLUSIONES
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La incidencia de la infeccion por HAdV en pacientes adultos receptores de alo-TPH
es elevada. En nuestro estudio cincuenta y ocho pacientes (61%) presentaron carga
viral detectable en sangre, de los cuales 22 (23.2%) mostraron niveles superiores a
5x10% copias/ml. La mayor parte de los episodios fueron blips, siendo 1 de cada 4

episodios persistentes.

La respuesta inmune de las células T especificas para HAdV aumenta
constantemente después del alo-TPH, detectdndose en tres de cada 10 pacientes
durante los primeros 21 dias, y hasta en nueve de cada 10 pacientes a los 100 dias

post-trasplante.

La expresion de IL-2 y TNF-a por las células T CD8 + se presentan como los
marcadores mas tempranos en pacientes con viremia por HAdV. Ademas, las
respuestas inmunitarias especificas de las células T CD4+ y CD8+ aumentaron en

aquellos casos en los que existia una mayor carga de HAdV en sangre.

Se ha comprobado la eliminacion de la viremia por HAdV, a partir del dia 14 post-
trasplante, en los pacientes con viremia persistente pre-trasplante que poseian
expresiones més altas de INF-y por CD4+ y de IL-2, TNF-a ¢ INF-y por células T

CD8+, aunque el pequefio nimero de casos solo permite sugerir esta asociacion.

No se identificaron factores demogréaficos o clinicos asociados al desarrollo de
viremia por HAdV durante los 100 dias posteriores al alo-TPH. Las tasas de

mortalidad fueron similares en pacientes con y sin viremia por HAdV.

La actividad antiviral in vitro de CDV frente a HAdV y HCMV es independiente de
la presencia de uno o ambos virus. Sin embargo, la actividad antiviral in vitro de
GCV contra HAdV mejora cuando existe una condicion de co-infeccion con
HCMV.
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ANEXOS

ANEXO |I. CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS PI115/00489: Estudio de la incidencia de la

infeccion por adenovirus, su cinética de replicacion, y la respuesta inmune celular: impacto

en la progresion clinica de pacientes adultos receptores de TPH.

CODIGO DE IDENTIFICACION DEL CASO: (2 primeras letras de 1° apellido, 2° apellido y
nombre, seguido de fecha de ingreso).

N° HISTORIA CLINICA:

FECHA DE INCLUSION (FIRMA CI):

DATOS BASALES:
- Fecha de nacimiento: (dd/mm/aaaa) Sexo (VIM):
- Antecedente de TPH: S/N Tipo: Auto/Alo Fecha: (dd/mm/aaaa)

FACTORES DE RIESGO DE LA INFECCION POR HAd:

- Hemopatia que motiva el Alo-TPH:

- Estadio de la hemopatia:

- Fecha Alo-TPH: (dd/mm/aaaa)

- Tipo de Alo-TPH:
o Tipo de fuente: Sangre periférica/ Médula Osea/ Cordon
o  Tipo de donante: Donante no emparentado/ Hermano HLA idéntico/ Haploidéntico
o Tipo de acondicionamiento: Intensidad reducida/ Mieloablativo
o ATG:S/N

- CD34+ (x10%Kg):

- Donante: Sexo: F/M; Edad:

EICH
- Tipo profilaxis EICH (al alta):
O Ciclosporina O Metotrexate
O Tacrolimus o Ciclofosfamida
O Rapamicina o Otros: describir
- EICH Aguda: S/N Grado de EICH global: I/ 11 /1ll/ IV Fecha EICH:

(dd/mm/aaaa)
- Afectacion EICH: Digestiva/ Cutanea/ Hepatica
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- Lineas de Tratamiento EICH: 13/2%/3?

CMV
Infeccidn previa por CMV: S/N; Fecha diagnostico: (dd/mm/aaaa)
Missmath CMV (D/R):

Infeccion sintomatica CMV: S/N

Tratamiento infeccion CMV (dias):

DATOS CLINICOS RELATIVOS A LA INFECCION POR HAd:
- Diagnéstico de infeccion por HAd: S/N; Fecha: (dd/mm/aaaa):
- Tratamiento inmunosupresor al diagndstico de la infeccion por HAd:
- Presentacion clinica de la infeccion:

o Asintomatico: S/N (0)

o Fiebre: SIN (1)
o Infiltrado pulmonar: S/N (2)
o Diarrea: S/N (3)
o Disfuncidn hepética: S/N (4)
o Sepsis: S/N (5)
o Sospecha de infeccion diseminada o fallo multiorganico: S/N (6)
o Otros (especificar a continuacion): (7)
- Otra infeccion concomitante: S/N Etiologia: Bacteriana/Virica/Fungica/ Sin
etiologia
- Tipo de infeccion concomitante: Fecha de diagndstico: (dd/mm/aaaa)
- Neutropenia febril: S/N; Fecha inicio/fin: (dd/mm/aaaa)
- EVOH: SIN
- Otras complicaciones (describir):
VARIABLES DEPENDIENTES DE LA INFECCION POR HAd:
- Monitorizacion periddica de la carga viral:
Dia -7 Dia0 Dia +7 Dia +14 Dia +21
Fecha determ: Fecha determ: Fecha determ: Fecha determ: Fecha determ:
e e e I e - - - - [---[----
N° copias: N° copias: N° copias: N° copias: N° copias:
Resp.IE: S/N
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Tipo resp. IE:

CD4+/CD8+
Dia +28 Dia + 35 Dia +42 Dia +49 Dia +56
Fecha determ: Fecha determ: Fecha determ: Fecha determ: Fecha determ:
e f-ef---- - f-ef---- - f---f--—- - f---/----
N° copias: N° copias: N° copias: NP° copias: N° copias:
Resp.IE: S/N
Tipo resp. IE:
CD4+/CD8+
Dia+ 70 Dia +84 Dia +100
Fecha determ: Fecha determ: Fecha determ:
e f--f---- - f---/----
N° copias: N° copias: N° copias:
Resp.IE: S/N
Tipo resp. IE:
CD4+/CD8+

- Viremia HAd >500 copias/ml: S/N
- Viremia HAd persistente: S/N

- Otras muestras: S/N

- Tipo de muestra: LBA/Orina/ Biopsia colon/Biopsia hepatica/ LCR
- Fecha de la muestra: (dd/mm/aaaa)

- Diagnostico de HAd: +/-

EVOLUCION:

- Fracaso del implante: S/N

Recidiva hemopatia: S/N; Fecha recidiva: (dd/mm/aaaa)

- Evolucion: 1. Curacién 2. Exitus atribuible 3. Exitus no atribuible
- Causa del éxitus:

- Supervivencia a los 100 dias post-Alo-TPH: S/N

- Fecha éxitus: (dd/mm/aaaa)
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ANEXO Il1. CONSENTIMIENTO INFORMADO
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Estudio de la incidencia de la infecciébn por adenovirus, su cinética de
replicacion, y la respuesta inmune celular: impacto en la progresion clinica de
pacientes adultos receptores de TPH (P1 15/00489).

CONSENTIMIENTO INFORMADO - INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacion
que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza:

El objetivo del estudio serd determinar qué nimero de pacientes adultos que reciben un
trasplante de progenitores hematopoyéticos pueden estar infectados por adenovirus, asi como
conocer la respuesta inmune del organismo ante dicha infeccidn, con el objeto de conocer la
trascendencia que este hecho en su evolucién clinica.

El estudio consistira en el seguimiento protocolizado de los datos clinicos antes y tras la
realizacion del trasplante, asi como la extraccidn de sangre venosa, coincidiendo todo ello con
las visitas clinicas y las extracciones de sangre que forman parte del seguimiento habitual de los
pacientes trasplantados.

También se estudiard la presencia de adenovirus en otras muestras obtenidas de endoscopia,
broncoscopia, colonoscopia u otras muestras que estén indicadas clinicamente, en aquellos
pacientes con procesos clinicos intercurrentes que puedan estar causados por adenovirus.

De forma nueva para este virus, observaremos la respuesta inmunoldgica de los pacientes
trasplantados para intentar dilucidar causas, factores de riesgo o de proteccion que agraven o

atenlen los efectos de la infeccion.
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Importancia:

Este estudio intentard determinar:

- Porcentaje de pacientes receptores de TPH que estdn mas expuestos a la colonizacidn por
adenovirus y, dentro de este grupo, cuantos de ellos desarrollan la infeccion por este
microorganismo.

- Conocer en qué tipo de pacientes existe una mayor colonizacién/infeccidn por adenovirus.

- Conocer la respuesta inmunoldgica del paciente frente al adenovirus

- Lograr en un futuro prevenir o minimizar la afectacion por parte este microorganismo
gracias a un mayor conocimiento de su proceso infectivo a raiz del cual podamos optimizar
las herramientas terapéuticas disponibles.

Implicaciones para el paciente:

- La participacion es totalmente voluntaria.

- El paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicaciones y sin
que esto repercuta en sus cuidados médicos.

- Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se trataran
conforme a la Ley Orgéanica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

- La informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de este
estudio.

Riesgos de la investigacion para el paciente:

No hay ningln riesgo durante ni posterior a la recogida de muestras.

Si requiere informaciéon adicional se puede poner en contacto con nuestro personal de

investigacion en el teléfono: 670943816 o en el correo electrénico:

manuela.aquilar.sspa@juntadeandalucia.es
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Estudio de la incidencia de la infeccion por adenovirus, su cinética de
replicacién, y la respuesta inmune celular: impacto en la progresion clinica de
pacientes adultos receptores de TPH (PI1 15/00489).

CONSENTIMIENTO INFORMADO - INFORMACION AL PACIENTE

He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento (Informacion al
Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el “Estudio de la incidencia de la infeccién por adenovirus, su
cinética de replicacion, y la respuesta inmune celular: impacto en la progresién clinica de
pacientes adultos receptores de TPH”.

He recibido suficiente informacion sobre el “Estudio de la incidencia de la infeccion por
adenovirus, su cinética de replicacion, y la respuesta inmune celular: impacto en la progresion

clinica de pacientes adultos receptores de TPH”.

- Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

- Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y se
tratardn conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal
15/99.

- Se me ha informado de que la informacion obtenida sélo se utilizard para los fines
especificos del estudio.

- Deseo ser informado/a de los datos que se obtengan en el curso de la investigacion,
incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir: Si/No

- Comprendo que puedo retirarme del estudio:

o Cuando quiera
o Sin tener que dar explicaciones

o Sin que esto repercuta en mis cuidados medicos
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Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado “Estudio de la
incidencia de la infeccion por adenovirus, su cinética de replicacién, y la respuesta inmune

celular: impacto en la progresion clinica de pacientes adultos receptores de TPH”.

Firma de la paciente Firma del profesional

(o representante legal en su caso) sanitario informador

Nombre y apellidos:.................. Nombre y apellidos: ...........
Fecha: ... Fecha: .......................l.
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ANEXO I1l1. PUBLICACIONES DERIVADAS DEL TRABAJO DE LA TESIS
DOCTORAL

A high incidence of adenovirus infection is controlled by T-cellsimmune
response in adult allogenic hematopoietic stem celltransplantation recipients. Sanchez-
Céspedes J.*, Marrugal-Lorenzo J.A.*, Martin-Gandul C., Rodriguez-Torres N.,
Montero-Mateos E., Serna-Gallego A., Escamilla-Gémez V., Merino L., Espigado I.,
Pachdn J., Pérez Simén J.A.y Aguilar-Guisado M.

Manuscrito en revision en la revista Clinical Microbiology and Infection (CLM-
19-16016).

In vitro co-infection by cytomegalovirus improves the antiviral activity
ofganciclovir against human adenovirus. Aguilar-Guisado M.*, Marrugal-Lorenzo
J.A.*, Merino L., Pachén J., y Sdnchez-Céspedes J.

Manuscrito en revision en la revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy
(AAC01840-19).
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ANEXO IV. OTRAS PUBLICACIONES GENERADAS DURANTE EL
PERIODO DE FORMACION PREDOCTORAL

Repositioning salicylanilide anthelmintic drugs to treat adenovirus infections.
Marrugal-Lorenzo J.A., Serna-Gallego A., Berastegui-Cabrera J, Pachén J, and
Sanchez-Céspedes J. Scientific Reports 2019 Jan 9;9(1):17. doi: 10.1038/541598-018-
37290-3. IF: 4.525. Q1.

Inhibition of adenovirus infection by mifepristone. Marrugal-Lorenzo J.A.,
Serna-Gallego A., Gonzélez-Gonzélez L., Bufiuales M, Poutou J., Pachén J., Gonzalez-
Aparicio M., Hernandez-Alcoceba R. and Sanchez-Céspedes J. Antiviral Research 2018
Nov;159:77-83. doi: 10.1016/ j.antiviral.2018.09.011. IF: 4.130. Q1.

Multiple multicomponent reactions: unexplored substrates, selective processes,
and versatile chemotypes in biomedicine. Ghashghaei O., Caputo S., Sintes M., Revés
M., KiellandN., Estarellas C., Luque F.J., Avifio A., Eritja R., Serna-Gallego A.,
Marrugal-Lorenzo J.A.,Pachon J., Snchez-Céspedes J., Treadwell R., de Moliner F.,
Vendrell M. y Lavilla R. Chemistry — A European Journal 2018 Sep 25 ;24 (54):
14513-14521. doi: 10.1002/ chem.201802877. IF: 5.160. Q1.

New 4-Acyl-1-phenylaminocarbonyl-2-phenylpiperazine derivatives as potential
inhibitors of adenovirus infection. Synthesis, biological evaluation, and structure-
activity relationships. Sanchez-Céspedes J., Martinez-Aguado P., Vega-Holm M.,
Serna-Gallego A., Candela J.I., Marrugal-Lorenzo J.A., Pachon J., Iglesias-Guerra F.
y Vega-Pérez J.M. Journal of Medicinal Chemistry 2016 Jun 9;59(11):5432-48. doi:
10.1021/acs.jmedchem.6b00300. IF: 6.259. D1

Antiadenovirus drug discovery: potential targets and evaluation methodologies.
Martinez-Aguado, P., Serna-Gallego, A., Marrugal-Lorenzo, J.A., Gomez-Marin, I., y
Sanchez-Cespedes, J. Drug Discov Today 2015 Oct;20(10):1235-42. doi:
10.1016/j.drudis.2015.07.007. IF: 6.369. D1
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