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2. Resumen del proyecto:

Objetivos: Identificar factores genéticos relacionados con el metabolismo lipidico
involucrados en la susceptibilidad a la infeccion por VHC.

Metodologia:

Se realizara un estudio de asociacion génica en tres fases: Descubrimiento,
validacion y confirmacién. En la fase de descubrimiento se utilizaran los datos
genotipicos de 108 variantes génicas relacionados con el metabolismo lipidico en
400 pacientes infectados por VHC procedentes de un estudio previo realizado por
nuestro grupo y datos de un GWAS realizado por el investigador principal en 800
individuos representantes de la poblacion espafola. Aquellas variantes que
muestren diferencias significativas en la distribucién alélica (poco representadas
en la poblacion de infectados) seran de nuevo estudiadas en otra poblacion de
300 controles poblacionales y 300 individuos infectados. Las variantes que sean
validadas (barridas de nuevo en la poblacién de infectados) se analizardn en una
poblacién de 50 individuos resistentes a la infeccion por el VHC. Las variantes
confirmadas (sobre-representadas en la poblacion de resistentes) seran
consideradas factores de resistencia. Se estudiara el efecto de las variables
validadas sobre la expresion de los genes a los que se ligan mediante técnicas
de RT-gPCR, asi como la posibilidad de ser consideradas nuevas dianas
terapéuticas en prevencion/curacién de la infeccién por VHC.




3. Memoria del proyecto:

Justificacion, antecedentes y estado actual del tema (maximo tres paginas):

La hepatitis C es una enfermedad infecciosa clinicamente muy variable, que
afecta al 2-3% de la poblacién mundial. En un 75% de los afectados, la infeccion
se cronifica, pudiendo evolucionar a cirrosis hepética y carcinoma hepatocelular.
Actualmente, estas complicaciones derivadas de la infeccion por el virus de la
hepatitis C (VHC) son la primera causa de trasplante hepatico en Europa y Estados
Unidos. La erradicacion del VHC mediante el tratamiento antiviral es la Unica forma
de prevenir estas patologias en los individuos infectados. Aunque el desarrollo de
los nuevos agentes antivirales directos (AAD) ha mejorado considerablemente las
perspectivas de curacion en individuos con infeccién crénica, consiguiendo unas
tasas de respuesta viral sostenida (RVS) del 75-90%, este tratamiento supone un
coste por paciente muy alto, lo que, por una parte, constituye un problema
considerable para el sistema publico de salud, y por otra, imposibilita su
aplicabilidad a todos los pacientes de forma global [1]. Esto, junto al hecho de que
un alto porcentaje de pacientes infectados por el VHC desconoce que lo esta, y al
incremento de nuevos casos de infeccion por via sexual en pacientes infectados
por VIH que se ha observado en las ultimas décadas en muchos paises [2], sugiere
gue la infeccion por VHC puede necesitar décadas para ser controlada a nivel
mundial.

Una proporcion muy pequefia de los individuos expuestos al VHC no se
infectan por el virus ni muestran seroconversion [3]. Estos individuos expuestos no
infectados (ENI) parecen tener algun tipo de proteccion a la infeccion por VHC.
Inicialmente, estos fendmenos se relacionaron con una baja dosis del inoculo viral,
y/o con una eficiente respuesta inmune celular en detrimento de la humoral [4, 5].
Este tipo de respuesta inmune podria estar genéticamente determinada. De esta
forma, se ha descrito una sobre-representacion de ciertos alelos de KIR2DL3 y su
ligando, HLA-C1, en pacientes expuestos al VHC pero seronegativos [6].

Otra posible explicacion para este fendmeno de proteccion a la infeccidn por
VHC podria ser una baja susceptibilidad natural a la infeccidén. Esto, podria estar
también genéticamente determinado, tal como ocurre en los individuos ENI al VIH
gue presentan la mutacién delta 32 en el gen CCR5. Existen pocos datos referentes
a este aspecto en el campo de la infeccidén por VHC [7]. No obstante, un estudio in
vitro demostré6 que 3 polimorfismos naturales del gen PPIA (peptidyl-prolyl
isomerase A) abolian la replicacion del VHC [8]. Este gen codifica para la Ciclofilina
A, un factor del huésped esencial para la replicacion del VHC vy, posiblemente,
también para su ensamblaje. Estos polimorfismos (SNPs) desestabilizan la
Ciclofilina Ay promueven su degradacién. A pesar de estas evidencias, no se han
identificado individuos homocigotos para estos polimorfismos en una cohorte bien
caracterizada de individuos ENI al VHC [9].




El proceso de infeccion por este virus ha sido relacionado con el metabolismo
lipidico del huésped. Aunque todavia no se conocen en detalle los mecanismos
moleculares implicados, hay pruebas de que el VHC se transporta por el suero del
huésped en el interior de particulas de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
haciendo inalcanzable la particula viral a los anticuerpos y las proteinas del
complemento [10]. Las particulas de VLDL son procesadas por la lipasa de
lipoproteinas que hidrolizan los triglicéridos del nucleo de la particula dando lugar
a lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y lipoproteinas de baja densidad
(LDL). Una gran proporcion (70%) de IDL pasa al interior de los hepatocitos a través
de la interaccion entre el receptor de LDL (LDLR) y la apolipoproteina E (ApoE) de
las particulas de IDL. El resto de IDL en circulacion es convertido a LDL por la
lipasa hepéatica que reduce la cantidad de triglicéridos y permite la interaccion entre
LDLR y la apolipoproteina B (ApoB) de las particulas de LDL. De esta forma LDLR
actuaria como puerta de entrada del VHC al hepatocito, junto con otras proteinas
gue han demostrado implicaciones en este proceso, tales como SRB1 (scavenger
receptor class B1), CD-81 (Cluster of Differentiation 81), Claudina-1 (CLDN1) y
ocludina (OCLN) [11].

Existen varias evidencias que apoyan el papel de LDLR en la entrada del VHC
al hepatocito: i) células carentes de LDLR han mostrado resistencia al virus [12]; ii)
la inhibicién de LDLR mediante ARN interferente disminuye la infectividad del VHC
[13]; iii) estudios de particulas virales de VHC han determinado que aquellas
particulas de VHC recubiertas con apoliproteinas B y E presentan una mayor
infectividad [14]; iv) existe una correlacion entre los niveles de ARN de VHC en el
hepatocito y los niveles de ARNm de LDLR vy la eficiencia de entrada de LDL [15],
V) el LDLR soluble tiene un efecto inhibitorio sobre la infectividad del VHC [15]; y
vi) el VHC estimula la expresion de LDLR e inhibe la expresion de PCSK9, una
proteina que facilita la degradacion de LDLR [16]. Ademas, el bloqueo con
anticuerpos monoclonales de LDLR provoca un descenso de la replicacion del virus
sugiriendo un papel adicional de LDLR en las fases del ciclo de VHC posteriores a
la entrada del virus [13].

Dada la probable asociacion entre el metabolismo de lipidos mediado por
LDLR y lainfeccion por VHC, muchos estudios se han centrado en el posible efecto
de alteraciones en este metabolismo y su relacion con el desarrollo de la infeccidon
por VHC. De esta forma, nuestro grupo ha identificado una asociacion entre el
aumento de los niveles de LDL en plasma y una mayor probabilidad de RVS tras
el tratamiento con Interferon-Pegilado (IFN-Peg) y ribavirina (RBV) [17]. Asi mismo,
nuestro equipo, y otros grupos, también han identificado polimorfismos en el gen
LDLR asociados a niveles de LDL en plasma de pacientes infectados por VHC, que
se asocian también a la RVS en pacientes tratados con IFN-Peg/RBV [17-20], al
aclaramiento viral espontaneo [20] y a la carga viral [21].

A pesar de todos los estudios realizados con variantes de LDLR; el papel de
este gen, y de otros relacionados con él, e implicados en el metabolismo lipidico




en general; nunca se han realizado estudios de asociacion génica para determinar
la posible implicacion de los mismos en la susceptibilidad a la infeccion por VHC.
La mejor aproximacion para realizar estos estudios seria incluir una poblacion bien
caracterizada de individuos ENI. Sin embargo, la identificacién de este fenotipo es
dificil por dos causas: i) la probabilidad de haber estado expuesto al virus es
complicada de estimar; y ii) estos individuos no acuden a las consultas al no tener
sintomas de la enfermedad. A pesar de ello, es de esperar que una variante
genética que esté relacionada con la proteccion a la infeccion tendria que estar
presente en una muestra poblacional, mientras que se encontraria barrida en una
muestra de pacientes infectados. Esta circunstancia permitiria realizar estudios de
asociacion génica para identificar estas variantes usando pacientes infectados y
una muestra poblacional control. Esta fue la estrategia que se siguid para la
confirmar el efecto protector frente a la infeccion por el VIH de la mutacion delta 32
del gen CCR5 [22], y recientemente, también, para buscar otras variantes con
efecto similar en la misma patologia infecciosa [23].

El descubrimiento de factores genéticos asociados a una posible proteccion a la
infeccion por este virus seria de vital importancia para desarrollar nuevas
estrategias de prevencion que ayuden a controlar la aparicion de nuevos casos.
Ademas, este conocimiento podria abrir nuevas estrategias de tratamiento que
pudieran sustituir o complementar a las actuales. Todo ello limitaria la incidencia
de enfermedades hepaticas derivadas de la infeccion por el VHC con el
consiguiente beneficio para la salud publica.
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Hipotesis:

Existen determinantes genéticos que condicionan una baja susceptibilidad a
la infeccion por el VHC. Dada la estrecha relacion que existe entre el metabolismo
lipidico y la infeccidén con este virus, planteamos la hip6tesis de que deben existir
alelos de genes implicados en este metabolismo que pueden condicionar la
susceptibilidad para adquirir la infeccion por este agente en nuestra poblacion.

Objetivos:

Primario:
Identificar factores genéticos involucrados con la baja susceptibilidad a la
infeccion por VHC.

Secundarios:

1) Analizar si los polimorfismos genéticos asociados a la baja susceptibilidad
a la infeccion por VHC modifican los niveles de expresion de los genes a los que
se asocian.

2) Crear una coleccion de muestras biolégicas de pacientes expuestos a la
hepatitis C no infectados en donde realizar estudios de asociacion génica masiva
para identificar factores genéticos relacionados con el fenotipo de resistencia.




Metodologia: disefio, sujetos, variables, recogida y analisis de datos y
limitaciones del estudio (maximo 3 péginas):

Disefio del estudio: Estudio transversal: estudio de asociacion génica en tres fases:
Descubrimiento, validacion y confirmacion.
Sujetos de estudio:

- Pacientes:

Utilizaremos los datos de genotipado de 400 pacientes infectados por VHC
procedentes de un estudio previo realizado por nuestro grupo en donde se testaron 144
variables de 40 genes, la mayoria relacionados con el metabolismo lipidico (Neukam vy
cols. Aids 2013; 27:2715-2724, Real y cols. Liver Int 2014; 34:558-66). Ademas, se
utilizaran 300 pacientes adicionales, elegidos de forma aleatoria, para la fase de validacion,
gue procederan de la colecciébn de muestras disponible en nuestra unidad (Ref ISCIII
C.000311). Todos estos pacientes cumplen los siguientes criterios: i) ser caucasicos
mayores de edad y seropositivos para el VHC, ii) haber firmado un consentimiento por
escrito para participar en estudios genéticos relacionados con su enfermedad, iii) no
presentar relacion de parentesco con otros enfermos incluidos.

- Controles poblacionales:

Se utilizaran datos genotipicos de un GWAS realizado en 800 individuos
representantes de la poblacién espafiola para la fase de descubrimiento (Gayan y cols.
BMC Genomics 2010; 11:326-340, Real y cols. PlosOne 2014, 9:e101178). Para la fase
de validacion se utilizaran 300 muestras de controles poblacionales anonimizados y
seleccionadas al azar procedentes del banco de sangre de varios hospitales andaluces.

-Individuos expuestos no infectados (ENI) para el VHC:

Para la fase de confirmacion se recolectara, al menos, 30 muestras de individuos ENI
para el VHC. Estos deberan cumplir con estos criterios: i) ser caucasico esparfiol mayor de
edad que consienta en donar muestra para el proyecto, ii) No mostrar parentesco familiar
con ninguno de los individuos seleccionados, iii) ser seronegativo para el VHC, iv) ser o
haber sido drogadicto por via parenteral y haber compartido jeringuillas durante al menos
3 meses.

- Controles sanos:

Para los estudios de expresion génica se reclutaran 100 individuos voluntarios del
personal sanitario de hospital segun los siguientes criterios: i) caucasicos, ii)
consentimiento en participar en el presente proyecto, iii) no relacionados entre si.
Variables de estudio:

- Variable principal: presencia de anticuerpos frente al VHC.

- Variables independientes: De las bases de datos clinicas existentes de los
pacientes se extraeran las siguientes variables: Edad, sexo, consumo de drogas, indice de
masa corporal, lipidos, infeccién por VHC y por VIH, genotipo del VHC, carga viral del VHC.
Extraccion de ADN

El ADN gendmico serd aislado de muestras de sangre total utilizando el sistema
Qiacube (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.
La concentracién de ADN sera calculada por espectrofotometria utilizando un Nanodrop
(Thermo Scientific, Wilmington, USA).

Genotipacion

Las muestras del grupo de descubrimiento ya estan genotipadas. La muestras de
controles, pacientes e individuos ENI de las fases de validacion y confirmacién seran
genotipadas para los SNPs seleccionados en el grupo de descubrimiento con el sistema
Light Cycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Analisis de datos
- Extraccion de datos de genotipado de bases de datos:




Para el analisis inicial de la fase de descubrimiento se utilizaran los datos de
genotipado de 108 SNPs de genes relacionados con el metabolismo lipidico (LDLR,
LDLRAP, APOB, APOE, APOC1, PCSK9, SP110, LPL, VLDLR, HMGCR, DEGS1/NVL,
LIPC, ABCAL, CETP y NPC1L1) de pacientes infectados por VHC procedentes de un
proyecto realizado previamente por nuestro grupo (Neukam y cols. Aids 2013; 27:2715-
2724, Real y cols. Liver Int 2014; 34:558-66). Los datos genotipicos de controles
poblacionales se obtendran de un GWAS realizado en la poblacion espafola. (Gayan y
cols. BMC Genomics 2010; 11:326-340, Real y cols. PlosOne 2014; 9:e101178). La
extraccion de los datos genotipicos de estas bases de realizard con el software Plink
(http://pngu.mgh.harvard.edu/).

- Controles de calidad de los datos de genotipacion

Con el objetivo de detectar muestras de individuos emparentados, muestras
contaminadas o duplicadas, tanto en la fase de descubrimiento como en la de validacion,
se aplicara el programa Graphical Representation of Relationships (GRR)
(http://csg.sph.umich.edu/abecasis/GRR), descartando las muestras que se revelen como
relacionadas. Aquellos SNPs que tengan una tasa de genotipado global menor del 80% en
toda la poblacién, una frecuencia del menor alelo menor del 1% y que no cumplan con el
equilibrio Hardy-Weinberg (p<0.001) en controles seran descartados. Ademas, seran
descartadas aquellas muestras que tengan mas de un 10% de SNPs no genotipados.
Estos controles de calidad se realizaran con el software Plink.

- Estudios de asociacion

La frecuencia alélica, genotipica, y las desviaciones en el equilibrio de Hardy-
Weinberg en la poblacion control estudiada, asi como en los pacientes incluidos, se
analizarda con el software Plink. De igual forma, con el software Haploview
(www.broadinstitute.org/haploview/haploview), se construirdn haplotipos con las variantes
genéticas que se encuentren en desequilibrio de union y se estudiara su distribucion en
controles y casos. Los analisis de asociacion entre estas variables génicas (SNPs o
haplotipos) y la infeccion por VHC, se hara mediante Plink, Haploview y las herramientas
bioinformaticas disponibles en la red basadas en los algoritmos de Sasieni, segun
corresponda. Se aplicaran correcciones por testado mdltiple (correccién de Bonferroni)
para establecer el valor de significacién estadistica.

Las variables no genéticas seran estudiadas empleando SPSS (IBM Corporation,
Somers, NY, USA), llevando a cabo una estadistica descriptiva y un analisis univariante
de todas ellas tanto para la poblacion control como para el grupo de infectados, analizando
las diferencias observadas. Para variables cualitativas: se aplicara las pruebas de la Chi-
cuadrado y exacta de Fisher (cuando sea necesario). Para variables cuantitativas se
emplearan las pruebas de la t de Student y la U de Mann-Whitney. El nivel de significacion
estadistica se establecera en p<0,05, y la magnitud de las asociaciones se expresara como
odds ratio (OR) con intervalos de confianza al 95%.

Estudios funcionales

Para estudiar si los SNPs asociados a susceptibilidad/resistencia a VHC tienen un
efecto en los niveles de expresion en la proteina a la que estan asociados, estudiaremos
la expresion de estos genes en individuos previamente genotipados para estos SNPs
mediante RT-gPCR. Primero, identificaremos mediante genotipado aquellos donantes
sanos portadores de los genotipos/haplotipos de riesgo y proteccidon. A continuacion se
aislaran células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) usando un gradiente de
Ficoll. La extraccién de ARN se realizara utilizando el RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para evitar la degradacion del ARN,
el ADNc sera inmediatamente sintetizado usando el QuantiTect Reverse Transcription Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) que incluye un tratamiento previo con DNAsa. Para evitar la
amplificacién de ADN, todos los oligos utilizados en la gPCR estaran localizados entre dos
exones consecutivos. Los genes B2M y/o RPLPO seran usados como referencia. El
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experimento se realizar4 por triplicado utilizando la media para calcular el nivel de
expresion por el método AACqQ.

Para conseguir una potencia del 80% para detectar diferencias en el nivel de
expresion de 1,5 veces entre los distintos grupos genotipicos mediante una Prueba T-
Student bilateral, con un nivel de significacion del 5%, y asumiendo que la desviacion tipica
de ambos grupos es de 0.30 veces la media de la expresion génica, sera necesario incluir
9 individuos en cada grupo genotipico. Suponiendo una frecuencia alélica de 0.2 para el
alelo menor seria necesario genotipar al menos 100 individuos para asegurarnos la
identificacion de los 9 individuos homocigotos para el alelo menor. Para el resto de grupos
genotipicos (heterocigotos u homocigotos del alelo mas frecuente) se elegiran al azar 9
individuos por grupo de los 100 genotipados.

Limitaciones del estudio

El proyecto planteado tiene tres limitaciones a tener en cuenta:

1.- La frecuencia con la que aparecen falsos positivos en los estudios de asociacion
génica son un problema inherente a este tipo de trabajos. Para minimizar esta limitacion,
el estudio se ha disefiado con un grupo de validacion en el que se deberan replicar todas
aguellas asociaciones que se encuentren en el grupo de descubrimiento. Ademas, se
incluye una fase de confirmacién con pacientes ENI. S6lo aquellos SNPs asociados con la
baja susceptibilidad a la infeccién a VHC en el grupo de descubrimiento, y que tengan la
misma direccién y tamafio de efecto en el grupo de validacion, y que sea coherente con lo
observado en el grupo de confirmacion seran considerados como asociadas al fenotipo de
resistencia.

2.- El estudio planteado no utiliza una estrategia de GWAS (libre de hipotesis), por
lo que no puede identificar genes insospechados que pueden estar implicados en el
fendmeno de baja susceptibilidad a la infeccién por VHC. A pesar de ello, el estudio se
centra en genes candidatos relacionados con una de las rutas metabdlicas implicadas con
el establecimiento y el mantenimiento de la infeccion.

3.- Los estudios de asociacidn planteados no utilizan como controles individuos ENI
debido a su bajo numero. Los pocos que ENI que se recolecten seran utilizados en una
fase de confirmacion. Por tanto, es posible que esta fase no tenga la potencia estadistica
suficiente para ver diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre infectados y
ENI. Sin embargo, la observacién de una sobre-representacién de los alelos asociados a
resistencia puede ser clave para dar credibilidad a los resultados que se obtengan de las
fases anteriores. El hecho de no utilizar ENI en las fases de descubrimiento y validacion
limita las posibilidades de éxito a estudios con tamafios muestrales elevados siempre y
cuando existan variantes con tamafio de efecto importantes. En un estudio previo en donde
se describe un polimorfismo de IL12B asociado a proteccion a la infecciéon con una OR=12
(Hagazy y cols. Clin Exp Immunol. 2008; 152:538-541), se observa una tendencia a la
asociacion cuando 105 controles poblacionales se comparan con 191 infectados. Teniendo
en cuenta estos datos, y suponiendo tamarfios de efecto elevados, seria posible descubrir
factores genéticos asociados al fenotipo doblando el tamafio muestral del mencionado
trabajo (300 infectados vs 300 controles). La existencia de tales variantes en genes del
metabolismo lipidico nunca ha sido previamente estudiada, y es posible que estas sean
de muy baja frecuencia en la poblacion. La posibilidad de buscar variantes raras no esta
contemplada en el disefio del estudio por motivos econdmicos. Aln asi, los genes que
contengan polimorfismos con tendencia a la asociacién y que dicha tendencia fuera
replicada en los estudios de validacion y confirmacion, podrian ser objeto, en el seno de
futuros proyectos, de estudios mas profundos con técnicas de secuenciacion para la
identificacion de tales posibles variantes raras. No obstante lo anterior, en caso de
recolectar suficientes ENI (>100 individuos), los estudio de asociacion se llevarian a cabo
entre seropositivos y ENI, utilizando los controles para observar desviaciones de las
frecuencias alélicas en los grupos de estudio.
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4. Etapas de desarrollo y distribucién de las tareas del equipo

investigador (insertar cronograma):

1.- Fase de descubrimiento. Estudio de asociacion génica en bases de datos existentes
y seleccién de variantes génicas para incluir en la fase de validacion. Esta labor sera
realizada por el Investigador Principal (IP)

2.- Fase de validacion:

a) Extraccion de ADN. Las muestras sanguineas de los pacientes infectados por
VHC (n=300) ya disponibles en la coleccién de muestras de nuestra unidad, y las de
controles procedentes de los bancos de sangre (n=300), también disponibles
actualmente, seran procesadas para la extraccion de ADN de calidad en donde aplicar
técnicas de genotipado. Esta labor sera realizada por un técnico del grupo de
investigacion bajo la direccién del IP.

b) Genotipacién._Las muestras extraidas seran genotipadas para aquellos
polimorfismos seleccionados en la fase de descubrimiento. (IP y técnico).

c) Analisis de los datos de genotipado. Se realizaran controles de calidad de los
datos crudos de genotipado. Una vez depurados, los datos genotipicos seran utilizados
para realizar los estudios de asociacion e identificar aquellos SNPs que pudieran estar
asociados al fenotipo de proteccion a la infeccion. (IP).

3. Fase de confirmacion.

a) ldentificacion y recoleccion de ENIs. Se recolectaran tantos individuos ENIs
como se pueda durante el periodo en que tenga vigencia el proyecto y segun los criterios
de inclusién especificados. (Todos los colaboradores clinicos)

b) Genotipacion. Las muestras de ADN de ENIs seran extraidas y preparadas
para genotipar aquellas variantes génicas validadas en la fase anterior. (IP y técnico).

¢) Andlisis de datos de genotipado. Se compararan las frecuencias alélicas y
genaotipicas de los alelos genotipados en esta fase entre ENIs e individuos seropositivos
recolectados en las 2 primeras fases. Solo aquellos SNPs confirmados seran
considerados como asociados a la proteccion frente a la infeccién por VHC. (IP).

4.- Estudios funcionales. Se estudiara si los polimorfismos genéticos asociados tienen
efecto sobre los niveles de la expresion de los genes a los que estan ligados. (IP y
técnico).

5.- Difusién de resultados. Los responsables de llevar a cabo esta labor seran el IP y los
colaboradores clinicos del proyecto.

Tar=as Subtoreos
Faze descubrimisnto
Fase= walidacion

Extroccion de ADN
Oenotipagan
Analisis de dotos

Fase confirmacion

Aecoiaccon de ENlT
Oenotipagan
Anclisis de dotos

Extudics funcicnales
Difusion resuftsdos
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El investigador principal del proyecto tiene una dilatada experiencia en estudios de
asociacion génica, tanto con abordajes de genes candidatos como con aquellos libres de
hipotesis. Respecto a estos ultimos, ha dirigido técnicamente las labores de genotipacion
de varios estudios GWAS, ha disefiado protocolos para la realizacion de controles
bioinformaticos de calidad de los datos crudos generados por estas técnicas, y ha
realizado andlisis meta-GWAS en las siguientes patologias: esclerosis mudltiple
(Matesanz y cols. PlosOne 2012, 7: e36140), enfermedad de Alzheimer (Perez y cols
Genome Med. 2011, 3:33-40; Martinez-Mir y cols. J Alzheimers Dis. 2013, 35:403-12) y
cancer de colon (Real y cols, PlosOne 2014, 9:101178). Ademas ha disefiado y
ejecutado GWAS para terceros desde la empresa Biotecnoldgica Neocodex de la que
fue Director técnico, en las siguientes patoldgias: Osteoporosis, respuesta a tratamientos
en individuos infectados por el VHC, enfermedades cardiovasculares, y enfermedad de
Parkinson. Parte de estos estudios permitieron llevar a cabo la primera descripcion de la
estructura genética de la poblacion espafiola (Gayan y cols. BMC Genomics 2010,
11:326-340). Por otra parte, ha contribuido al disefio de una de las primeras herramientas
existentes para la identificacién de epistasis a partir de datos de genotipacién masiva
(Gayan y cols. BMC Genomics 2008, 9:360-73), realizando uno de los primeros estudios
de asociacion digénica en la enfermedad de Parkinson (Gonzélez-Pérez y cols.
Neurogenetics 2009, 10:173-81). Ademas ha participado y dirigido estudios de genes
candidatos a partir del analisis de datos de multiples estudios de GWAS (Martinez-Mir y
cols. J Alzheimers Dis. 2013, 35:403-12). En el campo de las enfermedades infecciosas
ha realizado estudios sobre genes involucrados en la resistencia a la infeccion por VIH-
1 (Real y cols, AIDS, 2015; 29:1895-7; Herrero y cols, Genes Immun. 2015, 16:134-41;
Sironi y cols PlosOne 2014, 9:e106442) y sobre el efecto de ciertos polimorfismos en el
riesgo a padecer enfermedades hepaticas relacionadas con la infeccién por VHC (Real
y cols. Liver Int. 2014, 34:558-56; Macias y cols. AIDs 2015, 29:1927-35).




13

6. Capacidad del proyecto de fomentar sinergias en GEHEP.

Beneficios esperados para el Grupo (maximo una pagina):

Una tarea importante programada en el proyecto consiste en recolectar individuos ENIs
con el objetivo de llevar a cabo la fase de confirmacion. Ademas, como objetivo
secundario, se pretende crear una coleccion competitiva de ENIs que sirva de plataforma
basica para el desarrollo de proyectos de investigacion encaminados a entender todos
los factores genéticos importantes implicados en el proceso infectivo para poder
desarrollar estrategias de prevencién. Para ello, y debido al escaso nimero de estos
individuos, serd necesario la colaboracion del mayor numero posible de investigadores
clinicos, por lo que se invitard a participar a cuantos miembros de GEHEP quieran
hacerlo. Esta coleccidn significard, por tanto, una ventaja competitiva para este grupo en
este campo de investigacion tanto en el &mbito nacional como en el internacional
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7. Plan de difusion y divulgacion (méaximo una pagina):

La difusién de los resultados obtenidos en este proyecto se llevara a cabo principalmente
mediante su publicacion en revistas de prestigio en el campo de las Enfermedades
Infecciosas, priorizando las correspondientes al primer cuartil. Se espera conseguir al
menos 1 publicacién de alto impacto. Asimismo, se presentaran los resultados obtenidos
en reuniones y congresos. Se priorizaran uno o dos congresos internacionales (CROI y
Congreso de la EASLD) y uno nacional (GEHEP).

Por otra parte, puesto que el conocimiento a generar puede, por una parte, servir para
clasificar a los individuos segun su riesgo de ser infectados, y, por otra, ser la base para
el establecimiento de nuevas estrategias terapéuticas, se priorizara la proteccion de este
conocimiento mediante patente en caso de éxito.

Por otra parte, las expectativas de descubrir genes humanos “drogables” con
repercusion real en la inhibicion del establecimiento de la infeccion abre la posibilidad
de desarrollos farmacologicos que pueden derivar en el establecimiento de planes de
negocios asociados a iniciativas “Spin-off” 0 a la transferencia de los resultados, bajo
licencia o acuerdos de colaboracion, a empresas farmacéuticas interesadas en su
desarrollo.
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8. Presupuesto solicitado. Justificacion detallada de las

diferentes partidas:
Desglose presupuestario:
1. Gastos de Personal.........ooiuiiiiiii e

2. GastosS de EJECUCION ... ..ue e
A) Adquisicion de bienes y contratacion de servicios

B) GaStOS 08 VIGJES ...t
Asistencia a congreso Nacional 1000 euros
Asistencia a congreso internacional 5000 euros

Justificacion:
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9. Aplicabilidad del proyecto. Antecedentes del investigador

principal y del equipo investigador en la aplicacion de
resultados de proyectos anteriores (maximo 1 pagina):

La identificacion de los factores genéticos asociados a la proteccion natural frente a la
infeccion por el VHC es esencial para que entendamos el mecanismo por el que se
produce la infeccion de este virus y, en consecuencia, para conocer cOmo es posible
evitarla. En este sentido, los hallazgos potenciales de una accién de este tipo, son
transferibles y orientables en el futuro a la salud del ciudadano. Efectivamente, la
caracterizacion de estos factores podria llevar a sentar las bases para identificar nuevas
dianas para el disefio de vacunas contra la hepatitis C. Igualmente, conocer cémo se
evita la infeccibn de nuevas células por el VHC podria ayudar a buscar nuevas
estrategias terapéuticas que complementen a las actuales. Asi, las herramientas
terapéuticas actualmente disponibles se basan en interferir la replicaciéon del VHC una
vez ha infectado al hepatocito. Abordajes que impidan la infeccién de nuevas células
podrian ayudar o sustituir a éstos. Ademas, la identificacion de SNPs que permitan
estratificar el riesgo de infeccion de individuos concretos dentro de colectivos
especificos, como los usuarios de drogas parenterales o0 las parejas sexuales de
individuos infectados, puede tener también interés practico, en el caso de adoptar
medidas de prevencién, tales como vacunas, que por su coste o limitada disponibilidad
no fueran aplicables a la poblacion global. En este sentido, la estratificacion del riesgo
con ayuda de SNPs es una estrategia aplicable en un gran nimero de centros
asistenciales de forma répida y sin necesidad de grandes inversiones por parte del
sistema publico de salud.

El investigador principal tiene una experiencia de mas de 15 afos en el campo de la
genética de las enfermedades complejas, siendo coautor de 6 patentes y mas de 75
articulos cientificos. Ademas ha sido IP de 2 proyectos financiados en convocatorias
competitivas en los dltimos 5 afios. Fruto de esta actividad es el descubrimiento de
dianas terapéuticas para obesidad, Alzheiemer y cancer que han suscitado el interés
de la industria farmacéutica promoviendo la creacién de la compafia Landsteiner
GenMed S.L. para el desarrollo de prefdrmacos en estas enfermedades. Actualmente la
compafiia tiene un farmaco para obesidad en preclinica regulatoria y tiene programado
la obtencion del permiso para ensayos clinicos en humanos en menos de dos afios.

El grupo de investigacion al que pertenece el IP tiene una dilatada experiencia en el
disefio y ejecucion de proyectos de investigacion relacionados con las infecciones por
el VIH y el VHC, tal y como viene avalado por su curriculum vitae.
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Anexo 1. Informe del comité ético de referencia;:

e A S Servicio Andaluz de Salud
Bl CONSEJERIA DE SALUD AREA HOSPITALARIA DE VALME

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION SEVILLA
SUR

D. BERNARDO SANTOS RAMOS

Secretario del Comité de Etica de la Investigacion Sevilla Sur del Hospital
Universitario de Valme de Sevilla

CERTIFICA:

Que este Comité a evaluado los aspectos éticos sobre el proyecto titulado:
“Exploracion de las bases genéticas de la resistencia a la infeccién por el virus
de la hepatitis C” VHCRES.

CODIGO INTERNO: 0422-N-16
Cuyo investigador principal es:

D2. Luis Miguel Real Navarrete.

Aunque se le informa que el modelo de consentimiento informado aprobado es
el modelo n° 2.

Lo que firmo en Sevilla a 29 de marzo de 2016.

Fdo.: Bemardo‘Sa_n_tos Ramos *
Secretario del Comité de Etica de la
Investigacion Sevilla Sur
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Anexo 2. Copia del consentimiento informado:
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

La infeccion por el VIH es una enfermedad causada por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), que destruye el sistema inmunitario de forma gradual,
lo cual hace que para el cuerpo sea mas dificil combatir las infecciones.

La Hepatitis Virica es una enfermedad infectocontagiosa producida por infeccion con
el Virus de la Hepatitis (VH). Afecta al higado, provocando su inflamacién y mal
funcionamiento.

Para lograr una mejora de los tratamientos actuales y futuros, asi como de la calidad
de vida de las personas afectadas por esta patologia es fundamental disponer de muestras
bioldgicas de pacientes para que a partir de ellas se puedan investigar y estudiar las causas
implicadas en la infeccion y el desarrollo de esta enfermedad. Se entienden como muestras
bioldgicas cualquier material bioldgico de origen humano susceptible de conservacion,
incluyendo los que pueda albergar informacion sobre la dotacion genética caracteristica
de una persona

En relacion al seguimiento de la cohorte de pacientes infectados por VIH y/o virus de
las hepatitis (V H) que se lleva a cabo en la Unidad de Enfermedades Infecciosas del

Hospital Universitario de Valme, que el Dr........cccoeiiiiiiiincieceeeee e le ha
explicado, se le solicita su participacion colaborando con la cesién de su material
biologico.

Si usted decide participar, coincidiendo con otras analiticas que tenga que hacerse en
el hospital, se le extraeran 3 ml de sangre, para el almacenamiento de la misma y de sus
productos derivados (suero, celulas mononucleares de sangre periférica y sangre total) en
la Coleccion de muestras biologicas de origen humano con fines de investigacion
biomédica de la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario de Valme.
Esta Coleccion, cuyo responsable es el Dr. Juan Antonio Pineda Vergara, esta situada en
la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario Virgen de Valme (Sevilla) y
contiene muestras bioldgicas de diversa indole. Las muestras almacenadas se utilizan en
proyectos de investigacion sobre la infeccion por el VIH y los VH, previamente aprobados
por el comité de Etica y por el comité de Investigacion del Hospital Universitario Virgen
de Valme. Su material bioldgico permanecerd en la coleccion hasta su utilizacion en
proyectos. En caso necesario, si hubiera entrada o salida de las muestras de la Coleccion
estas seguirian lo estipulado en la normativa actual vigente, protegiendo los datos de
caracter personal del individuo y garantizando la confidencialidad de los datos.

Del suero y de sus células se podran estudiar las caracteristicas del VIH y de los VH
que causan su infeccion. Por otro lado, de sus células se podra extraer ADN, que se
utilizara para investigar las caracteristicas de su persona que puedan explicar el curso y
desarrollo de su enfermedad causada por el VIH y los VH. Las diferencias entre el ADN
de unas personas y otras podrian explicar las diferencias en el desarrollo de la infeccién
por el VIH y los VH. El anélisis del ADN permite determinar las caracteristicas fisicas
personales, de modo que a partir de él se puede obtener informacién acerca de su salud.

La toma de muestras de sangre se llevara a cabo de forma similar a otros analisis que
le hayan sido realizados. Como probablemente sabr, la extraccion puede provocar una
molestia en el punto en que se introduce la aguja en la piel, y a veces puede ocasionar un
pequefio hematoma que suele desaparecer en pocos dias. Ocasionalmente, puede producir
mareo.
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Las muestras biologicas almacenadas en esta Coleccion podréan utilizarse para la
investigacion biomédica en los términos que prescribe la Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion biomédica y se custodiaran.

Se le pide su consentimiento para que con su sangre se realice:
1. Unalmacenamiento de material biolégico (suero, células mononucleares de sangre
periférica o sangre total) por un tiempo indefinido.
2. Andlisis y estudios en dichas muestras, entre ellos los anélisis de ADN, también
Ilamados de caracter genético.

La cesion de estas muestras tiene por disposicion legal carécter altruista, por lo que
usted no obtendra ni ahora ni en el futuro ningin beneficio econdmico por la misma. No
esta previsto compensarle por los productos desarrollados a partir de esta investigacion.
En todo caso, usted renuncia a cualquier beneficio econémico que pudiera corresponderle
en el futuro y que sea, l6gicamente, renunciable. Tampoco obtendra ningun otro beneficio
directo como resultado de su participacién en esta Coleccion. Sin embargo, todos los
conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de sus muestras y
de las de muchas otras personas participantes en esta Coleccion, supondran una fuente
valiosa de informacion que revertird en un mejor conocimiento de su patologia, con el
consiguiente avance meédico y la mejora del cuidado de los pacientes afectados por esta
enfermedad.

Los datos obtenidos de las muestras no le serdn comunicados, excepto en el caso de
que los hallazgos tengan una implicacion significativa en su salud y exista una posibilidad
real de mejora. En este caso, tendré derecho a conocer todo tipo de datos, incluidos los
genéticos, que se obtengan a partir de sus muestras. Los resultados seran analizados por
grupos de investigadores y expertos. A partir de los datos derivados de sus muestras se
puede obtener informacion sobre su salud, y usted tiene derecho a decidir sobre la
comunicacion de estos resultados y, si usted lo desea, ejercitar su potestad de no ser
informado. No obstante, cuando esta informacion, segun criterio del médico responsable,
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares biologicos,
se informara a un familiar proximo o a su representante, previa consulta del comité de ética
asistencial. En cualquier caso, la comunicacion se limitara exclusivamente a los datos
necesarios para esta finalidad. Si concurrieran las circunstancias y asi fuera necesario, en
el caso de necesitarse la cesion de datos de caracter personal a terceros ajenos a la
actuaciéon medico-asistencial o a una investigacion biomédica, se le requerird el
consentimiento expreso y por escrito.

Su participacién es voluntaria y usted es libre de solicitar la retirada de sus muestras
de la Coleccion, siempre y cuando éstas no hayan sido anonimizadas y por tanto sean
imposibles de identificar o se hayan incorporado a proyectos de investigacion ya iniciados.
La solicitud de retirada de sus muestras puede llevarse a cabo por cualquier motivo, sin
tener que dar ninguna explicacion y sin que repercuta negativamente sobre su tratamiento
futuro. Para solicitarla retirada de sus muestras comunique esta decisién a su médico. En
este caso, se procederia a la destruccion de las muestras. Sin embargo, esta destruccion no
se hara extensible a los datos de las investigaciones que ya se hayan realizado previamente
con las muestras.

Los datos personales que se registren sobre usted, seran confidenciales y se trataran
conforme a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccion de
Datos de Caréacter Personal, la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y
documentacion clinica, la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica y el resto




21

de legislacion sanitaria y relativa a la investigacion biomédica vigente, tratandose
Unicamente de acuerdo con los objetivos descritos en el presente comunicado.

Cualquier relacion entre la muestra y su identidad personal tiene caracter
estrictamente confidencial. Asimismo, se le informa de que los resultados obtenidos de los
diferentes estudios llevados a cabo con las muestras, pueden ser comunicados en reuniones
cientificas, congresos médicos o publicaciones, sin embargo, nunca sera facilitada su
identidad o datos que le identifiquen o puedan llegar a identificarle, manteniéndose en todo
momento su confidencialidad. El responsable de esta Coleccion garantizara la trazabilidad
y seguridad de las muestras bioldgicas almacenadas, asegurando las normas de calidad y
seguridad y respetando el deber de confidencialidad y lo dispuesto en la LOPD 15/1999.

De esta Hoja de Informacion y Consentimiento Informado se expediran dos
ejemplares firmados: uno para usted y otro para su médico que lo guardara en su historia
clinica. Se contempla la posibilidad de que personal acreditado por las Autoridades
Sanitarias Espafiolas y/o representantes del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital puedan realizar una auditoria de las muestras pertenecientes a pacientes
participantes en esta Coleccion para comprobar que su recopilacion se esta llevando a cabo
de forma correcta desde el punto de vista ético y cientifico, siempre dentro de la méas
estricta confidencialidad. No dude en recabar méas informacion o en hablar con su médico
para aclarar cualquier duda, tanto al inicio del estudio como en cualquier momento a lo
largo del mismo.

CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

OBTENCION DE MUESTRAS PARA SU PROCESAMIENTO Y
ALMACENAMIENTO EN LA COLECCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS DE
ORIGEN HUMANO

D 2 TSP
Declaro que:
1. He leido la Hoja de Informacién que me ha sido entregada.
2. He podido hacer preguntas sobre la obtencion de material bioloégico, su
almacenamiento y el andlisis de las muestras.
3. He hablado y he aclarado las dudas con el Dr..........cccccoveiiiiiii e,
4. Entiendo que mi participacion es voluntaria.
5. Comprendo que puedo solicitar la destruccién de mis muestras en cualquier
momento, sin tener que ofrecer explicaciones y sin que esto repercuta en mis
cuidados médicos futuros.

Por favor, firme donde proceda:
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- Doy mi consentimiento para que se me realice la extraccion de material
biolégico y el almacenamiento de sus componentes en la Coleccion de
muestras bioldgicas de origen humano con fines de investigacion
biomédica.

Fecha: Nombre del participante: Firma del participante:
- Si usted desea incluir alguna restriccion sobre el uso de sus muestras,
indiquelo a continuacion.

- Quiero ejercer mi derecho a no ser informado de los resultados obtenidos
con os estudios realizados con mis muestras, incluso cuando los hallazgos
tengan una implicacion significativa en mi salud y exista una posibilidad
real de mejora (firmar solo si procede) .

Firma: Nombre del participante: Firma del participante:

(A firmar por el personal que informa al participante. Firma y cumplimentacion
obligatoria)

Fecha: Nombre del investigador que informa: Firma del investigador:
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‘Miembros del equipo investigador:

Investigador principal

Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma:

Luis Miguel Real H.U. Valme Vi

Navarrete
LA _
Resto de investigadores

Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma
Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma
Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma
Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma
Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma
Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma
Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma
Nombre y apellidos: Centro de trabajo Firma

* Se adjuntaran los curricula vitae en formato FIS o generados
mediante el editor de CVN de FECYT,



