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3. VARIANTE Y TIPO DE TRABAJO FIN DE GRADO (Articulo 8 del Reglamento de
los Trabajos Fin de Grado)
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4. COMPETENCIAS (*) Y RESULTADOS DE APRENDIZAJE

Competencias generales:

CG1, CG2, CG4, CG5, CGh, CG7, CG8, CGY, CG11, CG12
Competencias transversales:
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Resultados de aprendizaje

Resultado |Capacidad de integrar creativamente sus conocimientos para resolver un
216001A |problema biolégico real.

Resultado |Capacidad para estructurar una defensa sélida de los puntos de vista
216001B |personales apoyandose en conocimientos cientificos bien fundados.

Resultado |Destreza en la elaboracion de informes cientificos complejos, bien
216001C |estructurados y bien redactados.

Resultado |Destreza en la presentacion oral de un trabajo, utilizando los medios
216001D |audiovisuales méas habituales.

Resultado |Capacidad para realizar tareas especializadas en biologia molecular y
216001E |celular

5. ANTECEDENTES

La IL28B, o interferon A3 es un interferén tipo 11l que podria tener actividad antivirica frente a
VHC, incrementando el efecto del interferon alfa sobre la via de sefializacion JAK/STAT (1). En
los dltimos meses, varios estudios de asociacibn gendémica amplia han demostrado que
polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) situados en el cromosoma 19, en las proximidades del
gen de la IL28B, se asocian estrechamente con la eliminacion espontanea (2,3) e inducida por el
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tratamiento con interferon alfa y ribavirina del VHC (4-7). Entre ellos, el SNP rs12979860, que
tiene un fuerte desequilibrio de ligamiento con una variante no sinénima en el gen de la IL28B
(213A>G, K70R; rs81031142) (4), ha sido el mejor estudiado (2,4,7). El alelo C de este SNP, que
tiene comportamiento recesivo, se ha asociado a eliminacion espontanea del VHC (2) y a
respuesta viral sostenida (RVS) tras tratamiento con interferon pegilado (Peg-IFN) y ribavirina
(RBV) en enfermos monoinfectados por VHC (4,7), fundamentalmente en los portadores de VHC
genotipo 1. En general, el impacto de las variaciones en el gen de la IL28B sobre la respuesta a
la terapia en pacientes con genotipo 3 parece sustancialmente menor (3,8,9). El fenotipo
molecular de los alelos de proteccion de IL28B no es conocido, aunque datos fragmentarios
parecen indicar que pudiera estar asociado a una mayor expresion del ARNm (6).

La hepatitis crénica C tiene caracteristicas peculiares en el paciente coinfectado por VIH. Asi, su
curso se encuentra acelerado, por lo que representa una de las causas mas importantes de
morbimortalidad en ese colectivo. Sin embargo, desgraciadamente, la tasa de respuesta a
tratamiento es mas baja que en el enfermo monoinfectado por VHC, oscilando entre el 45% vy el
50% la proporcion de pacientes en los que se logra la erradicacion viral. En el enfermo
coinfectado por VIH y VHC es conocido que el genotipo de IL28B se asocia con la eliminacion
espontanea del VHC (3). Respecto a la eliminacion inducida por tratamiento, en el momento de
redactarse esta memoria no existe ningun trabajo publicado al respecto. No obstante, en un
reciente congreso se han comunicado tres estudios, uno de ellos del equipo solicitante de esta
ayuda, con resultados que apuntan en el mismo sentido, en los que se demostraba que el
genotipo CC del SNP rs12979860 se asocia con RVS al tratamiento Peg-IFN y RBV (8-10). Estos
trabajos han dejado abiertas una serie de cuestiones, entre las que cabe destacar las tres
siguientes:

1) El valor que puede tener la determinacion del genotipo de IL28B en la prediccién de la
respuesta al tratamiento de la hepatitis C del paciente coinfectado en clinica diaria. En la
actualidad se conocen una serie de pardmetros previos al tratamiento (genotipo y carga viral,
fibrosis hepéatica, edad, etc) que predicen esta respuesta, pero incluso usandolos conjuntamente,
el nimero de pacientes que no se clasificarian correctamente es alto, lo que hace que haya que
plantearse el tratamiento en la mayoria de los enfermos en que no hay contraindicaciones. Los
cambios en la cinética virica tras tratamiento son muy Utiles para predecir la respuesta. De hecho,
la falta de caida de, al menos, 2 unidades logaritmicas de la carga viral a la semana 12 se usa
rutinariamente como parametro para interrumpir la terapia (11). No obstante, esta regla obliga a
administrar tratamiento durante un periodo en el que la frecuencia de efectos adversos es
maxima. La determinacién de la carga viral de VHC en plasma tiene un alto valor predictivo
positivo (11,12) y negativo (12) para RVS, pero deja sin clasificar a un porcentaje notable de
pacientes (12), que deberian seguir tratamiento, al menos hasta la semana 12. Finalmente, se ha
descrito recientemente que la caida de la carga viral en periodos mas cortos de tiempo, incluso
en las primeras 24 horas (13) podrian ser Utiles para predecir la respuesta al tratamiento con
Peg-IFN y RBV en pacientes coinfectados por VIH y VHC. Por todos ello, es necesario valorar si
incluyendo el genotipo de IL28B es posible crear mejores modelos predictivos de respuesta al
tratamiento de la hepatitis C que los que se podian elaborar hasta ahora, si es posible usando
s6lo parametros pretratamiento, pues ello evitaria el inicio de tratamiento en enfermos con baja
probabilidad de respuesta, y, si no lo fuera, intentar conseguirlos combinando variables
pretratamiento, entre ellas el genotipo de IL28B, con la cinética virica en las dos primeras
semanas de tratamiento.

2) La relacion entre el genotipo de IL28B y el genotipo virico. Tanto en pacientes
monoinfectados por VHC (7), como en coinfectados (8), los portadores del genotipo rs12979860
CC estan infectados més frecuentemente por VHC genotipo 3, que los individuos con rs2979860
TC o TT. Si ello se debe a que el genotipo CC tiene mayor impacto sobre la tasa de eliminacion
espontanea de los genotipos 1 y 4 que sobre la del genotipo 3, como sucede sobre la eliminacién
inducida por tratamiento, o por el contrario, es que el genotipo CC confiere mayor proteccion para
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ser infectado por VHC genotipos 1 o 4 que por genotipo 3, no es conocido. El estudio de la
distribucion de genotipos viricos, con arreglo a al genotipo de IL28B, en pacientes con hepatitis
aguda y cronica, podria aclarar este tema, pues si es similar, significaria que la proteccién del
genotipo de IL28B se ejerceria sobre la infeccion por genotipo 1 o 4, en tanto que, si es distinta y,
en los pacientes con hepatitis aguda, la distribucion de genotipos viricos es similar en los
portadores de rs12979860 CC vy los enfermos con genotipo TT o TC, implicaria que el efecto
beneficioso se ejerce sobre la eliminacién espontdnea del VHC en la fase de infeccion aguda.
Este tema es muy importante para conocer cudl es el mecanismo de accion del genotipo de
IL28B y puede ser util en el futuro para disefiar estrategias tendentes a evitar la infeccion o la
evolucién a la cronicidad de la hepatitis C.

3) La relacién entre el genotipo de IL28B vy el sistema LDL plasmatico/LDL receptor (LDLR).
El LDLR es una de las vias que usa el VHC para entrar en el hepatocito. Debido a ello, niveles
altos de LDL en plasma podrian bloquear competitivamente el LDLR, dificultando el ciclo
replicativo del VHC. Esta, al menos, es la hipétesis que se ha sugerido para explicar la relacién
entre niveles altos de LDL en plasma y mayor frecuencia de RVS, que se ha observado de forma
constante en estudios llevados a cabo en pacientes monoinfectados y coinfectados por VHC (14).
Esta hipoétesis es muy verosimil ya que en modelos in vitro, la union del VHC a la célula asi como
su endocitosis pueden ser inhibidas por LDL libre, péptidos recombinantes solubles de LDLR asi
como mediante anticuerpos anti-LDLR (17). También ha sido descrito que los niveles de carga
viral estdn correlacionados con los niveles de expresion de LDLR en la membrana de los
hepatocitos tanto in vitro como in vivo (18) y la expresién de la proteasa PCSK9 (asociada a la
degradacion fisiolégica de LDLR) tiene un efecto protector frente a la infeccion por VHC in vitro
(19). Por ultimo, la relacion LDL y respuesta a la terapia de la infeccién por VHC también se ha
visto corroborada por datos de epidemiologia genética en la que alelos de LDLR asociados a
hipercolesterolemia estan asociados a mejor respuesta al tratamiento con peg-INF+RBV (20).
Dos estudios han demostrado que existe una estrecha asociacion entre el genotipo de 1L28B y
los niveles plasmaticos de LDL colesterol, de modo que los enfermos con rs12979860 CC tienen
niveles de LDL colesterol significativamente mas altos (8,15). Esto podria deberse a una
represion de la expresion de LDLR mediada por el genotipo CC de IL28B y a un aumento
concomitante del LDL plasmatico. Existen estrechas relaciones entre la actividad de los
interferones y el metabolismo de los lipidos. De hecho, la administracién de interferones
exogenos altera los niveles de colesterol LDL (15) e induce ciertas isoformas solubles del LDLR,
gue tienen actividad antivirica (16).

Se desconoce la interaccion entre el interferén A y el metabolismo lipidico, pero estas estrechas
relaciones hace pensar a algunos autores que la asociacion entre colesterol LDL y la respuesta al
tratamiento de la hepatitis C podria no ser mas que un epifendmeno del efecto de la IL28B (16).
En cualquier caso, es necesario aclarar cuél es la relacion entre genotipo de IL28B y el sistema
LDL plasmatico LDL, asi como explicar cual es el mecanismo que se produce, pues la
manipulacién mediante farmacos del sistema LDL/LDLR podria llegar a ser Gtil en el manejo de la
hepatitis C. La regulacion de la expresion de LDLR en linfocitos y hepatocitos es muy similar. De
hecho se cuantifica la expresion y capacidad funcional de LDLR en pacientes
hipercolesterolémicos usando cultivos celulares de linfocitos de sangre periférica. Consideramos
gue este modelo biolégico es muy pertinente para los objetivos propuestos pues simplifica el
acceso a material biolégico, al poder usarse células de donantes de sangre previamente
disponibles, y permitiria determinar el efecto funcional de variantes genéticas de IL28B sobre la
ruta LDL-LDLR.

6. HIPOTESIS DE TRABAJO

La actividad antiviral del peg-INF+RBV mediada por el genotipo protector de IL28B podria estar
relacionada con una accion directa sobre el eje LDL-LDLR, reduciendo la expresion o la
capacidad funcional del LDLR, correceptor del VHC. En este sentido, variantes genéticas de la
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ruta LDL-LDLR, que redujeran la expresion o capacidad funcional del LDLR, podrian estar
asociadas a un mejor prondstico de la infeccion por VHC y una mejor respuesta al tratamiento,
actuando sinérgicamente con las variantes alélicas protectoras de IL28B.

7. BREVE DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES A REALIZAR

Metodologia para determinar el efecto funcional sobre la via LDLR de variantes de IL28B
asociadas a respuesta al tratamiento con peg-INF+RBV:

Modelo in vitro con donantes sanos:

Los experimentos se realizardn s6lo con hombres para reducir la varianza inmunol6gica mediada
por estrégenos y con un namero minimo de 30 individuos por genotipo de IL28B. Brevemente el
protocolo a seguir es:

Fase 1: Células mononucleares de sangre periférica de donantes sanos se aislaran mediante
gradiente de ficoll a partir de sangre anticoagulada con EDTA y se pondran en cultivo con un
suero especial tratado con carbén activo durante 24 horas. Durante este tiempo a partir de una
alicuota se realizara una extraccion de ADN gendmico y mediante la tecnologia TAQMAN se
determinara el genotipo para el polimorfismo de la IL28 rs12979860 asociado con respuesta al
tratamiento con interferén. Individuos con los genotipos homocigotos de alta respuesta (CC o
baja respuesta (TT) seran seleccionados para la siguiente fase.

Fase 2: Los cultivos con los genotipos seleccionados se tratardn con anti-CD3+CD28 en bolas
(Dynal) 72 horas, a continuacion se estimularan con interferon alfa (1000 IU/ml) durante 4 horas
(méxima induccion de los genes regulados por INF-a, Lanford RE et al. Hepatology, 2006).

Fase 3: Cuantificacion de la actividad LDLR. Los linfocitos cultivados se incuban durante dos
horas con Dil-LDL (LDL fluorescente de Molecular Probes) y posteriormente se determina su
incorporacion mediante citometria de flujo. En paralelo se marcan las células con anti-CD3 para
gatear exclusivamente los linfocitos T (protocolo detallado en Tada H, et al. Clinica Chimica Acta).
Fase 4: Expresion de LDLR en membrana mediante citometria de flujo, con co-marcaje con anti-
CDs.

Fase 5: Extraccién de ARN total celular mediante Tripure (Roche) y retrotranscripcién a ADNCc.
Cuantificacion de la expresion de los ARNm de IL28B, LDLR y PCKS9 mediante PCR en tiempo
real cuantitativa normalizada con actina beta, a partir del ADNc retrotranscrito. Para ello se
utilizaran sondas TAQMAN de Applied Biosystems. Como control de la actividad del interferon se
utilizara el gen CXCL10 que en PBMC se activa mas de 30 veces en respuesta al interferon alfa
(Lanford RE et al. Hepatology 2006).

Fase 6: Aislamiento del sobrenadante total de los cultivos y cuantificacion mediante ELISA de
LDLR soluble.

Fase 7: Andlisis estadistico de los datos de funcion y expresion de ARNm y proteinas en funcion
del genotipo para IL28B (paired t-test).
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9. CRONOGRAMA PROVISIONAL

En funcién de la disponibilidad del alumno y del laboratorio, este trabajo sera realizado en
horario de mafana o tarde.

El cronograma semanal provisional puede establecerse de la siguiente forma:

Semanas | -lll: Confirmacion de estudios de asociacion genética y epistasia entre LDLR e
IL28B. Extraccion de ARNm de cultivos estimulados con interferon.

Semanas |V - XlI: Cuantificacién de la expresién del ARNm de LDLR en funcion del genotipo
para IL28B y para los haplotipos de LDLR. Medida de la proteina por citometria de flujo en
cultivos celulares.

Semana XIII-XIV: Andlisis de los resultados. Elaboracion de las conclusiones. Redaccién
final, correccion, impresion y presentacion del trabajo.




