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I. RESUMEN

Titulo: Estandarizacion de la Prueba de EDU Click (5-ethynyl-2’-
deoxyuridine), para evaluar linfoproliferacion para antigeno de
superficie de virus de hepatitis B en pacientes en hemodialisis.

Introduccién: La enfermedad renal crénica es una enfermedad altamente prevalente en
nuestro pais. Los pacientes con insuficiencia renal crdénica presentan un estado de
inmunocompromiso que predispone en estos pacientes a una alta morbilidad y mortalidad
por enfermedades infecciosas. No existe actualmente un estdndar de oro para medir la
proliferacién celular de mononucleares en estos pacientes.

Objetivos: Determinar la factibilidad de medir Proliferacidon celular linfocitaria por medio de
citometria de flujo y EDU Click, ademads de estandarizar la dosis adecuada para estimulacion
linfocitaria de antigeno de superficie de virus de hepatitis B.

Metodologia: Se realiz6 un estudio transversal, observacional y comparativo, en el que se
evaluaron la respuesta de proliferacion linfocitaria en pacientes previamente inmunizados
sanos . Posteriormente se realizaria la misma prueba en pacientes con enfermedad renal
cronica terminal en terapia sustitutiva de la funcidén renal con hemodialisis, y se comparo la
respuesta inmune celular de los pacientes inmunizados contra aquellos que no se
encontraron inmunizados.

Resultados: Se realizo aislamiento de linfocitos por técnica de FICOL y se cultivo 300 000
celulas por pozo y se dejo proliferar a las 72 hrs y 120 hrs. Posteriormente se realizo tincidn
con EDU click a dosis de antigeno de superficie 6.5, 12.5, 25 y 50 mcg. Se determino que la
dosis adecuada que mostro mejor respuesta celular para proliferacion celular fue de 12.5 mcg
en 3 dias con una respuesta en el 80% de pacientes con una media de linfoproliferacion de
10.34 £7.3. La proliferacién a las 120 hrs no mostro mejor proliferacién. Posteriormente se
realizo la misma prueba en pacientes en hemodidlisis se tomaron 6 pacientes previamente
inmunizados y 11 pacientes sin inmunizacidn. Los pacientes con inmunidad presentaban una
media de anticuerpo de 1844+3217.5 y 0 en pacientes no inmunizados. Al realizar la prueba se
encuentontro que los pacientes que se encontraban inmunizados presentaron una mejor
respuesta celular 1.4 + 1.44 % de proliferacion entre 1.2 + 1.1 % contra los no inmunizados.
Aunque la relacién entre el nivel de anticuerpos y respuesta celular no mostro relacion.

Conclusiones: EL método de EDU Click es un método adecuado para medir la
proliferaciéon celular linfocitaria para células estimuladas por antigeno de superficie B
.Los pacientes en con insuficiencia renal crénica en hemodialisis no presentaban un relacién
linean entre la cantidad de anticuerpos a nivel sanguineo , en comparacion con el nivel de
proliferacién celular linfocitaria, lo que hace suponer que los pacientes que presentan un nivel
de anticuerpos optimo pueden presentar deficiencias celulares linfocitarias , que explicarian
la alta morbilidad y mortalidad en este tipo de pacientes por infecciones.



Palabras clave: Virus de Hepatitis B. Hemodialisis. Linfoproliferacion.



Il.- MARCO TEORICO

De acuerdo con registros del Centro para el control de la Enfermedades (CDC,
por sus siglas en ingles, Centers for Disease Control) de los Estados Unidos, la hepatitis
B afecta a 350 millones de personas alrededor del mundo. En México se estima que
en la poblacion general existe una prevalencia de 3.3% de pacientes con hepatitis B
con Anti-HBc y HBsAg. Padeciendo esta enfermedad alrededor de 1.7 millones de
mexicanos, de los cuales 107,000 presentan hepatitis cronica (8). La hepatitis crénica
progresa entre 15-25% a cirrosis o carcinoma hepatocelular.

El virus de hepatitis B (HBV) es un hepadnavirus de 42 nm con un genoma de
DNA de doble cadena parcial, proteina de centro interna y cubierta de una proteina
de superficie externa. Existen 8 genotipos diferentes (A-H) que pueden influir en la
infeccidn y la respuesta al tratamiento. EIl HVB se replica a través de ARN, integrando
su material genético al del hospedero. Es un pequefio virus de DNA con caracteristicas
inusuales que lo hace similares a los retrovirus. El virus se compone en su parte
exterior por tres partes, dos son particulas virales pequefias esféricas con un didmetro
de 20 nm vy la tercera parte filamentos de tamafio variable con un largo de 22 nm. Las
esferas y los filamentos componen la superficie viral, constituyendo el antigeno de
superficie del virus (HbsAg), constituido en su totalidad por lipidos y carentes de
genoma viral, por lo tanto no presentan infectividad alguna. La porcién infecciosa del
virus (particula Dane), es una espiral con una bicapa de 42 nm de didmetro, constituido
por una capa de lipidos de las mismas caracteristicas de la superficie llamado
nucleocapside, la cual contiene el antigeno de la nucleocapside o antigeno core de la
hepatitis B, la cual protege el genoma que codifica la polimerasa y el DNA viral. El
genoma del virus de la hepatitis B es una particula de DNA de doble cadena, estrecha
y circular de 3.2 Kilo pares de bases. El genoma del virus contiene 4 fragmentos de
inicio de lectura (S,C,P y X), el fragmento S codifica las proteinas de superficie, el
fragmento C contiene la secuencia de las regiones core y precore. La replicacion del
virus de hepatitis B inicia con la desenvoltura y de la fusién del genoma dentro de la

célula (5).



El virus de hepatitis B se puede transmitirse por inoculacién en sangre o
productos hemadticos infectados o por contacto sexual, se encuentra en la saliva,
semen y secreciones vaginales. Las madres positivas para HBsAg pueden transmitir el
virus a sus productos con un indice de cronicidad de hasta 90%. HBV es frecuente en
homosexuales y en usuarios de drogas intravenosas (alrededor de 7% de pacientes
infectados con VIH tienen enfermedad concurrente con hepatitis B) (5).

La infeccidn intrahospitalaria de hepatitis B es reportada en diferentes
circunstancias, debida a punciones accidentales con material contaminado y por
contaminacién en procedimientos de hemodidlisis, dentales o quirdrgicos. Las
unidades de hemodidlisis se deben de considerar areas de alto riesgo de
contaminacién (7). Aunque existen normas mexicanas (7) e internacionales para
disminuir el riesgo de infeccion, las causas de infeccion son debidas principalmente a
mala aplicacién o malas practicas de las normas de precaucion. Los grupos de mayor
riesgo son los pacientes sometidos a hemodidlisis, personal de salud como
enfermeras, dentistas, médicos, laboratoristas, etc (5).

El periodo de incubacion de HBV es de alrededor de 6 semanas a 6 meses
(media de 12-14 semanas). El espectro clinico de la infeccién por virus de hepatitis B
puede ser agudo o crénico, durante la fase aguda las manifestaciones varian desde
subclinicas hasta la hepatitis ictérica, y en algunos casos hepatitis fulminante. Durante
la fase crdnica las manifestaciones pueden ser asintomaticas o cursar con el estado de
hepatitis crénica, cirrosis y carcinoma hepatocelular (5).

En la hepatitis aguda el 70% de los pacientes cursan con un cuadro subclinico o
hepatitis anictérica y sélo el 30% desarrollan hepatitis ictérica. Las manifestaciones
clinicas mas frecuentes son: la ictericia, coluria, acolia, anorexia, nausea, astenia,
dolor en cuadrante superior del abdomen. Los exdmenes de laboratorio muestran
elevacién de alanino y aspartato aminotransferasa (ALT, AST) con valores que pueden
llegar incluso a 1000-2000 U/L, el patrén mas comun es que la ALT sea mayor que la
AST. La protrombina es el mejor indicador prondstico, mientras que las
concentraciones de bilirrubinas pueden cambiar ampliamente, con predominio de la
bilirrubina indirecta. Estas manifestaciones clinicas pueden persistir de 1 a 4 meses, la

persistencia mayor a 6 meses indican cronicidad (9).



El riesgo de hepatitis fulminante es menor del 1%, con una mortalidad de hasta
el 60 %. Después de una infeccion aguda por hepatitis B el riesgo de persistencia en
el adulto es de 1-2%, con un porcentaje mas alto en nifios e inmunodeficientes. La
infeccion  por HBV en etapas tempranas de la vida e inmunocomprometidos se
relacionan con un aumento de la cronicidad con un riesgo importante para el
desarrollo de cirrosis hepdtica y carcinoma hepatocelular (7). Los signos de
recuperacién de la enfermedad son la desaparicién del HBsAg, el desarrollo de anti —

HbsAg, ademds de la normalizacidn de las enzimas hepaticas (5).

Existe otra presentacion clinica de HBV, la infeccién por HBV oculta, la cual es
una infeccion con marcadores serolégicos negativos. Es un grupo heterogéneo de
pacientes de los cuales se pueden distinguir dos grupos negativos para HBsAg o
negativos para cualquier marcador de HBV o positivas para anti-HBc o anti-HBs. Estos
pueden tener o no HVB DNA hepatico o sérico, pero presentan marcadores séricos o
histoldgicos de lesidn hepatica crénica, definiendo este estadio clinico, en el cual se

considera portador al paciente (6).

Los marcadores para detectar presencia de HBV son HBsAg, anti-HBs, Anti-
HBc, HBeAg y DNA de HVB. La HBsAg y HBeAg es la primera prueba de infeccion (5),
persistiendo en toda la enfermedad clinica, su presencia indica infeccion e infectividad.
El HBsAg puede ser detectado de 1-2 semanasy hasta 11 -12 semanas después de la
exposicidn y pudiendo ser persistente cuando la enfermedad se torna en crénica. El
HBeAg se correlaciona con altos niveles de replicacidn e infectividad (5), los niveles de
estos marcadores tempranos de enfermedad se relacionan con la elevacién de ALT y
AST que se elevan al inicio de la ictericia, el HBeAg inicia su eliminacion en el pico de
la infeccidon clinica, mientras que HbsAg y DNA HBV permanecen en titulos altos
durante la enfermedad clinica, presentando eliminacién durante la recuperacién de la
enfermedad. El Anti-HBs es el anticuerpo contra el antigeno de la superficie del virus,
su presencia indica exposicién e inmunidad. Anti- HBc es el anticuerpo IgM, persiste
durante la infeccién y hasta 3 a 6 meses después de la infeccidon. Todo paciente con
HBsAg debe considerarse infectado y con alto riesgo de transmitir la enfermedad, se

encuentra detectable 3 a 5 semanas después de la infeccidn y su persistencia varia
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ampliamente. El HBV DNA es otro marcador de alta sensibilidad para el HVB, el cual
es detectable de 10 a 20 dias antes de que se presenten positivos el HBsAg, se
presenta en la infeccidon aguda y permanece de por vida. El anticuerpo Anti-HBc se
vuelve detectable en la infeccién aguda y persiste por 6 meses posteriores a la
infeccidn. El HBeAg puede detectarse en infecciones agudas y crdnicas, sus niveles se

relaciona con la replicacion viral y altos niveles séricos en la sangre (9).

1. Hemodialisis e infeccidn por Virus de Hepatitis B.

Los pacientes en hemodialisis son pacientes inmunocomprometidos, siendo las
infecciones una importante causa de morbilidad y mortalidad, siendo la segunda causa
de mortalidad en este tipo de pacientes después de las enfermedades
cardiovasculares. Uno de los factores mas importantes en los pacientes en
hemodidlisis para la inmunosupresiéon es la inmunodeficencia por uremia. La
inmunodeficiencia por uremia afecta ambos ejes el humoral y el celular, incluso antes
de iniciar el tratamiento con hemodialisis. Es por ello que los pacientes urémicos son
mas susceptibles a infecciones virales y bacterianas, estas anormalidades inmunes,
también resultan en reaccion de hipersensibilidad cutdnea retardada y una subdptima
respuesta a la vacunacion (10).

La uremia también presenta disfuncion de monocitos, siendo estos cruciales
en la produccién de interleucina-2 y la proliferacidon de células T, lo que explica la
inmunodeficiencia en estos pacientes. Ademas de estos elementos esenciales existe en
este contexto disfuncion inmunocomplejos (10).

Los pacientes en hemodialisis son pacientes inmunocomprometidos debido a
una secrecion alterada de IL.-10, incremento de los niveles de IL-6 y del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) que se encuentra en los pacientes urémicos (7). Estos
pacientes son altamente susceptibles a la infeccion por HVB, debido a la exposicién
de alto riesgo que presentan. Los factores de riesgo para la infeccidon en esta poblacién
de pacientes se debe al tiempo de terapia en hemodialisis y las hemotransfusiones

(12).
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La prevalencia de hepatitis B en pacientes en hemodialisis, se define como
pacientes con antigeno de superficie positivo a nivel sérico, este varia con la localidad
y endemicidad propia de la regién. En EU la prevalencia es de 1.6%, en Japdn 10% y
en Arabia Saudita del 16.8%. Durante los ultimos afios estas cifras han ido
disminuyendo debido a un mejor control de los hemocomponentes transfundidos, uso
de eritropoyetina, vacunacion y medidas preventivas para la transmisién en los
centros de hemodialisis (10). Por mucho la hepatitis B es el mayor riesgo a que se
someten los pacientes en hemodidlisis, los factores que se relacionan con riesgo de
infeccion son numero de hemodialisis, niumero de transfusiones, nimero de
pacientes infectados en un centro de hemodidlisis y el incumplimiento en medidas de
prevencion. En estudios en donde se han secuenciado la cepas de HBV se ha
comprobado la transmisién de paciente a paciente en los centro de hemodidlisis (13).
La causa de alta infectividad del virus, el HVB que es estable y viable por hasta 7 dias
en temperatura ambiente, encontrandose en superficies de maquinas de hemodialisis,
pinzas, tijeras y otros materiales quirudrgicos. Durante el proceso de hemodialisis el
paciente se encuentra expuesto a material contaminado o fluidos permitiendo con
ello la infeccién.

La vacuna contra la hepatitis B, esta disponible desde 1982. En los pacientes
con insuficiencia renal crénica las alteraciones inmunoldégicas dan como resultado una
deficiencia en la respuesta a la vacunacion. Se ha observado en estos pacientes mejor
respuesta a la vacunacién en cuanto mayor indice de filtrado glomerular. Existen
otros factores que condicionan la respuesta a la vacunacién como la edad, peso, nivel
sérico de albumina, sexo, diabetes, etc. (10). La tasa de conversion de los pacientes
con insuficiencia renal crénica en hemodialisis es de menos del 50%, siendo lo mas
frecuentes los respondedores débiles que se definen como aquellos pacientes que
presentan anticuerpo contra antigeno de la superficie menor de 10Ul/ml, lo cual les
confiere una protecciéon sub optima (14, 15).

Las enzimas hepdticas son un pardmetro poco confiable en los pacientes con
insuficiencia renal crénica que se encuentran en hemodidlisis, los niveles de ALT y AST
no se correlacionan de manera adecuada con el dafio hepatico. La razén de estos
niveles disminuidos en pacientes con insuficiencia renal es debido a que se encuentra

una reduccién de fosfato-5-piridoxal, ademas del aumento de la eliminacién por
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hemodialisis o dialisis peritoneal. Es por eso que el limite normal propuesto para ALT y
AST de 40 IU/L es un valor demasiado alto para estos pacientes, por lo que el valor que
se determina como punto de corte es 24 Ul/L para la ALT y 17 UI/L para la AST (10).
En estos pacientes el indice de conversion para hepatitis crénica es mayor que en la
poblacién general, con el consecuente mayor indice de cirrosis y cancer hepato-
celular, en esto pacientes es util determinar la alfa-fetoproteina, debido a que los
pacientes con insuficiencia renal pueden cursar con hiperparatiroidismo secundario, el
cual puede dar un resultado falso positivo por lo que este valor debe de tenerse con
reserva, para ello es adecuado que al presentar alfa feto proteina elevada, se tome en
cuenta el valor de gama glutamiltranspeptidasa GGTy el USG hepatico. (10)

La inmunizacion es la medida preventiva mas eficaz, la vacuna a doble dosis
(40 pg por dosis a los 0, 1 y 6 meses) ha mostrado beneficios en los pacientes sin
infeccidn previa (9). En nuestro medio se reporta una prevalencia de HBV en centros
de hemodidlisis del IMSS de hasta el 8.4%, en pacientes en donde rutinariamente se
realiza inmunizaciéon previa (12). En nuestro hospital y poblaciéon la incidencia es
desconocida, y aunque existen normas nacionales e internacionales para la
prevencion de esta infeccién (8,9), la inmunizacién no se lleva acabo de manera
rutinaria, haciendo a nuestros pacientes altamente susceptibles a esta infeccion.

En los pacientes que se encuentran infectados el objetivo del tratamiento es
suprimir la replicacidon viral utilizando terapia antiviral antes de que el dafio hepatico
sea irreversible. En los pacientes que se encuentran con dafio hepatico irreversible, se
encuentra indicado el trasplanté hepatico. Solo ciertos pacientes con determinadas
caracteristicas se benefician de la terapia antirretroviral. Los pacientes que presentan
mayores beneficios son aquellos en los cuales presentan datos de actividad, la cual se
define como positividad HBeAg y/o HBV-DNA sérico, el cual se acompafia de dafio
hepatico (elevacion de transaminasas por arriba de 1.5 veces el valor normal) y/o
evidencia de hepatitis cronica moderada a severa en biopsias hepaticas. El
medicamento de eleccién son los andlogos nucleosidos como la lamivudina.

La lamivudina es un enantidmero negativo de 2°-3" dideoxy 3’-tiacitidina, el
cual puede ser incorporado durante el la replicacion del DNA de HBV después de ser
convertida a la forma trifosfatada activa, lo cual provoca una terminacién prematura

de la cadena dando por terminado la sintesis del DNA del HBV. Los ensayos clinicos
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controlados han demostrado que la lamivudina inhibe la replicacion de HBV,
normaliza las transaminasas y suprime la inflamaciéon y necrosis en pacientes no
inmunocomprometidos. Aunque faltan estudios para probar la eficacia de este
medicamento en pacientes con insuficiencia renal, la lamuvidina parece ser efectiva y
relativamente segura para el manejo de la infeccion por HBV, con pocos efectos
colaterales. El interferon alfa y otros nucledsidos presentan poca respuesta al
tratamiento, con demasiados y graves eventos adversos que proscriben su uso en

estos pacientes (10).

2. Respuesta inmune en la Insuficiencia renal cronica

El sistema inmune comprende interacciones complejas entre factores solubles
y células encargadas de responder en orden de proteger al organismo de diversas
infecciones y enfermedades. Las funciones que suple el sistema inmune incluye : 1)
Identificar agentes lesivos, 2) Remover el agente causal de dafo y 3) ayudar a repara a
drganos y tejidos danados por la infeccidn, isquemia, téxicos, lesidon autoinmunitaria y
otros tipos de lesiones. La inflamacidn es una un paso critico en la respuesta inmune
contra infecciones. La cual es mediada por el sistema inmune innato el cual es una
respuesta inmune no especifica que responde a la lesién . El sistema inmune innato el
cual esta constituido por monocitos circulantes, macréfagos en tejidos , polimorfo
nucleares, células dendriticas, células asesinas naturales, células mastoides, eosinofilos
y basodfilos. La inflamacion sistémica es una causa de ateroesclerosis, enfermedad
cardiaca, desnutricion e inmunocompromiso. Lo que trae consigo que los pacientes
con insuficiencia renal crdnica presenten mala respuesta inmunitaria a la vacunacion e
infecciones microbianas severas.

El sistema inmune innato es incapaz de reconocer de manera especifica o una
infeccion para el mismo patégeno mas intensa. Para lo cual la parte del sistema inmne
gue asume infeccidn es el sistema inmune adaptativo incluye linfocitos T y Linfocitos B.
Estos presentan receptores que reconocen antigenos. Las células B reconocen con su
receptor especifico de células B reconoce de manera selectiva, produciendo
anticuerpos para este antigeno. Las células T reconocen fragmentos de antigeno de

los agentes infecciosos, en forma de petitdos procesados en complejo mayor de histo
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compatibilidad. La funciéon de los linfocitos T posterior a la presentacion de antigeno,
promueven la secrecién de citoquinas . Estas citoquinas promueven la proliferacién de
distintos linfocitos T. Los linfocitos B en sus formas nativas al ser estimuladas por
células T (cooperadoras Th2) y sus citoquinas se diferencian células plasmaticas
productoras de anticuerpos y células B de memoria. Los linfocitos T que son las células
mas numerosas del sistema inmune innato presentando un papel central del sistema
inmune.

La enfermedad renal créonica se asocia a activacion inmune, inflamacion
sistémica y posteriormente con inmunodeficiencia. La inflamaciéon contribuye con
ateroesclerosis, enfermedad cardiovascular, caquexia y anemia. , la cual se manifiesta
con un aumento en las infecciones y poca respuesta a la vacunacién en los pacientes
con enfermedad renal crénica y hemodidlisis. (16) La insuficiencia renal crdénica se
asocia a una elevacion parcial de integrinas, de receptores tipo Toll 2 y 4, especies
reactivas de oxigeno y citoquinas lo que contribuye con la inflamacién sistémica.

Deplecién y disfunciéon de células T reguladoras y ademds de disfuncion
fagocitaria y presentacién de antigenos de células mononucleares y

plomorfonucleares.(16)

3. Respuesta a la vacunacion en los pacientes con enfermedad renal crénica

Terminal.

La respuesta inmune en los pacientes que se encuentran con enfermedad renal
cronica terminal se encuentra disminuida presentando un mayor riesgo de infeccién.
En cuanto a la hepatitis B se considera que un paciente se encuentra inmunizado con
se tiene una concentracion de anticuerpos contra virus de hepatitis B superior mayor a
10 IU/L . Existen distintas cohortes en donde se encuentra una pobre respuesta ala
vacunacion: Seaworth y colaboradores (1988) con un porcentaje de seroconversion
de 42-81%; Jungers y colaboradores (1994) de 76-94%; Zitt y colaboradores (2012)
con un porcentaje de seroconversiéon de 57% (17). Por lo que la CDC publicé en 2012
la guia para la vacunacidon en los pacientes renales en donde se recomienda

administrar 40 pc subcutaneos en 4 dosis de vacuna de hepatitis B recombinante.(18)
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En nuestro pacientes se desconoce el impacto que la desnutricion y la
inflamacién, afectan la respuesta a la vacunacion. Por lo que nuestros pacientes
presentan una oportunidad Unica de poder estudiar estos fendmenos, determinando
sus poblaciones celulares y proliferacién de mononuclerares, para poder conocer
mejor la inmunodeficiencia y la respuesta inmune en el paciente con enfermedad renal
cronica.

En nuestro hospital se desconoce la incidencia y la prevalencia de la infeccién
en estos pacientes. Este estudio se pretende determinar la prevalencia de infeccién
por virus de hepatitis B en los pacientes con insuficiencia renal crénica que acuden al
programa de hemodidlisis al servicio de Nefrologia del Hospital General de México, y

determinar los factores de riesgo para adquirir esta infeccion.
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ll. JUSTIFICACION

Segun fuentes de la ENSANUT en el aio 2012 se registro la muerte de 12 000 pacientes
relacionados con insuficiencia renal crénica en México (16). Su impacto social, econdmico e
individual es inmenso. Los pacientes que se encuentran con insuficiencia renal crdnica
presentan un estado de inmunosupresion celular y humoral lo cual predispone a un alto indice
de infecciones, por lo que las infecciones son una de la principal causas de morbi-mortalidad
en esta poblacién, después de las enfermedades cardiovasculares. La hepatitis B es una
infeccion aguda y crdnica frecuente en las unidades de hemodialisis. Es una infeccidon
prevenible mediante de un esquema de vacunacion, sin embargo la respuesta a la vacuna que
pueden tener los pacientes con insuficiencia renal es limitada y hasta ahora poco estudiada. El
estudiar la respuesta de linfoproliferacidon a la vacuna de hepatitis B mediante una prueba
sencilla y practica como es 5- Etinil-2"-deoxiuridina lo que permitiria conocer la respuesta de
memoria celular que los pacientes con enfermedad renal tendrian a la vacuna de hepatitis By

con ello definir la dosis de vacunacidn optima en esta poblacion.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desconoce cual es el efecto que la vacuna de hepatitis B tiene en la
linfoproliferacion mediante la prueba 5- Etinil-2"-deoxiuridina (EduClick) en pacientes con
enfermedad renal crénica en hemodialisis, permitira definir la dosis de vacunacién que un
paciente con enfermedad renal crénica requiere en el contexto de un paciente con

desnutricién e inmunosupresién asociado a la enfermedad de base.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

1. ¢ La prueba de 5- Etinil-2’-deoxiuridina (EduClick) medida por citometria de flujo es
capaz de medir la proliferacién linfocitaria en linfocitos de s pacientes con insuficiencia renal
crénica en el programa de hemodidlisis del Hospital General de México, estimulados con

antigeno de superficie del virus de hepatitis B?

2. éCudles es la dosis requerida para encontrar mejor estimulacién linfocitaria contra
antigeno de superficie para virus de hepatitis B para la prueba La pruea de 5- Etinil-2"-
deoxiuridina (EduClick) medida por citometria de flujo proliferacién linfocitaria en linfocitos
de s pacientes con insuficiencia renal crénica en el programa de hemodidlisis del Hospital

General de México, estimulados con antigeno de superficie del virus de hepatitis B?
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VI. HIPOTESIS

1. La prueba de 5- Etinil-2’-deoxiuridina (EduClick) medida por citometria de flujo es
adecuada para medir proliferacién linfocitaria en linfocitos de pacientes con insuficiencia
renal crénica en el programa de hemodidlisis del Hospital General de México, estimulados con

antigeno de superficie del virus de hepatitis B.

2.- Ladosis de 50 mcg de con antigeno de superficie del virus de hepatitis B requerida
para encontrar mejor estimulacion linfocitaria contra antigeno de superficie para virus de
hepatitis B presentaran mayor proliferacion linfocitaria medida por 5- Etinil-2'-deoxiuridina
(EduClick) en los pacientes con insuficiencia renal crénica en el programa de hemodialisis del

Hospital General de México.

3.- La estimulacién con antigeno de con del virus de hepatitis B presentara una

relacidn lineal con la proliferacidn linfocitaria medida por por  5- Etinil-2"-deoxiuridina

(EduClick) por medio de la citometria de Flujo.
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VII. OBIJETIVOS

1. Determinar si la prueba de 5- Etinil-2’-deoxiuridina (EduClick) mediada por
citometria de flujo es capaz de medir la  proliferacion linfocitaria en linfocitos de los
pacientes con insuficiencia renal crénica en el programa de hemodialisis del Hospital General

de México, estimulados con antigeno de superficie del virus de hepatitis B.

2. Determinar la dosis requerida para encontrar mejor estimulacidn linfocitaria contra
antigeno de superficie para virus de hepatitis B para la prueba La prueba de 5- Etinil-2’-
deoxiuridina (EduClick) medida por citometria de flujo proliferacién linfocitaria en linfocitos
de s pacientes con insuficiencia renal crénica en el programa de hemodidlisis del Hospital

General de México, estimulados con antigeno de superficie del virus de hepatitis B.
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VIl. METODOLOGIA

Diseno del Estudio.

Estudio transversal exploratorio, en el cual cuyo objetivo determinar la viabilidad de medir
proliferacién linfocitaria en pacientes en hemodialisis con enfermedad renal crénica terminal

del Hospital General de México.

Poblacion de Estudio.
Pacientes sanos con inmunidad previa al antigeno de superficie.
Pacientes sanos sin inmunidad previa al antigeno de superficie.

Pacientes que se encuentre en el programa de hemodialisis.

Criterios de inclusién.
Pacientes sanos con inmunidad previa al antigeno de superficie.
Pacientes sanos sin inmunidad previa al antigeno de superficie.

Pacientes que se encuentre en el programa de hemodialisis.

Criterios de exclusion.

Pacientes los cuales no acepten participar en el estudio o firmar el consentimiento informado.

Criterios de eliminacion.
Pacientes en los cuales no se pueda realizar el panel viral o el cultivo celular de linfocitos, con
estimulacién por medio de antigeno de superficie con medicion de linfoproliferacién medida

por 5- Etinil-2"-deoxiuridina.

Variables.

Variables Independientes.

1.- Tiempo en el programa de hemodialisis

Definicidon conceptual. Paciente con enfermedad Renal terminal, con requerimientos dialiticos

gue se encuentra en el programa de hemodialisis del Hospital General de México.
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Definicidon operacional. Meses registrados de la primera hemodidlisis hasta el momento de

inclusion del paciente en el estudio.

Escala de medicion y categoria. Cuantitativa continua. Se medird en meses en el programa

de hemodialisis.

2.- Inmunizacion contra HVB.

Definicién conceptual. Inmunizacidn contra Hepatitis B intravenosas en los pacientes que se

encuentran en el programa de hemodialisis del Hospital General de México.

Definicion operacional. Dosis y nimero de inmunizacion contra HVB que se encuentre

registrado en el expediente o se recabe por interrogatorio directo

Escala de medicién y categoria. Cuantitativa continua. Numero de dosis.

3.- Niveles séricos de Anti-HVB.

Definicidn conceptual. Nivel sérico de anti-HVB tomado en una muestra inicial a la vacunacién

contra HVB y una determinacién a los 6 meses para verificar la respuesta a la vacuna.

Definicidon operacional. Nivel de anti- HVB a nivel sérico medido por ELISA, tomandose como

referencia un nivel mayor de 0-10 mUl/ml como no inmunizados, 10 — 100 mUIl/ml como

una inmunidad moderaday mas de 100 mUI/ml una respuesta adecuada a la vacunacién.

Escala de mediciéon y categoria. Cuantitativa continda.

Variable Dependiente.

1.- Proliferacion linfocitaria.

Definicion _conceptual. Proliferacién celular de linfocitos de pacientes en hemodidlisis con

insuficiencia renal crénica en el Hospital General de México.
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Definicidon operacional. Se realizara cultivo celular de linfocitos por 3 dias de pacientes en

hemodialisis con tincidn posterior con 5- Etinil-2'-deoxiuridina, posteriormente se leera en el

citometro de flujo.

Escala de medicién vy categoria. Se medird por porcentaje de proliferacion medida por un

citometro de flujo FACS CANTO II.

X. ESTADISTICA

El analisis estadistico se realizara con estadistica no paramétrica debido de la
distribucion de la variables. Se realizara una prueba de Kruskal Wallis para variables
cuantitativas y Chi Cuadrada para proporciones entre los pacientes inmunizados y no

inmunizados.

X. ASPECTOS ETICOS

Este estudio es observacional, transversal. En ninguno de los cuales se expone al
paciente a riesgo alguno, toda la informacidon obtenida serd estrictamente confidencial. Se
solicitara el consentimiento informado de cada paciente participante. El estudio serd sometido
a las comisiones de Investigacion, Etica y Bioseguridad del Hospital General de México y de la

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México.

XI. RELEVANCIA'Y EXPECTATIVAS

El impacto de esta investigacion para la prevencion de la infeccién en la hepatitis B,
ademas de la creacién de lineamientos dentro del hospital para el manejo de los pacientes en
hemodidlisis y con ello la titulacién en el grado de especialista en nefrologia. Posteriormente

se espera la publicacion en revistas de contexto internacional.
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Xll. RESULTADOS

Para este estudio se utilizaron pacientes inmunizados con la vacuna para
hepatitis B sanos para graduar la cantidad de antigeno para hepatitis B que era mas

viable para presentar proliferacion linfocitaria.

Se realizo aislamiento de linfocitos de sangre periférica de 10 ml de sangre los
cuales se aislaron con FICOL, para posterior cultivo con medio celular, en cdmara de
CO2 a una temperatura de 37 grados. Por cada paciente se realizaron 3 pozos los
cuales contenian 300 000 celulas con 100 mcl de medio celular. En el primer pozo se
administra 300 000 linfocitos y 100 mcl de medio celular, en el segundo pozo se
administro 300 000 linfocitos, 88 mcl de medio celulary 12 mcl ( 6 mcg) de antigeno
de superficie de virus de hepatitis B . El tercer pozo contenia 300 000 linfocitos, 75
mcl de medio celular y 25 mcl ( 12.5 mcg) de antigeno de superficie de virus de
hepatitis B. El cuarto pozo contenia 300 000 linfocitos, 50 mcl de medio celulary 50
mcl ( 25 mcg) de antigeno de superficie de virus de hepatitis B. El qguinto  pozo
contenia 300 000 linfocitos, 25 mcl de medio celular y 100 mcl ( 50 mcg) de
antigeno de superficie de virus de hepatitis B. Estos cultivos celulares se realizaron por

duplicado y se dejo proliferar 72 y 120 horas.

Posteiormente se le agrega a 34 mcg de E EDU Click (5-ethynyl-2’-

deoxyuridine) para evaluar proliferacién linfocitaria.

Tabla 1
Control 3 dias Edu | 3 dias 6.5 3 dias 3 dias
12.5p 50ug
Paciente 1 0.0 0.05 1 1.2 4.3 1.9
Paciente 2 0.3 13.0 16.3 115 8.5 0.5
Paciente 3 0.5 17.4 15.3 19.5 11.9 10.7
Paciente 4 0.1 13 3.6 3.9 0.8 1.7
Paciente 5 0.3 13.9 13.5 15.6 8.3 7.6
Promedio 0.24 9.13 9.94 10.34 6.76 4.48
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Control

5 dias Edu

Tabla 2

5 dias 6.5

5 dias 5 dias

12.5p 25ug
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Paciente 4 0.3 5.6
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pudo obtener los siguientes resultados, que se pueden observar en la tabla 1 Ia

proliferacion linfocitaria en 72 horas y tabla 2 en 120 horas.

La concentracion pico en la cual se observo que la concentraciéon en la cual se
encontré mejo proliferacién linfocitaria fue a la concentracién de 12.5 ug de antigeno
de superficie de virus de hepatitis B, posterior a esta concentracidon se observa una
disminucion en la proliferacién en concentraciones superiores después del cultivo

celular en 72 horas.

La proliferacién a las 120 horas no era superior que la encontrada a las 72
horas y la concentracion de 12.5 pg también presento el promedio de proliferacion

linfocitaria era mayor que en otras concentraciones.

Una vez establecido la proliferacion linfocitaria era posible con la técnica de
EDU Click (5-ethynyl-2’-deoxyuridine), en las concentraciones adecuadas se realizo la

prueba en pacientes con insuficiencia renal en hemodialisis.

Se tomaron a 6 pacientes inmunizados en el programa de hemodialisis del
Hospital General de México (tabla 3 ) y se comparo con 11 pacientes no inminizados en

el mismo programa .

Como se puede observar entre los pacientes que presentaron inmunizacion
medida por anticuerpos en titulos mayores de 10 Ul/ml de anticuerpo para antigeno

de superficie se pueden observar en la siguiente tabla.
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Las caracteristicas generales de ambos grupos es similar entre los grupos de
inmunizados y no inmunizados en cuanto a la distribucion de sexo. La edad de ambos
grupos es de inmunizados 49.5 + 59.8 y no inmunizados 39+14.7, lo cual no fue
estadisticamente significativo. Los pacientes en cuento a vacunacion solo el 50% de los
pacientes que se encontraban inmunizados referian previamente ser inmunizados durante el
programa frente a 18% de los pacientes que no se encontraban inmunizados. Los pacientes
que se encontraban inmunizados presentaban un promedio de administracién de
componentes hematicos de 11+14.7 vs 9.18+ 10.15 en los pacientes no inmunizados lo que
resulto estadisticamente significativo ( 0.023). La mayoria de los pacientes no se contaba con
el diagndstico de insuficiencia renal crénica 66.7% vs 63.6%, habiéndose realizado biopsia

diagnostica en solo 1 paciente por grupo

En cuanto a la biometria hematica se puede observar que no existen difencias
en cuato a la hemoglobina , hematocrito y linfocitos entre los dos grupos , si existié
una mayor cantidad de leucocitos totales entre el grupo de pacientes inmunizados (5.6

+ 1.3) contra el grupo de pacientes no inmunizados (4.66 + 1.36).

La variables bioquimica y electrolitos sericos no se encontraron diferencias

significativas entre ambos grupos.

Las variables de inflamacién como la velocidad de sedimentacidon glomerular y
fibrindgeno se encontraron elevados en ambos tipos de pacientes , pero entre los grupos no

se encontraron diferencias significativas.

Tabla 3
Hb (g/dl) 9.3%1.5 9.4+1.77 0.880
Hto (%) 27.8+5.1 27.04 +5 0.920
Leucocitos 56+1.3 4.6+ 1.36 0.018
Linfocitos 1.02+0.43 1.01 £0.32 0.801
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Creatinina (mg/dl)

Albumina (g/dl)

Urea(mg/dl)

Sodio (mg/dl)

Potasio (mg/dl)

Calcio corregido

(mg/dl)

Fosforo (mg/dl)

colesterol

Triglicéridos(mg/dl)

Proteinas (g/dl)

Albumina (g/dl)

12.37+5.4

3.6+0.48

181-8 £ 68.9

137.5+3.6

5.386+ 0.96

9.2+0.85

56+£2.2

95.51£39.4

123.3+98.6

6.9+ 0.93

6.9+ 0.93
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15.7+5.1

3.98 £ 0.47

20582

138.5+2.7

5.27+0.71

8.6+0.81

6.7+1.5

157.3+35.4

105.5+48.6

7.1+0.78

7.1+0.78

.268

.108

.569

724

174

.189

.365

0.687

.841

0.546

0.960



Fibrinégeno 351.1+114 368.5%5 0.651
Proliferacion 0.10+ .16 0.127+ .15 0.483
control

Proliferacion EDU+ 1.4+1.44

Ag HVB
Vacunacion 3(50%) 2(18%) 0.210
No. De 11+14.7 9.18+10.15 0.023
componentes

transfundidos

Eritropoyetina 6000+4898 6000+4566 0.959
Tiempo en 32.6x15.6 29.73+16.49 0.960
Programa

Sexo

Masculino 3(50%) 5(45%)

Femino 3(50%] 6(55%)
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Causa
NDT 4(66.7%) 7(63.6%)
HAS 0 2(18.2%)
Glomerulopatia 1(16.7%) 1(9.1%)
Obstructivas 1(16.7%) 1(9.1%)

EL nivel de anticuerpos presento una diferencia entre los grupos altamente
significativa con un promedio en los inmunizados de 1844 +3217.5 en los pacientes

inmunizados y de 0 en los pacientes no inmunizados.

Al realizar medicién de proliferacién celular de linfocitos en cultivo celular a las 72
horas se encontré que los pacientes que presentaban inmunizacion previa en el programa
1.4+ 1.44 % de proliferacién entre 1.2 £ 1.1 % contra los no inmunizados lo cual fue

significativo al realizar Chi cuadrada para esta Variable.

Xlll. DISCUSION

Durante este periodo comprendido entre marzo del 2013 — marzo del 2014,
26% de los pacientes que se encontraban en nuetro programa de hemodialisis presentaron
defuncion y la principal causa de muerte fue sepsis la cual represento 84% de los pacientes
(11), contrastando con ello con otras cohortes de pacientes en hemodialisis en donde la

principal causa de muerte son los eventos cardiovasculares.
En nuestra poblacidon los pacientes se encuentran en un estado de infradialisis,
desnutricién e inflamacién. Lo cual determina el estado de inmunodepresién de estos

pacientes contribuyendo con la alta mortalidad por sepsis. Es indispensable estudiar en estos
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pacientes la respuesta inmune humoral y celular, para crear de manera eficaz medidas de

intervencién que disminuyan la inflamacién y mejoren el estado inmune.

En nuestro estudio se realizo la estandarizacion de una prueba para medir
proliferacion linfocitaria con la técnica de E EDU Click (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) para
evaluar proliferacion linfocitaria. La cual es medida por citometria de flujo, por ello se
probo en 5 sujetos sanos cuanto era el tiempo de proliferacion celular adecuada

ademads de la dosis de estimulacién de antigeno de superficie de hepatitis B adecuada

En nuestro estudio se determino que el tiempo optimo de proliferaciéon
linfocitaria en cultivos celulares era de 72 horas , ademas la dosis para estimulacion la
cual mostro mayor reactividad fue 12.5 pg de antigeno de superficie de hepatitis B en

pacientes previamente inmunizados.

Los pacientes que se encontraron inmunizados presentaron por EDU Click (5-
ethynyl-2’-deoxyuridine) una mayor cantidad de linfoproliferacion 1.4+1.44 que los

pacientes que no se encontraban inmunizados 1.2+1.1, siendo este método adecuada para

poder medir la proliferacidn celular en pacientes en enfermedad renal crénica en hemodialisis.

Los pacientes no presentaban un relacion linean entre la cantidad de anticuerpos a
nivel sanguineo , en comparacién con el nivel de proliferacion celular linfocitaria, lo que hace
suponer que los pacientes que presentan un nivel de anticuerpos optimo pueden presentar
deficiencias celulares linfocitarias , que explicarian la alta morbilidad y mortalidad en este tipo

de pacientes por infecciones.

Esto presenta un panorama complejo del paciente en insuficiencia renal crénica lo que

nos permite explorar nuevas lineas diagnosticas y terapéuticas.
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Anexo 1. Hoja de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA

Titulo del protocolo: Incidencia, prevalencia y factores de riesgo de infeccién por virus

Hepatitis B en los pacientes con insuficiencia renal crénica en el programa de hemodialisis

del Hospital General de México.

Investigador principal: Dr. Valdes Ortiz Rafael , Dra Rosa Maria Wong Chew

Sede donde se realizard el estudio: Hospital General de México

Nombre del paciente:

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados.
Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira
que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregard una copia firmada y

fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

La insuficiencia renal crdnica es una enfermedad en auge en la actualidad, con alta demanda
en el nuestro hospital. Los pacientes con esta enfermedad son pacientes que presentan mayor
riesgo de presentar infeccidn por virus de hepatitis B. Al participar en este estudio usted
contribuird en realizar estadisticas actuales y  realizar medidas preventivas para esta

infeccion.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como
objetivos determinar el numero de pacientes, las causas para la infeccidon por virus de

hepatitis B, ademas se valorara la respuesta a la vacunacion contra el virus de hepatitis B en
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los pacientes del programa de hemodiilisis del servicio de nefrologia en el Hospital General de

México

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Durante su estudio se beneficiara de la realizacién de panel viral gratuito por 12 meses,
brinddndoles un mejor control en la realizacidn de su procedimiento de hemodialisis. Con este
estudio conocera de manera clara si usted se encuentra infectado por hepatitis B, con esto se

realizaran guias para prevenir esta infeccion.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus
habitos, sus antecedentes médicos, ademas de una muestra sanguinea venosa trimestral el
cual se tomara de manera rutinaria en cuanto a la vigilancia del pacientes con terapia

sustitutiva de la funcion renal con hemodialisis.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Durante la toma de la muestra usted puede presentar molestias y dolor en el sitio de puncién
venosa, puede presentar sangrado minimo o equimosis (moreton) del sitio de puncién, lo cual
no pone en peligro su vida o la funcién de su extremidad. Siendo este procedimiento de bajo
riesgo.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario o requiera otro tipo de

atencion, ésta se le brindara en los términos que siempre se le ha ofrecido.

6. ACLARACIONES

Su decisidn de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacién.
Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando el
investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar o no, las razones de su decision,
la cual serd respetada en su integridad.

No tendrd que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacién.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre el mismo, al

investigador responsable.
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La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada paciente, serd
mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

En caso de que usted desarrolle algin efecto adverso secundario no previsto, tiene derecho a
una indemnizacién, siempre que estos efectos sean consecuencia de su participacién en el
estudio.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea,
firmar la

Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacién

anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y
entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines
cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion.

Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante Fecha

Testigo 1 Fecha

Testigo 2 Fecha

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propésitos de la investigacién;

le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién. He contestado a

las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda.
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Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con
seres humanos y me apego a ella. Una vez concluida la sesidon de preguntas y respuestas, se

procedio a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
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Anexo 2. Hoja de Recoleccion de Datos

Nombre el paciente: Edad:

Sexo: | Femenino(0) | Masculino(1) |

Fecha de recoleccion de datos:

Fecha de Inicio en el programa de hemodialisis: Tiempo en El programa:

No. de Maquina.

TU rno: | Matutino (1) Matutino(2) Vespertino(3)

Numero de Hemodialisis de urgencias hasta la fecha:

Vacunacién Previa al Programa: ) No(0)

Fecha de Vacunacion

Numero de dosis de vacuna

Lugar de vacunacidn:

Uso de Eritropoyetina: | s No(0)

Numero de Transfusiones previas a la fecha:

| Si(1) | No(0) |

Uso de drogas intravenosas: Tiempo de uso:

AcceSO Venoso_arterlal: | Catéter Venoso (1) Fistula (0)
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No. de parejas sexuales:

Tipo de Relaciones sexuales:

| Heterosexual(0) Bisexual(1) Homosexual(3)
Panel Viral.
Fecha HBsAg HBcAg HBeAg Anti-HBsAg HIV Anti-HC
Hoja de recoleccién de datos 2
Fecha Lec Neu Linf HB Plaquetas HTC TGO TGP GGT Alb Urea Cr K P Mg PHa HCO3
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Flujograma
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