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RESUMEN

Caracterizacion molecular de la hepatitis viral C en pacientes con
insuficiencia renal ¢rénica terminal

Antecedentes. Los pacientes con insuficiencia renal cronica terminal (IRCT) constituyen una
poblacién de alto riesgo para et desarrollo de hepatitis viral (HV). Sin embarge, 1a prevalencia de
esta enfermedad en pacientes bajo tratamiento sustitutivo no se conoce en México. En el presente
trabajo evaluamos ia prevalencia de fa infeccion por virus de hepatitis C (VHC) en una poblacion de
enfermos con IRCT en terapia sustitutiva [didlisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA) v
hermodidlisis (HD)] mediante fa identificacion de AcVHC y amplificacion del RNA viral en plasma.
Pacientes y Métodos. Se evaluaron tres grupos de pacientes con IRCT en tratamiento sustitutivo:
1- DPCA. 2- Pacientes en DPCA con historia de HD {DP/HD). 3- HD. En todos los casos se
evaluaron las siguientes variables: edad, género, estado civil, historia de transfusiones, hepatitis y
trasplante renal, cirugias previas, causa de fa IRCT y tiempo en didlisis. Se les tomd una rnuestra
de sangre, de la cual se extrajo el suero que fue dividido en tres alicuotas: una para deteccion de
AcVHC mediante la iécnica de ELISA 2a. generacidon, otra para determinacion de biometria
hematica, quimica sanguinea, electrolitos séricos y pruebas de funcionamiento hepatico y la
tercera pava deteccidn de RMA viral mediante amplificacion con reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). En los pacientes positivos se determiné la carga viral en suero mediante el
kit Amplicor HCV 2.0, se efectud genotipificacién viral mediante enzimas de restriccion (Mva |, Hinf
I, BstU I'y ScrF [y y se realizé PCR en liquide de dializada.
Resultados. Se evaiuaron en total 235 pacientes (DPCA, n=132}, (DP/HD, n=17), {(HD, n=88). Al
comparar los grupos nc observamos diferencias en sus caracteristicas generales. No existié
diferencia en la exXposicion a los factores de riesgo para la infeccion, a excepcién de las
transfusiones realizadas antes de 1991 que estuvieron presenies en 64 7% de los pacientes con
DP/HD vs. DPCA=11.3% y HD=13.9% (P<0.001). Ef tiempo en DPCA fue 29.6 + 22.3 meses,
DP/HD 39 £ 42.3 y en HD 14.2 = 15.6 (P<0.01). En DPCA la prevalencia de la infeccién por VHC
fue de 4.55% (81132}, en DP/HD de 41.18% {7/17)} y en HD de 12.79% (11/86) (P<0.001) Para el
analisis de factores de resgo dividimos a la poblacién en dos sub-grupes: VHC+ y VHC- No se
chsemvaron diferencias en cuanto a la distribucidn por género, edad, antecedente de fransfusiones
y de hepatitis y tiempo de estancia en didlisis. Sin embargo, observamos mayor nimero de
pacientes VHC+ con transfusiones antes de 1891 (DPCA: 66.6% vs. 8.73%; DP/HD: 100% vs
40%; HD 36.6% vs. 10.6%. P<001), asi como en pacientes con histona de cirugia previa en
BP/HD: 100% vs. 50% y HD 90.8% vs. 61.3% (P<0.05). Ei analisis multivariado de regrasion
logistica mostré que las variables con asociacién independiente a 2 presencia de VHC+ fueron la
histonia de hepatitis (Razén de momios: 5.7, P<0.01) y la transfusion previa a 1991 (10.7, P<0.01).
El genotipo viral mas comun fue el 1b, seguido del 1a. Esto se conservé en los diferentes grupos
de estudio. La carga viral (copias*10%) fue mucho mencr en los pacientes con DPCA {€.20 + 0.29)
en comparacién con HD (2.04 £ 0.88) (P<0.05). El virus no se aisl6 en liquido de ulirafilrado,
Discusion. La hepatitis viral C en pacientes con IRCT en terapia sustitutiva tiene una prevalencia
en nuestro medio menor a |a reportada (promedio en ofros paises 18.5%). La prevalencia de VHC
fue mayor en HD que en DPCA. Sin embargo, al analizar lo enfermos en DPCA con historia de HD
encontramos una mayor prevalencia, seguramente por mayor tiempo de evolucion en IRCT y por lo
tanto mas numero de factores de riesgo acumulados. Los factores de riesgo con asociacion
independiente af desarrollo de VHC son la historia de hepafitis y las transfusiones antes de 1991 en
gue no se conocia al virus C, lo que indica que en la mayoria de los casos la infeccidn se adquirié
antes de ingresar a diglisis. E! genctipo mas comuin es el b, el genotipo 2b estd asociado con HD.
La carga viral es menor en DPCA, lo que indica que en esta modalidad terapé&utica probablements
exista menor riesgo de infeccion cronica.
Palabras Clave. Hepatitis C, Insuficiencia Renal Cronica Terminal, Dialisis, Prevalencia,
Genotipos, Carga Viral.



RESUMEN EN INGLES
Molecular characterization of the viral hepatitis C in patients with end stage renal disease

Background. The patients with end stage renal disease (ESRD) are a population with high risk of
viral hepatitis infections. However, the prevalence of this infection in patients with ESRD in Mexico
is unknown, In this work we evaluated the prevalence of hepatitis C virus (HCV) in ESRD patients
under substitutive therapy [continucus ambulatory peritoneal dialysis {CAPD) and hemodialysis
(HD)] with the identification of HCV antibodies (HCVAD) and viral plasma RNA amplification .
Methods. We perform a cross sectional study in patients with ESRD divided in three groups: 1-
CAPD, 2- Patients in CAPD with history of HD (PD/HD). 3- HD. In all of the cases we evaluated the
follow variables: age, gender, civil status, fransfusion, hepatitis and surgery history, kidney
transplant antecedent, etiology of ESRD, time of evelution in dialysis, serum albumin,
aminotranferases, BUN, and serum creatinine. The presence of hepatitis C virus was assessed by
ELISA It and qualitative RT-PCR in blood samples. In all patients diagnosed as having hepatitis C,
RT-PCR to amplified part of the virus genome was also carried out in the dialysis fluid. The
genotype of the hepatitis C virus was determined by analysis of the restriction pattern of the RT-
PCR product using Mva /I, Hinf I, BstU | and SerF | restriction enzymes. Viral load was quantified
with RT-PCR by using a commercial kit known as Amplicor HCV 2 0.

Results. We evaluated 235 patients {CAPD, n=132}, (PD/HD, n=17), (HD, n=86). We do not
observed difference between groups in the general characteristics and in the exposition to the risk
facters for the HCV infection, with exception of the transfusions before of 1891 presents in 64.7% of
the PD/HD patients vs. CAPD=11.3% and HD=13.9% {P<0.001). The time in CAPD was 296 +
22.3 months, PD/HD 39 + 42.3 and in HD 14.2 + 15.6 (P<0.01). The prevalence of HCV infection in
CAPD was 4.55% (8/132), in PD/HD 41.18% (7/17) and in HD 12,79% (11/88) (P<0.001) For the
risk factors analysis we divided the study population in two groups: HCV+ and HCV-. We do not
observed differences in gender, age, transfusions, history of hepatitis and time in dialysis. However,
we saw most patients HCV+ with transfusions before of 1991 (CAPD: 66 6% vs. 8.73%; PD/HD:
100% vs 40%; HD 36.6% vs. 10.6%. P<0.01), and surgery history in PD/HD: 100% vs. 50% and
HD 90.9% vs. 61.3% {P<0.05). The multivariate analysis of logistic regression showed that the
variables with independent association with infection risk were: history of hepatitis (Odds Ratio: 5.7,
P<0.01) and transfusions before of 1991 (10.7, P<0.01). The most common viral sub-type was the
1b, followed of the 1a Without difference between the study groups. The viral load cuantification
{copies*10®) was lower in CAPD patients (0.20 + 0 29) than patients with exposition of HD (2.04 *
0.88) (P<0 05). We do not observed viral RNA in the dialysis fluid

Discussion. Our results show that the prevalence of hepatitis C is lower in our patients that the
prevalence reported by many others (average of other countries 18.5%). Since we found a higher
prevatence in HD than in CAPD, even with the lower time under dialysis in the HD group, it is
possible that our lower overall prevalence is secondary fo the fact that CAPD is the most frequent
mode of dialysis in our country. We observed the highest prevalence in the PD/HD group, that is
probably due to longer exposure to the risk factors. The association with transfusions before 1991
indicates that the infection was acquired in some patients before dialysis was started. Our results
showed that the CAPD is the dialysis technique with lower risk of hepatitis C infection. The
assessment of viral genotype revealed that 1b is the most common genotype in patients on chronic
dialysis in Mexico City. The fact that the 1b and 1a genotypes were the most common types in our
dialysis population suggest that fransmission was similar to the general population; that is, probably
by blocd transfusions. The average in viral load of our patients in dialysis is lower than the levels
usually observed in hepatitis C infected patients without end stage renal disease. The lower viral
load in patients ireated with peritoneal dialysis, and no history of hemodialysis, prebably denotes
fower risk of chronic liver disease in these subpopulation.

Key words: Hepatitis C, End Stage Renal Disease, Dialysis, Prevalence Genotypes Viral Load.



INTRGDUCCION
Hepatitis viral en pacientes con insuficiencia renal cronica

La insuficiencia renal cronica terminat (IRCT) representa un problema médico, econémico y
de salud publica de grandes proporciones en nuestro medio. El advenimiento de la terapia
sustitutiva (hemodidlisis, dialisis peritoneal v trasplante renal) para el tratamiento de la IRCT ha
mejorado considerablemente la esperanza de vida en el paciente con esta patologia, lo que ha
condicionzdo el desarrollo de diferentes enfermedades concurrentes, entre ias que se encuentran
las hiepatitis viraies (B y C) Los pacientes nefropatas constituyen un subgrupo poblacional de “alte
riesgo” de infeccion por los virus de hepatitis, esto parece ser consecuencia de que es comun la
necesidad de realizar transfusiones sanguineas, y en el caso de los pacientes que se encuentran
en hemodidlisis, ademas existe un riesgo por el manejo de su sangre en iz unidad de dialisis

La hepatitis en los pacientes con IRCT es una complicacion mas seria que en la poblacién
general. Por un lado, se trata de pacientes con clerfo grado de inmunosupresion, en los que la
enfermedad renal disminuye las posibilidades de utilizar medicamentos antivirales y la evolucion de
la infeccidn es mas grave y, por oo lado, la hepatitis en pacientes con didlisis disminuye a2
posibilidad de trasplante renal.

Afertunadamente, ha disminuido ia prevalencia de la hepatitis viral B en los pacientes
nefrépatas, debido a la posibilidad de identficar facimente los antigenos virales v al desarollo de
vacunas.

En hepatitis C, se cuenta son métodos para identificar al virus desde hace poco tiempo, sin
embargo los mas accesibles se basan en iz deierminacion de anticuerpos, lo cual pueds no
detectar [z infeccién en todes los casos. Por o que éspeciﬁcamente en éste tipo de hepatitis la
aplicacion de fa biclogia molecular tiene utilidad clinica.

El desarrollo y crecimiento de la biologia molecular en los Gliimos afios ha generado un
nueve grupo de metodologias dtiles tanto para la investigacién clinica, comoe para el diagnostico vy
fratamuento. Uno de estos procedimienios es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la cual
es una tecnica que permite la amplificacion rapida de secuencias conocidas de gcido

desoxirnbonucleico (DNA), obteniéndose miliones de copias de un segmento determinado de DNA



a partir de una sola copia. Par este mofivo, la PCR se ha convertide en una herramienta muy Gl
para diversos campos de la ciencia.
En el caso de la hepatitis viral C, la PCR permite la identificacién del virus en el plasma

mediante la amplificacion de secuencias especificas!?>4587

Actualmente existen fres métodos para el diagnostico de infeccién per virus de hepatitis C
(VHC):

1) La deteccién de anticuerpos dirigidos contra el VHC mediante ensayo inmuncabsorbente
lgado a enzimas (ELISA), que es capaz de detectar inmunoglobulinas dirigidas contra cuatro
antigenos det virus (c22-3, ¢33, ¢100-3, ¢200).

2) Determinacion de anticuerpos ant-VHC con ensayo inmunolégico recombinante (RIBA),
que detecta anticuerpos dirigidos contra los antigenos c100-3, c22-3, ¢33 y 511, Sin embargo, la
reaccidn solo es positiva cuando existen dos o méas antigenos, st $6lo hay une s indeterminada y
con ningunc es negativa. Esto hace que la prueba sea altamente especifica, pero con baja
sensibilidad

3) PCR para detectar acido ribanucleico (RNA) del VHC ®

Tomando como estandar de oro a ia PCR, se ha evaluado que el ELISA || (segunda
generacion) tiene una sensibilidad de 93% y especificidad de 92%; y RIBA 86 y 94%
respectivamente 330

Existen varias circunstancias por las que es conveniente utilizar la PCR para ampﬁﬁcacic'Sn
del virus en plasma:

1} La ventana inmunologica. Este es el pericdo de fiempo que transcurre entre la
adquisicion de la infeccién y et desarrollo de anticuerpos. Este periodo es generalmente de 2 a 6
meses, pero puede llegar a ser mayor. Durante este tiempo es posible identfficar al virus en sangre
mediante PCR aunque los anticuerpos sean agn negativos'®. (Figura 1)

2) Viremia. Los anticuerpos son utiles para el diagnéstico de contacto con e virus C, pero

no sirven para conocer el estado de portador del virus, ni tampoco para saber si el enfermo cursa



con replicacion activa del virus. Este tipo de informacién puede obtenerse a partir de PCR vy es Gtit
en el manejo del paciente bajo terapia con interferon™,

3) Con PCR es posible no sblo detectar el virus en sangre, sino también detectar el

%00 - genotipe  viral  especifico vy
5007 cuantificarlo. Trabajos recientes
g 400 4 sugieren gue el genotipo del virusy
=)
5300' su cuantificacién pueden ser de
< 200

ufiidad para predecir el curso
180

T i clinico, como pregresién del dafio
R .
Afios Décadas
Figura 1. Historia natural de la
infecaign por VHC.™

hepatice, o [a respuesta al

tratamiento!™ 1418181718

Se ha observado que algunos enfermos muestran patrones de replicacion
significativamente diferentes que ofros v que agquellos con mayor viremia son los que fueron
contagiados por medio de transfusidn y responden mencs a feérapia con interferén-o.. También se
conoce que el genotipo viral puede estar relacionado con la evolucion de la hepatopatia y que
la distribucion de los genotipos virales varia en diferentes areas geogréficas'.

El uso de PCR en pacientes en didlisis con VHC positivo detecta el RNA viral en 60-

90% P2 g que cenfirma la presencia de viremia en estos pacientes. En los pacientes con VHC

8,20,21

negativo (por anticuerpos) la PCR puede resultar positiva , esto se ha interpretado como falla

de ias pruebas diagndsticas convencionales™, fase inicial de la infeceion (periodo de ventana), o
p

retardo de la respuesta inmunolégica secundario a uremia®2*,

Virus de la hepatitis C
El VHC es similar a los flavovirus humanos o

pestivirus animales (virus del dengue o fiebre amarilla), por lo

30-60 nm

que se considera un miembro de la familia Flaviviridae. Tiene

forma esférica, con envoitura lipidica y diametro de 35-80

nm.% (Figura 2) Se han descrito hasta |a fecha mas de 10 . Ghcoproteinas £1y E2
Figura 2. Estructura del VHC.




variantes del virus C, que comparten de 55 a 72% de los aminoacidos. Estas han sido agrupadas
con la finalidad de tener una nomenclatura sencilfz. Inicialmente Okamoto vy colaboradores
dividieron a los diferentes tipos de VHC en cuatro grupes: |, 1I, 1l y IW°*®%7% gin embargo,
posternicrmente Simonds et ai”® propone una clasificacion de acuerdo a la semejanza gendrmica de
las variantes en seis grupos de genotipos (1-6), los cuales tienen subclasificaciones (subtipes)
denominadas con letras (a-d). De esta forma ei subtipo 1a de esta clasificacion corresponde a | de
Okamoto y ei 1b al ll. Por ser mas completa la clasificacion de Simonds, sera la que utilizaremos
en adelante.

Todos estos virus causantes de la hepatitis C estan constituidos por un genoma de RNA de
aproximadamente 9,400 nuciedtidos. La regién traductora codifica para una proteina de 3010 6
3011 aminoacidos, lo que indica que las regiones no transcritas en fos extremos 5"y 3’ son muy
cortas La region §' no transcrita es la que se encuentra mejor conservada entre todas las variantes
del virus, por lo gue se considera que quizé Juegue un papel importante en la regulacién de la
replicacién viral. Esta region &' varia de 324 a 341 nucledtides y tene una consatvacion mayor &
97% * Sin embarge, algunas diferencias sutiles en esta regién se han utilizado para determinar el

genotipo del virus mediante reaccion en cadena de ta polimerasa*’'®"%, (Figura 3
P o}

. 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 kb
L | I | | l | | l [
Preteinas estructurales
C E1 E2 NS2 NS3 NS4 NS5
RNA

Core Cobertura Proleasa  Proteasa Helcasa polimerasa

S5 I [T T &

5

511
c22-3 ¢33¢  c100-3

c200
Antigengs recenocidos por ELISA y RIBA

Figura 3. Grganizacién del genoma del RNA del vHC.*




Hepalitis viral C en didlisis

La terapia sustitutiva de la funcion renal estd conformada por dos métodos principales, la
hemodialisis (HD) y la didlisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA) En ambos casos existe
mayor prevalencia que en la poblacion generat de infeccion por VHC.¥1325334.35.36

La hepatitis asociada a VHC se ha dentificado en las unidades de hemodiahsis (HD} desde
hace algunos afios® #3237 o\ curse clinico es semejante aunque parece que las enzimas
hepaticas permanecen elevadas durante mayor tiempo con respecto a la poblacion generai™,
ademas tiene una mayor prevalencia, a pesar de las medidas generales para controf de
transmision de la hepatiis como la realizacion en forma rutinana de marcadores virales By C a
donadores de sangre y pacientes, el uso de maguinas de dialisis exclusivas para pacientes
positivos para virus B o C, la implementacion de programas de vacunacion tantc en pacientes
como en personal médico y paramédico y iz prohibicion de reutilizacion del matenal de dialisis en
pacientes positivos. De esta manera, la hepatitis viral contindia siendo una causa importante de
morbilidad y mortalidad en pacientes con IRCT bajo tratamients sustitufive,

E! descubrimiento y clonacion del virus causante de Ia mayor parte de las hepatitis no A no
B, conocido hoy come virus C, permitio el desarroilo de pruebas de ELISA para la deteccion del
virus®* Con esta metodologia se ha observado alta prevalencia de positividad en 2l analisis de
anticuerpos contra el VHC en unidades de HD: entre 8 2 36% en Estados Unidos v Canada, 39%
en Sudarnérica, 31% en Europa, 17 a 51% en Asia y de 1 2 a 10% en Nueva Zelanda y Australia.
Esta vanacion responde a la regién en donde se encuentra localizada la unidad de HD, al nimero
de transfusiones y al tiempo en didlisis.#92074%842.43.44.45:98.47 40,4650

El mecanismo de transmisidn que se penso inicialmente como responsable de la hepatitis
virai C en las unidades de HD son las transfusiones sanguineas. Sin embargo, se ha demostrado
que existe mayor numero de pacientes con VHC a mayor tiempo de estancia en didlisis y esto no
correlaciona con el nimero de transfusiones sanguineas, ni con fransmision intrafamiliar, lo que
sugiere la posibilidad de transmision inter-paciente dentro de o unidad 2%*'** Ademas, los
pacientes nefrépatas en DPCA o los que se hemodializan en casa, quienes reciben el mismo
numero de transfusiones sanguineas que i0s gque se dializan en una unidad, Yienen menor

grevalencia de anticuerpos ant-VHC. %%



La prevalencia de anticuerpos contra el VHC en poblacion baje tratamiento sustitutive con
DPCA oscila alrededor de 15% >*, mayor que en la poblacion general (~1%)%, perc menor que en

£,9,20,24,38 424345
5%)

la poblacion en HD (~2 . Sin embargo, cuandc se excluyen los pacientes en

DPCA que estuvieron anteriormente en HD, la prevalencia disminuye a 5.9%.% Esta diferencia es
probable que se deba a |a ausencia de accesos vasculares en DPCA y al hecho de que la didlisis

se realiza en casa y no en un centro hospitaiario (Figuras 4 y 5).

50 _
40 | OHD
B DPCA
30
20 |
10
B
Mclntyre Cantu Dussol Barril Huang
Figura 4. Prevalencia de anticuergos anti-vHGC
en pacientes en HD y DPCA 152535455
40 _
OHD unidad
30 AHD casa
%
20
10 |
0
0 « i
Gilli Barril
Figura §. Prevalencia de anticuerpos anti-VHC
en pacientes hemodtalizados en unidad o en casa 8456




La caracterizacion de la infeccion por VHC en los pacientes en didlisis a partir de los
genotipos del virus, ha permitido suponer una transmision nosocomial debido a una relatva
homogeneidad en los subtipos virales: el mas frecuente es el 2a (56%), seguido del 1b (31%) v del
tipo 3 (3%) y 4 (3%) Sin embargo no se ha encontrado asoclacion entre el genotipc y las

caracteristicas clinicas de los pacientes en IRCT **

Epiderniologia de la hepatthis viral en didlisis en México

La informacién con la que contamos en México en relackon con hepatitis viral y didlisis es
pobre La poblacion en México es de Interés parficular porque existe una alta proporcion de
pacientes en DPCA (90%), mientras que en paises desarollados pocos pacientes con [RCT son
manejados con ésta técnica dialitica (17% en EE.UU y 6% en Japén).*®

El unico estudio de prevalencia de hepatitis viral C en pacientes con HD y con DPCA se
realizé en 1995 en pacientes con IRCT en lista de espera para trasplante renal en didlisis, en el
que se encontrd 256% de positividad para anticuerpos anti-VHC (ELISA 1l y RIBA), de los cuales

78% de los pacientes se encontraban en HD y 22% en DPCA™.

JUSTIFICACION

Ne conocemos la prevalencia de la infeceion por virus de hepatitis C en nuestro medio en
pacientes con IRCT Tampoeco conocemos los genotipos especificos, ni la cuantificacién  promadio
del virus en pacientes con IRCT en didlisis. Ademas, no existen estudios que sustenten claramente
la correlacion del tipo de virus o su cuantificacion con et tipo de terapia sustitutiva recibida

El presente trabajo fue ademas el primer paso de la vinculacion entre la actividad clinica
del Departamento de Nefrologia y Metabolismo Mineral del Instituto Nacional de la Nutricién
Salvador Zubiran (INNSZ) v la biologia molecular en ta Unidad de Fisiologia Molecular del Instituto
de Investigaciones Biomédicas localizada en el mismo.

En este proyecto ros propusimos utilizar fas herramientas de la Unidad para llevar a cabo

una caracterizacion molecular de la hepatitis C en pacientes con [RCGT



OBJETIVO GENERAL

Conocer la prevalencia de la infeccion por virus de hepatitis C en pacientes con IRCT en

diglisis en nuestro medio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1

Conacer la prevalencia de hepatitis viral C en pacientes con IRCT bajo tratamiento sustitutivo

con HD y DPCA

Determinar el genotipo especifico viral en los pacientes infectados.

Determinar cuantitativamente la presencia de RNA viral en suero de pacientes positivos.
Determinar cualitativa y cuaniitativamente [a presencia de RNA viral en liguido de ultrafiltrado en

pacientes positivos bajo tratamiento con HD y en liquido peritoneal en pacienies positivos bajo

tratamiento con DPCA

. Correlacionar los hallazgos en 2, 3y 4 con las variables clinicas o de laboratorio de interés

HIPOTESIS

1.

La prevalencia de virus de la hepatitis C en pacientes con insuficiencia renal cronica en terapia
sustitutiva es al menos 35% mayor en HD que en DPCA%*,

El genotipo del virus de la hepatiis C m&s comunmente encontrade en los pacientes en
hemodiélisis es el 1b.

Todos fos pacientes con anticuerpos contra virus de la hepatitis C tienen RNA viral en sangre,
incluso este se encuentra en un 5% de los pacientes en didlisis con anticuerpos negativos
Ademas, la carga viral es al menos un 20% mayor en HD que en DPCA

Et RNA viral no se puede recuperar en liquido de dialisis, tanto en hemodidlisis como en dialisis

peritoneal

. La elevada prevalencia del VHC en HD en comparacién con DPCA, no correlaciona con el

nimero de transfusiones, pero si lo hace con el tiempo de estancia en didlisis.



OBJETIVO GENERAL

Conocer la prevalencia de la infeccion por virus de hepatitis C en pacientes con IRCT en

dialisis en nuestro medio.

OBJETIVOS ESPEGIFICOS

1 Gonocer la prevalencia de hepatitis viral C en pacientes con IRCT bajo tratamiento sustitutivo
con HD y DPCA.

2. Determinar el genotipo especifico viral en los pacientes infectados

3. Determinar cuantitativamente |a presencia de RNA viral en suero de pacientes positivos

4. Determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de RNA viral en Iiquido de ultrafilirado en
pacientes positivos bajo tratamiento con HD y en liquido peritoneal en pacientes positivos bajo
tratamiento con DPCA

5. Correfacionar los hallazgos en 2, 3 y 4 con las vanables clinicas o de laboratorio de interés

HIPOTESIS

1 La prevalencia de virus de la hepatitis C en pacientes con insuficiencia renal crénica en terapia
sustitutiva es al menos 35% mayor en HD que en DPCAY'2E,

2. El genotipo deil virus de la hepatitis C mas comtnmente encontrado en ios pacientes en
hemodialisis es i 1b,

3 Todos los pacientes con anticuerpos conira virus de la hepatitis C tienen RNA viral en sangre,
incluso este se encuentra en un 5% de los pacientes en dialisis con anficuerpos negatives.
Ademas, la carga viral es al menos un 20% mayer en HD que en DPCA,

4. EI RNA viral no se puede recuperar en liquido de diglisis, tanto en hemodialisis como en didlisis
peritoneal

5. L.a elevada prevalencia del VHC en HD en comparacion con DPCA, no correlaciona con el

namero de transfusiones, pero silo hace con el tiempo de estancia en disfisis.



MATERIAL Y METODOS
Se realizd un estudio transversal, prolectivo y comparativo, en el que se analizé la
prevalencia de infeccién por VHC en los pacientes con IRCT en hemodiilisis y en didlisis peritoneal
continua ambulatoria. De esta forma el tipo de terapia sustitutiva definid el grupo de estudio Es
importante aclarar, que debidoe al hecho sustentado en la literatura de que en los pacienies en
DPCA con historia de HD la prevalencia de infeccion por VHC por lo menos se duplica®, decidimos
crear un tercer grupo de anélisis, constituide por los pacientes que en el momento del estudio se

encontraban en DPCA, pero que en algunza ogasién habian estado en HD por més de un mes

GRUPOS DE ESTUDIO

Grupo 1 {DPCA). Los pacentes en didlisis peritoneal 2 estudiar fueren los de la clinica de
DPCA del INNSZ. Esta clinica consiste en una poblacién activa de 160 enfermos que acuden
regularmente a consulta.

Grupo 2 {DP/HD). Pacientes que en el momenio del estudio se encontraban en DPCA
pero que tenian histona de haber estado en HD por lo menocs en alguna ocasion por mas de un
mes.

Grupo 3 (HD). En el caso de hemodidlisis la seleccién de los pacientes fue diferente. En el
INNSZ se mangja HD Unicamente como terapia sustitutiva en pacientes que forman parte del
programa de trasplante de donador vive relacionado. Por lo tanto, los enfermos permanecen poco
tempo en HY, por lo gque nuestra poblacitn estuve mitada tanto en ntimero de enfermos como en
el tiempo gue han estado expuestos a HD Para que la poblacion de enfermos en HD fuera mayor
estudiamos también pacientes de las Unidades de Hemcdidlisis del Insttuto Nacional de
Cardiolagfa [gnacio Chévez y del Hospital Médica Sur en la Ciudad de México.

En las unidades de HD de estos hospitales, se cuenta con el mismo tipo de maquinas de
HD, &l mismo sistema de reprocesamiento de los dializadores, los filtros son de la misma marca y
con las mismas caracteristicas. Se establece el mismo tipo de manejo dialitico y se fienen las
mismas politicas de tratamiento de los pacienies Lo antenor aseguré similitud en los

procedimientos hemodialiticos realizados en los ires hospitzales.



CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron pacientes con IRCT bajo terapia sustitutiva con HD o DPCA la cual tuviera

una duracion de cuando menos un mes y con edad mayor a los 18 afios.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del estudio aquelios enfermos sin enfermedad renal previa que se

encontraran en dialisis por insuficiencia renal aguda.

VARIABLES

De todos los enfermos se obtuvieron los siguientes datos {variables independientes) edad,
genero, causa de la insuficiencia renal, tipo y fiempo en terapia sustitufiva, historial de
transfusiones, histonal clinicc de hepatitis, pruebas de funcién hepatica (albumina sérica,
globulinas, bilrrubinas, fosfatasa alcahna, transaminasas y deshidrogenasa lactica), nitrégeno
uréico, creatinina sérica y biometria hematica (ver hoja de captacién de datos en el Apéndice ).

En el caso de pacientes en HD se evalud ta actividad del personal de la unidad,
observando el rabajo en cada una de las unidades y Benando los datos mostrados en la hoja de
captacidn de datos (Apéndice 1),

Las varables dependientes fueron la infeccion por VHC (PCR+ y/o ELISA Il +), genctipo

viral y analisis cuantitative del VHC por PCR (carga viral),

TAMARNG DE LA MUESTRA

El presenie estudic se disefié para conocer la prevalencia de infeccion por el virus de
hepatitis C en los pacientes con IRCT en terapia susfitutiva (HD o DPCA). Debido a gue la
prevalencia puede ser muy baja especialmente en el grupo de pacientes con DPCA, v a que
contamos con los recursos humanos, fisicos y econdmicos para estudiar la pobiacién integra,
pretendemos no realizar un muestreo.

Sin embargo, si mtentamos conocer el nimero de sujetos que necesitariamos en caso de
querer realizarlo y aplicamos con ei fin de comparar iz prevalencia en los dos grupos en donde esta

claramente definida la terapia susiitutiva (HD y DPCA) la siguiente farmula®:



2 (PQ} (Zo + ZB)?

n=
AZ
Donde P se calcula a partir de:
Pup + Popca
P=
2
Q a partir de.
Q=1-P
¥, A & partir de
PHD - PDFCA

Pup sera la prevalencia de Infeccién por VHC en HD y Pgeea la prevaiencia de la infeccidn
en DPCA, ambas conocidas de acuerdo a estudios anteriores.

Zuo es la probabiidad minima aceptada de cometer un error tipo 1%, con valor a=0 05;
entonces Z=1 645 de una cola por la direccionalidad de la hipdtesis. Z3 es la probabilidad de
cometer un error tipo 2 (poder del estudio)**, con valor B=0.80; entences Z=0.84 de una cola A es
la discrepancia maxima permisible.

De acuerdo con Alberd et af” iz prevalencia de hepatitis viral C en nuestro pais es de 52%
{25/48) en HD y la prevalencia de VHC detectado mediante PCR en HD oscila enfre 15 y 50%%2%°,
de esta forma Pup serd 45 (promedio de 1as prevalencias mencionadas).

De 1a misma forma la prevalencia de hepatitis viral C en nuestro pais es de 9.3% (7/75) en
DPCA y la prevalencia de VHC detectado por PCR en DPCA es de 8-12%*">® por lo que Posca

sera 10 (promedio de las prevalencias).

*Conclur gue hay tferencia cuando en realidad no fa hay (falso positivg).”!
= Concluir que no hay diferencia cuando en realidad sila hay (falso negativo).®



Entences:
P=(045+0.10)/2=0275
Q=1-0275=0725

5§=0456-0,10=0.35

Por lo que:

2{0.275*0.725) * (1645 + 0 84)°
n= = 201
0.35°

20.1 + 30% de pérdidas estimadas = 26
De esta forma creemos que pedemos alcanzar nuestros objetivos con 30 enfermos en

cada grupo.

DEFINICIONES OPERACIONALES

[nsuficiencia renal cronica terminal (IRCT): Pérdida de la funcidon renal que hace
necesaria la utilizacion de cualquier métedo de terapia sustitutiva en forma cronica.

Dialisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA): Método dialitico en el que se utidiza a
Iz membrana peritoneat como filiro para depurar los 2zoadoes, esta basado en la instalacion de un
catéter peritoneal (v.g Tenckhoff) y en la administracién continua y ambulatoria de soluciones
hiperosmolares que logran fa depuracion de azoados y agua.

Hemodialisis (HD): Método dialitico en el que se emplea un filtro o dializador para realizar
la depuracién de azoados y agua. Se reaiiza directamente en [a sangre gue es bombeada por una
peguefia bomba de circulacién.

Infeccién por virus de hepatitis C (VHC): Aquel paciente que tenga en suero la presencia
de anticuerpos dingides contra el VHC detectados mediante ELISA I y/o RNA viral determinado
mediante PCR.

Subtipo o genotipo viral: Diferentes clases de VHC, diferenciadas por sufiles cambios en

la secuencia de RNA

—
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Carga viral: Es la cantidad de particulas virales que se encuentran en la sangre del
paciente infectado determinadas mediante PCR cuantitativo.

Tiempo de didlisis: Tiempo transcurride enire que el paciente inicid con la uslizacion de
HD o DPCAY la fecha en gue se realizd iz valoracidn para el presente estudio

Cirugias previas: Cualquier intervencion quirirgica con el uso anestesia general y/o
blogueo espinal, gue haya tenido el paciente durante su vida.

Transfusiones previas: Infusidn de al menos un paquete globular {sangre) antes de que
el paciente haya ingresade a dialisis

Transfusiones en dialisis: Infusion de ai menos un paquete globular durante el tempo en
que el paciente ha estado con terapia sustitutiva, sin que necesanamente la transfusion haya sido
en la unidad de hemodialsis.

Transfusiones antes de 1891: Cualquier infusion de uno o mas paquetes globulares que
haya sucedido antes de 1991, fiempo en gue no se conccia el virus de la hepatitis C.

Henpatitis: Cualquier cuadro que el enfermo haya presenfado durante su vida, que
identifique como “hepatitis” yfo se haya caracterizado por presentar ictencia (coloracion amarillenta
de los gjos y/o la piel), coluria (coloracion obscura de la crina) y/o acclia (color bianco de las heces
fecaies)

Reuso de filtros en hemodialisis: Mecanismo mediante el cual en la unidad de
hemodialisis se lavan los filtros o dializadores después de la sesién para poder utilizarlos en las

subsecuentes.

DESARROLLO DEL ESTUDIO

Los pacientes del grupo 1 {DPCA) fueron identificados en la consulta de terapia sustitutiva
dei Departamento de Nefrologia del Instituto Nacional de [a Nutriciéon Salvador Zubiran. En dicha
consulta se les tomd una muestra de sangre y de liquido de didlisis peritoneal. La sangre se dividio
en tres alicuctas:

1} Para ia realizacidn inmediata de pruebas de laberatorio {bicmetria hematica, quimica

sanguinea, electrolitos séricos, pruebas de funcion hepatica)



2) Para la determinacion, también inmediata, de anticuerpos ant-VHC mediante la técnica
de ELISA II.

3) Para realizar PCR. En este caso, ef suerc se almacend a -80°C hasta su
procesamiento  Existe evidencia completa de que el almacenamiento a esta
temperatura no preduce deteriore del RNA viral y puede prolongarse durante todo el
flempo que sea necesarno. >

La muestra del liquido de dialisis pentoneal se almacend a —80° C, para posteriormente
realizarse la busqueda del RNA viral en el caso de los pacientes positivos.

Igualmente el mismo dia se les aplicd el cuestionario de la hoja de captacion de datos
(preguntas 1-16) a los pacientes {(Apéndice I).

En el caso de los pacientes del grupo 2 (DP/HD) se realizd el mismo procedimiento de
captacion y de toma y procesamiento de la muesira que ios pacientes del grupo 1.

Los pacientes del grupo 3 (HD) fueron reclutades directamente en su unidad de HD,
adonde se acudit ¥ se tomo una muestra de sangre y del liquido de hemodidlisis. Las muestras
fueron gualmente divididas y almacenadas. Ef mismo dia se contesto el cuestionarnio de la hoja de
captacién de datos (preguntas 1-16, 19-29, 31-33) En éste grupo de pacientes también se analizo
ei funcienamiento de la unidad de HD, entrevistando ai médico encargado de la unidad de acuerdo
a l& hoja de captacién de datos, preguntas 47-53; posteriormenie se observé el desempefio de las
actividades del perscnal de la unidad durante el iempo que habitualmente se toma para realizar un
procadimiento (4 horas}, desde que los pacientes llegaron a la unidad hasta que se retiraren, de

esta forma contestaren las preguntas 38-47 de la hoja de captacion de datos.

Objetivo 1

El primer objetivo consistio en conocer la prevalenciz de la hepatitis viral C, para lo cual se
determiné la presencia de anficuerpos contra <l virus de [2 hepatitis C mediante analisis de ELISA
de segunda generacion Esia prueba se realizd utilizando kits fabricados por la compafiia Abbot
Laboratories y siguiendo las insirucciones del productor La prueba fue hecha en ¢! laboratono

central del INNSZ, en donde estd completamente autornatizada y se realiza dia con dia como



escrutinio para la deteccion del virus en {a sangre obtenida por donacion altruista y se efectia en

forma inicial en todos los pacientes en dialisis.

Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR}

Como hemos mencionado la PCR es una técnica que se basa en el principio de amplificar
fragmentos de DNA en unas cuantas horas. La amplificacion del DNA se lleva a cabo en forma
geométrica, de manera tal que si partimos de una sola copia de DNA, al término de 20 ciclos
tendremos alrededor de un millén de copras®

En el estudio se realizd en todas las muestras la blsqueda cualtativa del RNA viral,
mediante las reacciones de transcripcion reversa y en cadena de la pofimerasa (RT-PCR) Por
razones de factibilidad se uso una reaccién de amplificacién Gnicamente con iniciadores externos.

El RNA viral se aislé det suero humano mediante la iécnica de guanidinafenol con la cual
se separan las proteinas de los acidos nucleares {ver técnica en el Apéndice II)E"’, El RNA obtenido
se precipité en etanol al 70% y se guardd a —20°C hasta su estudio.

l.a RT-PCR se realizd en forma separada, el RNA aislado fue sometido a transcripcion
reversa (Apéndice lII}, suyo producto fue amplificado mediante PCR (Apéndice V) '

Los iniciadores ubilizados para cumplr el objetivo 1 fueron construidos a partir de 1a
secuencia de ia regién 5° no transcnta del genoma del VHC {nucledhdos C a 340), per ser la de
mayor homelogia enire todos los diferentes genotipos del virus®. De acuerdo con su disefio, estos
iniciadores flaquean una secuencia de 250 pares de bases El iniciador rio arriba (up stream) tiene
20 nucledtidos con la secuencia (8 — 3) TTC ACG CAG AAA GCG TCT AG, se une a los
nucledtidos 63 a 82 de la secuencia del genoma, el iniciader rio abajo (down stream) tiene 26
nucleétidos con la secuencia {5' — 3} CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAG GCA GT, éste niciador
se une a las bases 313 a 288 del gencma viral. Para |a realizacién de Ia PCR se tomaron 50 plL de
cada uno de estos Iniciadares, se mezclaron ¢on 400 uL de agua y se dividieron en alicuotas de
50 pl. De estz forma al momenio de la reaiizacion de la reaccidon se tomaron ambos iniciadores

mezclados en ef mismo fubo de acuerdo con la técnica que se puede ver en el Apéndice IV

20



En resumen, el suerc de cada
unoe de los enfermos estudiados fue
sometido a una reaccidn de extracceion de

RNA seguida de RT-PCR. El restitado de 1
250 pb

la reaccidn se comd en geles de

poliacrilamida. La positividad la determiné Vieus G

con Iz observacion de la banda de Figura 6a. Gel de acrilamida al 5% con guia de bajo

peso molecular (G) que muestra una banda de 250
pares de bases en los pacientes con anficuerpos vs
VHC positivos

amplificacién correspendiente (250 ph)

(Figura 6a)

La combinacién de analisis de anticuerpos mediante ELISA y amplificacion del RNA viral
con RT-PCR nos permitid conocer el nimerc de sujetos infectados con el virus C de la hepatitis.
Con este resultado pudimos conocer la prevalencia en cada uno de los grupos estudiados.

Los pacientes que tuvieron Unicamente una de las pruebas positivas se consideraran como
infectados. En el caso de anticuerpos positives con RNA negative las posibles explicaciones son
1) la viremia puede ser intermitente, 2) recientemente se ha observado que el virus puede replicar
en células mononucleares y no estar presente en el plasmass ¥ 3) memoria iInmunolégica. Para
descartar la primera posibilidad se repetiria el andlisis de RT-PCR en varias ocasiones con |a idea
de detectar una viremia intermitente (cada dos meses). Para descartar la segunda posibildad se
llevarian a cabo reacciones de RT-PCR a partir del RNA de células mononucleares perféncas. Sr
las posbilidades 1 y 2 fueran negativas, entonces seria el caso de memoria inmunclogica. El
enfermo sera siempre negativo al RNA porque el virus ha desaparecido de su organismo

Los pacienies con anticuerpes por ELISA negafivos pero amplificacion positiva del RNA
viral también se consideraron positivos. Las posibles explicaciones son: 1) ventana inmunologica 6
2} los anticuerpos no pueden detectar al virus particular de ese enfermo. En el primer caso se
repitid el analisis de ELISA cada dos meses durante el siguiente afio hasta enconirar positividad. Et
segundo caso es tan extremadamente raro con la segunda generacion de ELISA que ne
esperabamos fuera un problema

En todas las reacciones se utilizd un control negativo para rechazar la posibiidad de

ampiificacidn falsa positiva por contaminacion.




Objetivo 2

El segundo cbjetivo del estudio consistié en conocer el genotipo especifico del virus C en
pacientes positivos Segtin la secuencia conocida del genema del VHC existen seis 1sotipos virales
(1 al 6), de los cuales los pnmeros tres se subdividen en tres subtipos (2, b y ¢). Los isotipes virales
pueden distinguirse por diferencias sutiles en la secuencia 5’ no transcrita del genoma del VHC. La
existencia de isotipos virales del VHC es de interés por que se ha demosirado diferente distnibucién
geogréfica de estos en ei mundo, y por que algunos estudios sugieren que el isolipo viral puede
afecter el curse de la enfermedad®, Elinterés de este objetivo fue saber: 1) si la distnbucion de los
genotipos es similar que en otros paises y 2) si la distribucion de genotipos tiene alguna asociacion
con la insuficiencia renal o con el tipo de terapia sustitutiva

Para conocer el tipo especifico del virus utihzamos la estrategia propuesta por Davidson®
Esta consiste en tomar ventaja de sutiles diferencias en la secuencia 5 no codificante del genoma
del virus, mediante el uso de las enzimas de restriccién Mval, Hinfl, BstUl y ScrFl. Pnmerc se
utilizaron juntas las enzimas Mval y Hinft, se expuso el producto de PCR a ambas, junto con un
medic apropiado a 37°C durante 10 horas, Posteriormente se corné la muestra en un gel de
acrilamida y se reveld de acuerde con lo anotado en la técnica del Apéndice V.

La dea es que cada

250 nt

enzima tiene un sitio especifico de

i | N 5 del Hinfl Mval
accion en la region el genoma GLANTC COLAGS

viral En algunos genotipos el sitio // \
de restriccion no existe y por lo

. . 94 nt 93 nt S3nt 198 nt S2nt
tanto no hay accién de la enzima,
Tipo 1 Tipo 2
io anterior hace que se observe
o Tipe3 1eont 60

una diferente distribucion de las P " ot
bandas que permite reconocer a Tipo 4 “rasw 85t
los genctipos virales Como se Tipo 5 “zooat S0t

Figura 6b. Mecanismo de la genotipificacion del virus de
hepatitis C mediante el uso de las endonucleasas de
restriccion

observa en la figura 6b, al




someter al producto de RT-PCR de 250 nucledtidos (nf) a la accion de ambas enzimas (Hinfl y
Mval}, en casoc de que se frate de un subtipo 1 existira sitio de restriccién para ambas, de tal forma
que el producto de digestién sera de tres bandas, una de 94 nt, ofra de 93 nt v la tercera de 53 nf,
cuando se frata del subtipo 2 enfonces no existira el sitio de restriccién para Hinfl, por lo que sdlo
obsetvaremos dos bandas, una de 198 nty ofra de 52 nt.%

Posteriormente, con la finalidad de diferenciar los subtipos virales de cada genotipe, se
expuso el mismo producte de PCR a la accion de las enzimas BstUl o ScrFl, cada una de ellas por
separado. La enzima BstU] se utlizd en el caso de que el genotipo fuera el 1 con Mval-Hinfl, de
esta forma el patron de bandas nos permitid diferenciar al subtipo 1a del 1b En el caso del
genclipo 2 y 3 uthzamos la enzima ScrFl| para [a identificacion de los subtipos 2a y 2b 9 3ay 3b

(Figura 6¢).

Mwval + Hi

s 13

nfl Bstul ScrFl

La distribucion observada de los -

genotipos det virus en Tos diferentes

grupos estudados fue analizada mediante | 95—

2
¥ con correccion de Yates

Postenormente, para estudiar la relacion 63—

1a 1b

entre el gencotipo del wvirus con las

variables de interés utihizames un analisis | Figura 6¢. Genotipificaciion de! virus de hepatitis C.
) Geles de acrilamida al 7.6%, en donde se cbservan
de regresion logistica ordinat con el que se las bandas después de exponer el producto de
PCR a la accién de las enzimas de restriccién

puedo determinar si existe alguna variable

asociada o predictora del genofipo especifico™.

En caso de nc observar ningtn genotipo claramente, el DNA amplficade en la primera

reaccion seria secuenciado %

Objetivo 3
ta cuantificacion viral en suero se realizé en fodes los pacientes positivos Se llevd a cabe
con ia utilizacion de un kit proporcionado por Laboraforios Roche (Amplicor VHC), el cual utiliza

extraccion de RNA, RT-PCR e hibridacién, para postencrmente analizar la cantidad de DNA
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amplificado mediante colonmetria. Los resultados obtenidos se expresaron comg nimero de copias
virales por mL de suero.

Los resultados obtenidos se expresaron como nimero de copias virales por mL de suero.
Inicialmente realizamos un analisis univaniade para conocer las diferencias entre Ios titulos de
replicacion con las diversas variables de interés como las diversas variables clinicas mencionadas
(tipo o tempo en dialisis, historia de transfusiones, edad, etc.). Este tipo de andlisis se llevd a cabo
con analisis de varianza de una via o t de Student en el caso de los resuitados con distribucion
normal, o con andlisis de varianza de Kruskal-Wallis y U de Mann-Withney en casc contrano ™. Las
variables significativas fueron postencrmente sujetas a un analisis de regresion multiple para

conocer la asociacién independiente de eilas con el titulo obtenido de virus en suerc

Cbjetivo 4

Se reafizo \a blsgueda dei virus de hepatitis C en el liquido de didlisis peritoneal en &l gaso
de los pacientes positivos al VHC con ELISA y/io PCR gue se encontraban en DPCA y en el liguido
de hemodizlisis en los gue estaban en HD. Como se ha mencionado, es importanie conocer si &}
virus puede ser recuperado en éstos liquidos, para saber si tienen potencial infectante

En el caso de los pacientes que se enconiraban en DPCA, se extrajo una muestra de
liquido de didlisis peritoneal, en su primer drenaje de! dia, asegurandose siempre que no hayan
utilizado heparina en sus bafios prevics, ya que esta se considera como un inhibidor de la PCR
Posteriormente se siguieron jos mismos pascs que el suero para la busqueda del virus mediante
RT-PCR.

En los pacientes en HD, la muestra de liquido se obtuvo directamente del dializador (en la
parte de salida que se dirige al drenaje), la muestra se tomé antes de que se le aplicara hepanna al
sistema. Se siguieron los mismos pasos que la muestra de liquido de dizlizade. No se modificd

ningun parametro de la hemedialisis antes de la obtencion de la muestra de liquido.

Ohbhjetivo 5
Todos los resultados ohtenidos en los objetives 1, 2, 3 v 4 se relacionaron con las vanables

clinicas de interés que estan anotadas en la hoja de captacion de datos (Apéndice ). Se realizo
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Inicialmente un analisis univariado entre cada una de las variables y la positividad del virus, el tipo
de terapia sustitufiva, el genctipo y la carga viral. Finalmente se realizd un analisis multivariade de
regresidn fogistica para conocer si existen variables gue pueden predecir en forma ndependients

el desarrolio de fa infeccidn por VHC, el genotipo o la carga viral.

Pacientes con IRCT

1 Terapia sustitutiva

| ]

DPCA DP/HD HD
ELISA - | P |
) 4

PCR -

ELISAII/PCR |

I / 4 Y
infeccion | ELISA + ELISA - ELISA + :

por VHG ™ + + .
PCR PCR Viremia PCR
~ | ] intermite Iﬁ
* Tt L. PCR
PCR en liquido PCR ELISA
AP T c/2 meses
de dialisis cuantitativa c/2 meses l
l Replicacion R'!:-PCR
Determinacion viral en céls. Células
de Genotipos Virales periféricas Mononucleares
Ventana
inmunologica
Memoria

inmunolégica

Figura 7. Flujograma del disefio del estudio.

ASPECTOS ETICOS

E! presente trabajo se realizo para conocer la prevalencia y los mecanismos de transmisicn
del VHC en los pacientes con IRCT en terapia sustitutiva No se realizd ninguna modificacién al
manejo habitual de los pacientes y no se efectud ninguna intervencion en fos pacientes durante el

desarrolic del protocolo. Solo se tomé una muestra de sangre a cada paciente incluido, esta fue de

2
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5 mL También se extrajo una muestra del liquide de dizlisis peritoneal o del liquido de ultrafiitrado
de hemodidlisis dependiendo del tipe de terapia sustitutiva que tuviera el paciente. Lo anterior no
constituyé un costo adicional para el paciente y se garantizd ta confidencialidad de los datos
obtenidos

La Ley General de Salud con respecto a los aspectos &ticos de la investigacion en seres
humanaos, en su titule segundo, capitulo |, articulo 14, IV parte, menciona que toda iwestigacion
‘contard con el consentimiento Infermade y por escrito del sujeto de investigacién o su
representante legat’, excepto, segin el articulo 23 del mismo capitulo, “en el casc de
inveshgaciones con rfesgo minmo” La misma Ley considera en su articulo 17, a una investigacion
con resgo minimo a estudios prospectivos que emplean el registro de datos a través de
procedimientos comunes en examenes fisicos o psicolégicos de diagndstico o tratamientos
rutinanos, entre los gue se consideran. extraccion de sangre por puncién venosa en adultos en
buen estado de salud, con frecuencia maxima de dos veces a la semana y volumen maximo de
450 mL , en dos meses, excepto duranie el embarazo '

Ademas, en & caso de los pacientes en hemodialisis, e médico encargado de la unidad de
HD, conocio &l protocolo ad tegrum, con ef fin de que conociendo los ohjetivos del estudio
aceptara la evaluacion de su unidad.

Finalmente, el protocole fue registrado, revisado y autorizado por el Comiteé de
Investigacion Biomédica en Humanos del Instituto Nacional de la Nutncidn Salvador Zubiran en el

mes de abril de 1997

RECURSOS HUMANOS

El estudio fue realizado por el Alumno de Maestiia en todas sus fases.

Al término del protocolo, el alumno cuenta con conocimientos extensos sobre biclogia
molecular, sabe aplicar las técnicas mas comunes de la misma y tiene la destreza necesara para

realizar la reaccidn en cadena de la polimerasa.



RECURSDS MATERIALES Y ECONOMICOS

Fueron los que existen en el Deparamento de Nefrologia y Metabolismo Minera!l del
INNSZ, asi como en ia Unidad de Fisiolegia Molecular del propio Departamento y de! Instituto de
Investigaciones Blomédicas de la UNAM. Ei proyecto fue patrocinado en parte por el Howard

Hughes Medical institute.

LOGISTICA

El estudio se realizé de acuerdo con el siguiente programa.

Primer Cuatrimestre {MAR/97 - JUN/S7)
Conclusidn del Protecolo de investigacion.
Entrevista con los médicos encargados de |2s unidades de HD a evaluar
Captacién vy entrevista de enfermos
Evaluacion de las unidades de HD.
Toma y recoleccidn de muestras de estudics de laboratorio basales y VHC de escrutinio

Toma de muestras de liquido de didlisis y liquido de ultrafittrado

Segundo Cuatrimestre (JUL/Q7 - OCT/87)

Se produieron les iniciadores y se montaren las condiciones ideales para la realizacion de
las reacciones &n forma rutinaria

Se implementd la metodologia para el andlisis cuantitative de las muestras de suero de los

pacientes positivos.

Tercer Cuatrimestre (NOV/Q7 - FER/98)

Se realizé la extraccion de RNA viral en ef suero de los pacientes

Cuarto Cuatrimestre (MAR/93 - JUN/98)

Se realizé la PCR cualitativa en el suero de los pacientes.
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Quinto Cuatrimestre (JUL/98 - OCT/98)
Se realizo el andlisis cualtativo de PCR en liquido de didlisis o ultrafiltrado de los pacienies
positivos,

Se realizo el analists cuantitativo de PCR en el suero de los pacientes posittvos.

Sexto Cuatrimestre (NOV/S8 - FEB/99)

Se efectud la genotipificacién viral, andlisis estadisiico v se escribié 1a tesis de maestria.



RESULTADOS

Se evaluaron en total 235 pacientes con IRCT en didlisis, de los cuales 132 conformaron el

Cuadro 1 Caracteristicas de los pacientes
DPCA DP/HD HD
Total 132 17 86
Género  n(%}
Masculino 57 (43.1) 4(23.5) 39 (45 3)
Femenino 75 {56.8) 13 (76.4) 47 (54 6}
Edad
(afios + DE) 476+£123 423+136 443178
Causa IRCT (%)
Dw 45 (34.1} 2 {117 28 (32.5) ,
Desconocida 72 (54 5) 3(178) 28(32.8)
Rechazo 1(0 8) 10(588) 6 (6.9)
Tiempo en dialisis 206223 394423 142£156"
(meses £ DE) : - :
b E

grupo de DPCA, 17 el de DP/HD vy 86 el de HD Como muestra el cuadre 1, no se observd
diferencia en las caracteristicas generales de los tres grupos. La causa de IRCT fue simifar en los
todos grupos a excepcion de gque en los pacientes con DP/HD el 58.8% tuvieron historia de

trasplante renai y rechaze El tiempo en DPCA fue 29.6 + 22.3 meses, DP/HD 38 £ 42.3 y en HD

Cuadro 2. Examenes de laboratorio de los tres grupos de estudic
DPCA DP/HD HD

Hematéerito (% % DE) 281: 47 26752  25.2£57¥
Plaguetas {n £ DE) 2709+ 87 C¥ 22037456 2315+ 84.1
Sodio (mg/dL + DE) 137.2:38 1367+38 138.7x3.8%
Potasio {mg/dL * DE) 43+06 42105 50£0.97°
Glucosa (mg/dL  DE) 136 2+ 6437 060208 1102384
Nitrégeno uréico {mg/dL *DE}) 61.0+ 245 46.1 £ 146 B0.1£235
Creatinina sérica (mg/dL + DE} 86+26 101223 85+£3.0
BT (mg/dL + DE) 065£02 072:03  084202%
fosfatasa alcalina {mg/dL + DE} 108.6+53.1 61.7+27.2 187 6+208.9
AST (ma/dL £ DE) 220499 2564154 21.3:130
ALT {mgldL £ DE) 1912956 21.9:152 184132
Albamina (mgldl.  DE) 24:05 29 +0.7 334087

*F=0 05 DPCA vs DP/HD T p<0 05 HD vs DP/HD ¥ pe0 05 DPCA vs HD




14.2 £15.6 (P<0.01).

Los examenes de laboratorio de los tres grupos no mostraron diferencias, a excepcion de
los resultados en albUmina, fosfatasa alcalina, plaquetas, potasio y glucosa, como se puede

observar en el cuadro 2.

Todos los enfermos ELISA - ELISA It/ PCR cualitative (n=235)

PCR -

=21
con VHC en sugro (PCR +} (n=217)
también lo fueron en el l l

r
analisis de ELISA ll, a ELISA + ELISA - ELISA +
PCR+ PCR+ ~ ——— PCR -
excepcion de uno en el que (n=23) | (n=1) (n=0)
‘[ ELISA +

el ELISA I fue positivo siete I 7 meses despuss
meses después de |la PCR L Ventana

inmunoldgica

{ventana inmuncibgica. Figura 8. Caracteristicas diagnésticas del VHC en los

Todos lo pacientes sin VHC pacientes incluidos en el protocolo

en ef suero (PCR -} también fueron ELISA it negativos. Come se muestra en la figura 8 no existio

ninglin caso en el que la PCR fuera negativa y la deteccion de anticuerpos contra el VHC positiva

Prevalencia de Ia hepatitis viral C.

La prevalencia general de iz infeccién por VHG fue de 10.2% (24/235) y la prevalencia de
fa infeceitn por modalidad dialitica fue de 4.55% (6/132) en DPCA, 12.79% (11/86} en MD vy
41.18% (7/17) en DP/HD {P<0.001) (Figura 9).

Gaon la finalidad de conocer st existen algunas caracteristicas o situaciongs que puedan
favorecer e! desarrollo de la infeccion, se analizaron diferentes factores de riesgo reconocides en la
lteratura {hisicriz de iransfusiones, historia de hepatitis, historla de cirugias incluyendo rasplante
renal y tiempo en didlisis). La exposicidn de estos factores por grupo de estudio no mostra
diferencia, a excepcidn de las transfusiones realizadas antes de 1991: 64.7% en los pacientes con
DP/HD vs. 11.3% en DPCA Y 13.9% en HD {P<0.001) y el tiempo en didlisis: 29.6 + 22.3 meses en

DPCA, 39+ 42.3en DP/HD Yy 14 2 + 15.6 en HD (P<0 01).

30



50 -
my

40
2, '
8 30 4
=
]
g
& 20 -

11/86
1 6132
0 l l
DPCA DP/HD HD
PG 001
Figura 8. Prevalencia de infeccion por VHC de acuerde con el grupo de estudio

Con la finalidad de realizar un adecuado analisis de facicres de riesge dividimos a la
pobiacién en dos sub-grupoes: VHC+ y VHC- El cuadro 3 muestra los principales pardmetros en
pacientes VHC+ y VHC- para cada una de las modalidades dialiticas, en esta tabla se puede
observar que no hay diferencias en cuanto a genero, edad, historia de trasplante renal y valores de

hematocrito y billirubinas en los tres grupos al comparar pacientes positivos y negativos, a

Cuadro 3. Caracteristicas en los grupos de estudio de zcuerdo
con la presencia de infeccién

DPCA DP/HD HD
VHG + VHC-  VHC+  VHG- VHC+  VHC-
1 (%) 6(45) 126(85.4) T7{417)  10(588) 11(12.8) 75(87.2)

Génerc [n (%)}
Masculino 2(33.3) 55 {43 8) 2{28.5) 2 (20) 4 (36 3) 35 (46.6)
Femenino 4 (65.6) 71{56 3) 5{71.4) 8 (80) 7(636) 40(53.3)

Edad{afics£DE) 503+145475%122 3952103 4431158 41.7£195446x174

Hepatitis in (%)] 0 2(185) 1(14 2) 0 5(45.5)" 7(9.3)
TR [n (%) 5(833) 96(751) G6(85.7)  6(60) 5(45.4)  21(28)
Hito (%<DE} 303:86 28044 252221 277466 248%51 252158

BT (mg/dl+DE)  10£02" 06102 08404 06:01 08:04 0802

ALT (UixDE) 35.8+16.7° 182184 27.8+181 §7.8:12 302217 167:116
Album.(mg/dLtDE} 252 0.3 24+05 29:x10 28x04 28+1.0° 3407

" P<0 05
TR trasplante renal, Hto: hematderito, BT bilirrubinas totales, ALT. alanino amino
transferasa y Albam: albGmina sérnca.




excepcion de que los pacientes con VHC+ en todos los grupos tuvieron alteraciones significativas
en las pruebas de funcionamiento hepatico, el valor de albimina sérica fue menor en los pacientes
infectados en hemodialisis v la historia de hepatitis fue mayor en los pacientes positives en HD.

El andlisis univariado mostro que los principales factores de riesgo son los antecedentes de
cirugia y transfusion, asi como el tiempo en diglisis. Por ejemplo, en Ia figura 10 se puede observar
como el antecedente de cirugia es mas frecuente en los pacientes positivos, aunque la diferencia
es estadisticamente significativa solo en HD; el antecedente de transfusiones también es mas
frecuente en los pacientes positivos pero solo estadisticamente significativo en el caso de los que
se encuentran en DP/HD; sin embargo el haber recibido una transfusién antes de 1991 es un factor
que claramente es mas frecuente en los pacientes positivos en todos los grupos del estudio.

Finalmente el tiempo de estancia en dialisis solo es maycer en el caso de los pacientes positivos

que se encuentran et DP/HD

Antecedente de cirugia Transfusién antes de didlisis
100 * 100 *
30 a
§ -
[ £ &0
a =
§ 2
o 40 g 40
0 0
[1] Q
prCA  DP/HD  HD bPca  DPHD HD
Transfusion antes de 1991 Tiempo total en terapia sustitutiva
100 * oo ®
) . |
[+
8 = |
5 40 40
o
20 20
0 o4
DPCA  DPHD YD *P0.05 DPCA DPMD HD
Figura 10. Diferencias en la presentacion de diferentes factores de riesgo
en los grupos de estudio de acuerdo con la presencia de infeccion por VHC

El analisis univariado se completd conociendo la razén de momios de cada uno de los

factores que estan relacionades con el riesgo de desarrollar infeccion por VHC. De esta forma,
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come se puede ver en el cuadro 4, |a historia de transfusidn proporciona una razon de momios de
4.7%, el antecedente de cirugia de 5.6* ia historia de hepatitis de 7.4* el estar en cualquier

modalidad que incluya hemodialisis de 4.4* y [a transfusion antes de 1991 de 13.6* (*P<0.001).

Cuadro 4. Analisis univariado de los factores de riesgo
relacionados con infeceidn por VHC

RM IC 95% P
Cirugia previa 58 1.7 1841 <0.001
Transfusion previa 4.7 14 152 <0.001
Transfusidn en dialisis 1.4 05 34 0.4
Transfusion antes de 1991 136 54 340 <0.001
Historia de hepatitis 74 24 2286 <0.0M1
Tiempo en didlisis >30m 0.4 01 14 0.09
Tiempo total didlisis >30 m 0.5 02 1.3 0.2
Modalidad HD 4.4 17 113 «0.001

Debido a que estas vanables pueden estar interrelacionadas y para conocer cuales tienen
asociacion independiente para la presencia de infeccién por VHC, realizamos un analisis
multivariade de regresion logistica. Los resultados de éste andlisis, cuadro 5 muestran que

unicamente la transfusion antes de 1991 y la historia de hepatitis tienen asociacion independiente y

significativa para el desarrollo de [a infeccion por VHC,

Cuadro 5. Analisis multivartado de regresion logistica de los
factores de riesgo para el desarrollo de infeccidn por VHC
vhe + Razén de momios P IC 95%
Cirugia previa 28 0.15 0.6-115
Transfusion previa 1.1 0.86 0.2-5.21
Transfusion en dialisis 22 0.57 0.1-351
Transfusion antes de 1991 6.4 0.00 1.8-224
Historia de hepatitis 4.3 0.04 1.0-183
Tiempo en dialisis 0.7 0.22 04-1.18
Tiempo total en didlisis 13 0.21 0.8-2.02
Modalidad de HD 09 0.97 0.0-16.1
x2= 49 02
P < 0.001 Pseudo R?=0.3163




Llama la atencién que las transfusiones antes de 1991 tengan un factor de riesgo en forma

Independiente. Con la finalidad de conocer si éste factor estd ocultande ofros, se realizd otro

modele de regresion multiple, en el que no se incluyeron a las transfusiones antes de 1991. En

éste modelo, cuadre 6, se observa que el antecedente de cirugia previa, el tener una modalidad de

hemediélisis y un tiempo prolongado en terapia sustitutiva, son variables que de esta forma se

Cuadro 6. Andlisis multivariado de factores de riesgo
sin inclulr a las transfusiones antes de 1991
vhe + Razan de momios P IC 95%
Cirugia previa 4.4 0022 1.2-159
Historia de hepatits 5.6 0.008 1.5-200
Tiempo total en diélisis 1.0 0.015 1.0-1.03
Medalidad de HD 35 0.017 1.2-10.2
72=130.47
P <0.001 Pseudo R2=0.1966

asocian en forma significativa para el desarrollo de la infeccién por VHC La historia de hepatitis

conhserva su riesgo.

Genotipos virales,

La utifizacion de las endonucl;aasas de resfriccion
nes permitid conocer los genotipos virales. Come se puede
observar en el cuadro 7, & genctipo mas comun fue el ib
presente en 12 de los 24 pacientes infectados, después se
encentraron el 1a y el 2a cada uno an 16% de los
pacientes, finalmente 2b y Zc en dos casos cada uno.

La distribucion de los genctipos virales de acuerdo

con el tipo de terapia sustitutiva mosiro que ei tipo 1b fus el

Cuadro 7. Genotipos virales

Genotipo  n{%)

ta 4 (16.6)
1b 12 (50)

2a 4 {16.6)
2b 2 (8.3)

2c 2 (8.3)

34



mas frecuente en todas fas modalidades, come se puede ver en la figura 11 &l genotipo 1b tiene
una proporcion mayor at 40% en los tres tipos de dialisis. El genotipo 1a estd presente en los tres
grupos en proporciones similares, el subitho 2a sélo se encuentra presente en pacientes que han
tenido contacto con hemodialisis y con DPCA Por el contrario el 2¢ sélo se encontrd en pacientes
que estan en DPCA pero que tuvieron alguna vez contactc con hemodialisis. Finaimente el

genotipo 2b sélo se observé en pacientes infectados en hemodialisis.

60

T ta

EE 2a
. b
[

Porcentaje

DP/HD BPCA

Tipo de dialisis

Figura 11. Proporcion de genctipos virales de acuerdo con €l tipo de terapia sustitutiva

Determinacion cuantitativa del RNA viral en pacientes positivos.
Para la cuantificacion del RNA viral se realizé en primer [ugar una evaluacion de la
concordancia Iintra-método e infra-operador, procesande Ja misma muestra dos veces en forma

ciega. Los resultados los podemos observar en la figura 12, en donde se aprecia una muy

adecuada concordancia (r2= 0.78).
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El promedio total de la carga viral en nuestros enfermos fue de 1,410,988 % 3,015,092
copias por mL de suero. La cuanificacidn de la carga del VHC en suero mostré valores 22,000
copiasimL en 22 de los 24 pacientes con la infeccién por VHC, lo que indica viremia y replicacion
viral activa en ¢l 91.6% de los pacientes. En la figura 13 analizamos la cuantificacion viral en los
grupos de estudio, observamos que fa carga viral expresada en nimero de coplas x 10° fue mucho
menor en los pacientes con DPCA (020 % 0.12) en comparacion con DP/HD (1.73 £ 2.67) v HD
(1.86 2 3 82), sin embargo, esta diferencia no es estadisticamente significativa (P=0.09). Par o
anterior y debido a que la hemodislisis es reconccida como un método que favorece

Infmunosupresion, decidimos juntar los resultados de la cuantificacion viral en los dos grupos que
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0 .
1000 L : . T .
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Primera Carga Viral (copias/ml)
Figura 12. Concordancia intra-método de la cuantificacién de VHC

tienen historia de este método (2 04 £ 0.88) y o comparamos con la carga viral en DPCA (0.20 +

0.12), lo que si mosiro diferencia estadistica (P<0 05) (Figura 13).
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Figura 13. Comparacién de la carga viral
de acuerdo con el fipo de terapia sustitutiva

Debido a que el genotipo 1b estd reconocido como de peor prondstico para el dafio
hepatico, la evoiucion y la respuesta al tratamiento de la hepatitisS?; realizamos un analisis para
observar si en nuestres pacientes muestran algén dato de peor evolucion. Primera se evaluaron los
niveles de alanino-amino transferasa (ALT) para conocer si existian datos sugerentes de mayor
actividad hepdtica en los pacientes infectados con genctipo 1b, sin embargo, el valor medio de esta
enzifma no es diferente en los pacientes con éste genotipo, al compararlo contra todos los demas
genotipos (1b = 29.1 UldL + 3.8 vs. NO1b = 32.7 UldL % 5.9, P=NS), tampoco se observaron
diferencias en la carga viral (1b = 1,043,382 copias/imL = 829,162.9 vs. NO1b = 1,778,597

coplas/mL £ 933,765 5; P=NS)}.

Buisqueda del RNA viral en liquido de hemodialisis y dialisis peritoneal.
Tanto en DPCA cono en HD el liquido de didlisis fue negativo para la blisqueda del RNA

del virus de hepatitis C mediante RT-PCR en todos Yos casos.



DISCUSION

El presente trabajo es el primer estudio realizado en México para conocer la situacion de la
hepatitis viral C en pacientes en didiisis, el analisis se realizé en el sur de la Ciudad de México y
estuve limitade a fres instituciones localizadas en Tlalpan. Los resultados muestran que la
prevalencia de la nfeccién en nuestro medio es baja en comparacion con fa de ofros paises
(prevalencia general 10.2%; en otros paises 18.5%), probablemente esto se deba a que la
infeccibn se presentd en menor proporcién en la modalidad de DPCA y esta es la técnica dialitica
mas utitizada en México, de hecho en nuestro estudio de los 235 pacientes incluidos 132 (58.1%)
se encontraban en DPCA, y estos tuvieron una menor prevalencia de la infeccion.

Al evaluar las diferentes técnicas dialiticas, observamos que la mayor prevalencia (41,1%)
se observo en los enfermos que se encontraban en didlisis peritonsal con histeria de hemodialisis
(DP/HD). Lo anterior contrastd con la baja prevalencia en DPCA (4.5%), por lo gue inferimos que la
alta tasa de infeccion en el grupo DP/HD es consecuencia de la historia de hemodiglisis en donde
se ha verificado en mualtiples estudios mayor prevalencia. Lo anterior y en forma similar fue
evaluado por Natov ef aITZ,quien por el contrario encontré una menor prevalencia en los pacientes
con DP/HD (1%), sin embarge, en éste estudio solo el 2% de los pacientes tenian éste modalidad
dialitica, ya que en los Estados Unidos fa gran parte de los pacientes con insuficiencia renal crénica
terminal se encuentran en hemodialisis. En nuestro estudio fa modalidad DP/HD se observe en el
7% de los pacientes estudiados (17/235).

En nuestro estudio la prevalencia de la infeccion por VHC fue mayor en los enfermos que
se enconfraban en HD con respecte a los que estaban en DPCA {12.8 vs. 4 5%). Esta diferencia
esta presente a pesar de gue ef grupo en hemodidlisis tiene un tiempo de evelucién en didlisis
mucho menor (14.2 £ 156 vs. 29.6 £ 22.3 meses), lo que sugiere que st ambas poblacicnes
tuvieran el mismo tiempo en dialisis las diferencias podrian ser atn mas amplias. Siguiendo la
misma tinea de pensamiento, en el grupo DP/HD existe mayor prevalencia de la infeccion que con
las ofras dos iécnicas y mayor fiempo de evolucion en didlisis (29 £ 42.3 meses) que en los otros
dos grupos, lo cual estd retacionade con la definicion de éste grupo, ya que i hecho de tener una

técnica y ademas historia de haber estado en ofra modalidad es represeniativo de un prolengado
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tiempo de evolucidn en terapia sustitutiva, y por jo tantc existen mayores probabitidades de
acumutar factores de riesgo

En nuestros resultades, obtuvimos como factores de riesgo con asociasion independiente
para el desarrollo de infeccion por VHC a la historia de hepatitis y las transfusiones antes de 1891
cuando no se conocia el VHC y por lo tanto no se podia realizar su busqueda en la sangre de los
donadares sanguinecs. Lo anterior sugiere que en varios casos la infeccion se adquino antes de
ingresar a dialisis. Es importante mencionar que esto no habia sido encontrado en ningidn estudio
publicado en el que se hubieran analizado factores de riesgo para el desarrollo de la infeccion por
virus de hepatitis C, pero tampaco habia sido buscado. La inclusidén de esta variable fue muy
importante, sin embargo, encuentra algo lagico, es decir, fa probabilidad de que una transfusién
produjera infeccidn per el virus de hepatitis C antes de que éste pudiera ser detectado es mucho
mayor, que en el momento actual, en donde se Tealiza un escrutinio continuo de los donadores de
sangre para la busqueda de anticuerpos dingidos contra el virus.

Debido 2 lo anterior y a la gran cantidad de pacientes infectados con historia de
transfustones antes de 1991, es probable que ésta variable oculte otras, Precisamente por elio, se
realizé otro analisis multivariade en e! gue no se incluyé a las transfusiones antes de 1991 como
variable independiente. En el cuadre 6 se muestra éste analisis en donde se ve que el aniecedente
de haber tenido hepatitis conserva su riesgo, sin embargo, ésta manicbra analitica permite
cbservar que hay ofros factores de riesgo importantes que no fueron mostrados antericrmente,
estos son el antecedente de una cirugia (razén de momios de 4.4), el fiempo total en terapia
sustitutiva (razon de momios de 1.02, P<0.05) y el haber tenido contacto en alguna ocasidn con
hemodiglisis por mas de un mes (razén de momios de 3.5).

Por lo antenor, taminén pedemos concluir que el riesgo de infeccidn por virus de hepatitis
C se incrementa cuando hay un antecedente de cirugia, lo que también confirma que la infeccion
en muchos de los casos se presentd antes de iniciar didlisis. Sin embargo, el contacto con
hemeodialisis v no tan impeortantemente el tiempo total en didlisis son factores gue favorecen la

infeccion ya estando en terapia sustitutiva



En [a hiteratura se apoya el hecho de que independientemente del tipo de didlisis el tiempe
de evolucion es mayor en los pacientes infectados, lo que sustenta el acumulo de factores de
riesgo favorece la infeccion por virus de hepatitis .77

La genotipificacién viral muestra gue el subtipo mas comin en éste grupo de pacientes es
el 1b, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura, y lo encontrado en diferentes series
realizadas en los continentes Amencano y Eurcpea, no asi en el Asiatica®™ 7778 gin embargo,
existen reportes en donde el genotipo 1a en pacientes en diglisis es mas frecuente que el 165, en
nuestro estudio éste genotipo ocups el segundo fugar en frecuencia junto con el 2a (16.6%).

En ¢l analisis de los tipes de terapia sustitutiva se muestra que en todas las modalidades
dialiticas, ¢l genotipe 1b es el mas frecuente, lo que sugiere que la gran mayoriz de las infecciones
se adqguineren en forma similar & fa poblacién general infectada con VHC  Igualmente el genotipo
1a tiene una distribucion homogénea en las tres modalidades dialiticas, El genotipo 2a se observd
en DPCA y HD, pero ningln paciente con DP/HD lo presentd, lo cual parece estar relacionado con
el numero de pacientes y la baja frecuencia con que se aisld éste subtipo.

Por el conirario los subtipos 2b y 2c sélo se encontraron en pacientes que tuvieron
confacto con hemodialisis. El nimero de pacientes infectades es muy pequefio, pero esta
diferencia nos puede hablar de una tendencia. Es probable gue en los genoctipos virales
encontrados en hemodialisis la transmision haya sido conjunta.

En la literatura es conocido que el genctipo 1b confiere peor prondstico & la evolucion de la

enfermedad hepatica®"™

, sin embargo, esto no se ha podido verificar en estudios transversales
como el nuestro, en donde, se compararon los niveles de transaminasas, especificamente alanino-
amino transferasa {ALT) de los pacientes con genotipo 1b con el resto.”® gin embarge, en
estudios en fos que se ha evaluado la carga viral en forma prospectiva, en presencia de tratamiento
con a-interferon, el genctipo b confiere peor prondstico e incluso peor evolucion histolégica del
higado.” En nuestro estudio no observamos diferencias en los niveles de ALT, ni en la carga viral
cuando comparamos a los pacientes infectados con genotipo 1b con los pacientes infectados con

gerotipo diferente al 1b, o cual concuerda con lo observado en la fiteratura en estudios

fransversales. A partir de @ste punto se podria plantear un estudio longitudinal que evaluara la

evolucicn especificamente de la carga viral
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En el presente estudio el promedio de la carga viral en todos los pacientes infectados fue
de 1,410,989 % 3,015,092 copias por ml. de suero, lo cual es semejante a o reportado por estudios
transversales realizadcs en enfermos en diglisis (1,940,000)73. Sin embargo, de acuerdo también
con lo publicado, éste valor parece bajo cuande se compara con los titulos de carga viral en
pacientes con infeccién por VHC no nefrpatas, por ejemplo Hagiwara et al® compard los valores
de carga viral por VHC en diferentes grupos de pacientes: donadores asintomaticos 25%,188.6 +
100 copias/mL, hepatitis persistente 19,952,623 1 £ 0.04, hepatitis cronica activa 79,432,823.4 +
63, cirrosis 63,095734.4 ¢ 5 y carcinoma hepatocelular 79,432,823.4 £ 5. A este respecio,
recientemente Rampino et al’® propusieron que los niveles bajos del VHC vy la aparenie ausencia
de hepatopatia en pacientes en HD, en comparagién con los no nefropatas, podria estar en
relacion con el hecho de que la HD incrementa significativamente la secrecion del factor de
crecimiento de hepatooitos, en forma tal, que la HD imita la administracion de este factor como
droga. Se ha mostrade en algunos estudios gue la administracién exogena del factor de
crecimiento de hepatocitos acelera la regeneracion hepética y protege al higade de la toxicidad por
algunos agentes®®®#2,

El analisis cuantitativo demostrd que fa carga viral es menor cuando los enfermos
infectados se encuentran en DPCA (Figura 13) Estos datos van en contra def hecho de que la HD
puede disminuir la replicacidn viral en relacion con el factor de crecimiento de hepatocitos, aunque
no existen estudios que hayan evaluado éste factor en pacientes en DPCA. Tampoco existen en la
literatura otros estudios que hayan comparade la carga viral de pacientes infectados de acuerdo
con la modalidad dialitica. Es interesante observar como en nuestros resultados, los pacientes en
hemodialisis tiena mayor carga viral a pesar del menor tiempo de evolucion. Este hallazgo apeya la
hipdtesis de gue la HD confiere cierto grado de inmunosupresion, lo que explicaria porgue la tasa
de replicacion viral es mayor

La inmunosupresion favorecida por la didlisis ha sido evaluada, debido a que es conocido
que los pacientes en hemodidlisis tienen mayor propension a procesos infecciosos, disminuye su
reaccion de hipersensibilidad a reacciones cutansas (PPD) y se retrasa su reaccion ¢ontra injertos
de pigl. Sabemos que la hemodidlisis afecta la fagocitosis, disminuye la movilidad de los

granulocitos, afecta la quimiotaxis, inhibe la proliferancion de células T, reduce la sintesis de IL-2 y
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disminuye la actividad naturai de la células T asesinas.® Lo anterior parece ser consecuencia de la
exposicion de la sangre con la membrana de dializador.™ Ademas, se ha verificado que estas
alteraciones se observan en forma mas acentuada cuando se utilizan filtros fabricados con
coprofane o materiales relacionados (bicincompatiblest.* En nuestro estudic 84 de los 86
enfermos en hemodialisis (97.6%) estaban utilizando un dializador de polisulfona al momento del
estudio (biocompatibles). De los 11 enfermos que se detectaron con infeccién por VHC en HD, 9
(81.8%) tenian dializador de polisulfona y 2 {18.1%) cuporfano Sin embargo, el valor de carga viral
entre ambos tipos de membrana no fue diferente (polisulfona = 2,198,468 + 1,435,154 vs,
cuprofane = 345,370 + 91,980; P=0.2). Lo anterior indica gue el tipo de membrana no parece estar
relacionade con el valor de carga viral en los pacientes en hemodizlisis.

En los pacientes con didlisis peritoneal también se presenta alteracion en la respuesta
Inmune, sin embargo, la afeccién no predomina en el ambito sistémico. Se ha comprobade que se
afecta la funcién de los macréfagos y su respuesta en peritoneo por el contacto con la solucion de
dialisis peritoneal. A nivel sistémico se ha encontrado reduccion de la quimiotaxis de monocitos,
pero la funcién linfocitania no disminuye, Incluso en algunos casos se incrementa (células
as;esinas).85 De esta forma se considera que con didlisis peritoneal en el &mbito sistémico no se
produce una respuesta de inmunosupresién debido al caracter local del liquido de dialisis
peritoneal y a que las células modificadas estan siendo continuamente removidas por la misma
dialisis.®

Para poder establecer si la diferencia encontrada en nuestro estudio de carga viral en
ambos tipps de dialisis es consscuencia de alteraciones en la inmunidad condicionadas por el
mismo método dialitico, habria que descartar otras causas de inmunosupresion en dislisis. Es bien
conocido que la hipoalbuminemia puede ser un marcador de mayor deterioro sistémico y peor
pronostico en los pacientes en didlisls, y por lo tanto los mas susceptibles 2t desarollo de
enfermedades infecciosas son los que estan desnutridos. ***#° Pgr 1o que es necesario analizar
los niveles de albiimina sérica en nuestros enfermos.

En nuestros resultados encontramos que los pacientes con alguna técnica relacionada con
la didlisis peritoneal (DPCA o DP/HD} tuvieron menor concentracicn de albimina sérica gue los

que se encontraban en HD (2.4 £ 0.5 6 2.9 +07 vs. 3.3 + 0.8; P<0.05) (cuadro 2). Lo anterior
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puede ser explicado por el hecho de que la dialisis peritoneal favorece una importante pérdida
proteinica (3-6 g/dia). Sin embargo, al comparar los pacientes con infeccién por VHC en las tres
modalidades dialiticas, observamos que el nivel de albimina sérica s6lo es menor en los pacientes
infectados que se encuentran en HD con respecto a los no infectados (28 + 1.0 vs. 34 + 0.7,
P<0.05) {cuadro 3), esta diferencia no se observo en las otras dos modalidades dialiticas. Lo ;zual
indica que el nivel de albGmina podria tener una relacién con el desarrollo de la infeccion, ya que
estz modalidad dialitica es la que mayor prevalencia tienen. Sin embargo, el valor de albtimina
serica en un estudio transversal puede no ser representativo del estado nutricional e inmunolégico
del enfermo al momente de la infeccién, por lo que no es prudente realizar una mferencia de
prevalencia de la infeccién con respecto a un valor laboratorial posterior.

Nosofros no encentramos el RNA viral en el liquido de dialisis en los pacientes positives
mediante RT-PCR tantc en DPCA como en HD. Como se ha comentado, para la blsqueda del
RNA en el liquide de didlisis se tuvo mucho cuidade de no incluir muestras de pacientes que
hubieran estade en contacto con heparina, ya que éste farmaco puede inhibir 12 PCR.

La presencia del RNA del VHC en el liguido de dialisis peritoneal en Ia literatura ha sido
objeto de algunos reportes cuyos resultados son discrepantes. En dos estudios se buscéd el RNA
virat en el liguide de ultrafitrado pentoneal con resultados scn negativos®™®, sin embargo existen
reportes de series cortas en donde se ha encontrado el RNA viral en e} liquido de diglisis peritoneal
(4 de nueve pacientes)gz, (4 de cinco pacientes)gs. En éste tlhimo reporte se tomaron tres diferentes
muestras del liquido peritoneal en tres diferentes dias, v en sélo un caso las tres muestras fueron
positivas. Por lo anterior Castelnovo®, determind titulos del virus en el liquido peritoneal de
pacienfes con carga viral alta en sangre y que en el liquido de dialisis la PCR habia sido negativa, y
encontré que los titulos son muy bajos (<1,000/mL), lo que podria explicar por qué [a PCR es
negativa. Lo anterior posiblemente sea consecuencia de que el virus en el liquido de dialisis
peritoneal se diltye en forma importante, lo que excede los limites de sensibilidad de la PCR y
favorece que sea encontrado gracias al azar. Sin embargo, a pesar de esto se deben de
Implementar en forma rutinaria medidas de control de infecciones para el manejo del liquido de
dialisis peritoneal de un paciente infectado, ya que a pesar de una baja carga el liquido puede ser

notencialmente infectante.

43



La presencia del virus en el liguido de hemodiglisis también muestra resultados
contradictorios, Caramelo et a® no lo encontraron al analizar el liquido de hemodialisis de 12
pacientes infectados y Valtuille ef a® hallaron el RNA viral en 3 muestras de liquido de
hemodialisis que pertenecian al mismo paciente, sin embargo, esto lo lograron aplicando
condiciones extremas de permeabilidad dei filtro, aumentande la presion transmembrana hasta 400
mmHg. Lo anterior favorece que la membrana del dializador practicamente se rompa, por lo que
pueden pasar diferentes particulas proteicas entre las que seguramente se enconiraban algunas
molécutas virales que permiten obtener una PCR positiva Lo anterfor no garantiza que incluse en
estas condiciones el liquide de hemodidlisis sea infectante, ya que aunque la PCR sea positiva, el
virus puede estar fragmentado. En nuestro estudio, al igual que en el estudio realizado por
Caramelo®, la busqueda del virus en el liguido de hemodialisis se realizd en condiciones
habituales, es decir con una presién transmembrana de 0 mmHg. Por lo que en estas condiciones
se pueds garantizar que no pasa ninguna particula viral al liquido. Aun asi no se deben de perder
fa utlizacién de las precauciones universales para fa manipulacion de los dializadores de los
pacientes infectados.

Nuestros resultados en conjunto muestran que la DPCA es la modalidad ferapéutica que
ofrece menor riesgo de contagio por VHC y que en caso de infeccidn, es el tipo de didlisis en el que
la velocidad de replicacion viral es menor. Estos datos deberdn de considerarse en cada caso en
particular al escoger la modalidad dialitica, en especial cuando se piense que flevara tiempo poder
realizar un trasplante renal. Finalmente, es muy importante evaluar e estado nutricio del paciente
Infectado, ya que éste puede tener inferenciz en la cantidad de replicacion viral y en el pronodstico

del paciente infectado.

44



CONCLUSION

La hepatitis viral C en pacientes con IRCT tiene una prevalencia total de 10.2%. Er DPCA
es de 4.5%, en HD de 12.7% vy en ¢l grupo de pacientes en DPCA con historia de hemodialisis de
44.1%.

la carga viral es menor en DPCA gue en las modalidades relacicnadas con Ia
hemodialisis, lo que sugiere que la DPCA confiere menor riesgo de infeccién crénica o que fa
hemodialisis favorece la replicacion viral quizés per condicionar un estado de inmunosupresion
relativa.

El genotipo viral mas comtin en los pacientes infectados por virus de hepatitis C en
cualquier tipo de diglisis es el 1b.

En ei liquido de dialisis no se aisld ef VHC, por lo que parece no ser infectante.

Los datas sugieren que en la mayoria de los casos la infeccion se adquirid antes de iniciar

terapia sustitutiva
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APENDICE !

Hoja de Captacion de Datos

1 Nimero:

2. Fechar____/__ /_

3 Nombre:

4. Género: t-Mascuiing. 2-Femenino.

5 Edad____afios.

6. Estado Civil: 1-Casado, 2-Divorciado, 3-Soltero, 4-Union libre, 5-Viudo

7. Homosexualidad 1-8l 2-NO

8. Conyuge o pareja ha recibido transfusicnes——  1-Sl 2-NO

9. Cényuge o pareja tiene o ha tenide hepatitis— 1-8l 2-NO

10. Cirugias previas 1-8| 2-NO

11 Transfusiones previas 1-8t 2-NO

12. Recibid transiusion antes de 1991 -—-—--ae--—n =Sl 2-NO

13. Ha tenido hepatitis 1-81 2-NO

14. Causa de la IRCT 1-GMN, 2-DM, 3-Uropatia Obstructiva, 4-

Desconocida, 5-Hipopiasia, 6-Amiloidosis, 7-LEG, 8-Nefritis intersticial, 9-EPRA, 10-Rechazo

15, Tipe de Terapia Susiitutiva : 1-DPCA 2-DP/HD 3-HD

18. Tiempo en ese {ipo de terapia sustifutiva-—---- meses.

17. Si estd en DPCA, ha estado en HD--———w- —_ 1-81 2-NO

18. Cuantas veces 1-8I 2-NO

19. Tiempo de estancia en HD previa—--—--—---—-—-- o __meses,

20, Hace cuanto estuvo por Gltima vez— — . mMeses

21. Unidad de Hemedidlisis 1-INNSZ, 2-INCICH, 3-MS

22, Reusa filtros 1-31 2-NO

23. Cuantos reusos de los filtros tienen como maximo en su unidad

24. Reusan fiftros de pacienies con VHC——meo—- 1-81 2-NO

25. En la maquina de reuso se lavan jurto con fillros de pacientes no contaminados con VHC
1-81 2-NO

26. Tipo de filtre 4-Celdlosa, 2-Cuprofano, 3-Polisulfona

27. Marca del filtro

28. Namero de reuso del filtro meses.

29. Ha recibido transfusiones en dialisis—----—-- 1-SI 2-NO  Ndmero

30. Laboratorio

BH Hp__Hio _VGM__ CMHC__Plag___  ES. Na___ K , Cl ,C02

QS: Glue.___, BUN .
PFHs: BT ,BD_ FAlc,_ AST__ AT ___Alb__ TP

Aur_ ,CrS_

Col
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31. AgSVHB 1-Positive 2-Negativo,
32. ViH 1-Positive 2-Negativo.
33. Ac-VHC (ELISA ) 1-Positivo 2-Negativo. Fecha.
34. Ac-VHC(ELISA Il 1-Positive 2-Negativo. Titulos:
35. PCR VHC 1-Positiva 2-Negativa
36. PCR en Lig. Didlisis 0 UF———meemememeeee - 1-Positivo 2-Negativo.
37. Subtipo viral:
38. Uso de bata al conectar y desconectar a los pacientes 1-81  2-NO
39. Uso de guantes al conectar y desconectar 2 los pacientes———mmar—eee 1-8} 2-NOC
40 Desecho de guantes al terminar de conectar y desconectar al paciente---- 1-51  2-NO
41. Lavado de manos con agua y jabon durante al menos 30 segundos después de desechar los
guantes

181 Z-NC
42. Desecho inmediato de las jeringas 1-8  2-NO
43. Se utiliza una jeringa individual para aplicar heparina al sistema y después se desecha.

1-81  2-NO
44. Se hmpia el bole de la heparina con alcohol antes de insertar la jeringa-— 1-81 2-NO
45. Se enjuaga la maguina entre pacients y paciente 1-81 2-NO
46. Se limpia la maquina con cloro después de que se retira el paciente-—— 1-81  2-NO
47. Existe sistema de reuso 18t 2-NO
4% En caso de un paciente VHC+, se reusan los filtros 181 2-NO
49. En caso de un paciente VHC+, se comparte la maquing-—-—-—=-——rmu—mm— 1.81  2-NO
50 En caso de un paciente VHC+, se dializa en un cuarto aisladome—-m-—==uu 1-81  2-NO
51. Los paquetes globulares que se usan tienen determinacion Ac-VHC-—— 1-SI 2-NO
52 El personat tiene la vacuna para hepatitis B 1-81 2-NO
53. El personal ha recibido un curso sobre ef manejo de [as precauciones universales.

1-8l 2-NO
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APENDICE li

EXTRACCION DE RNA VIRAL DEL PLASMA HUMANO

Debe trabajarse en todo momento con guantes y proteccion facial,

El plasma debe separarse de la sangre inmediatamente después de [a obtencion de la
muestra.

3 mL de sangre en tubo de vidrio
3,000 r.p.m, 15 minutos

L]
¢ Salvar sobrenadante en tubos Eppendorph de 1 5 mL
+ Almacenar a-80°C

Para extraccidn del RNA viral (9 muestrag)

» 500 ul de huffer de extraccian® {495 pl + 5 plL de B-mercaptoetanol

« 200 ul de plasma

+ 90 pl de acetato de sodio, 2M, pH 4.0

« 500 plL de fenol saturado con tris

+ 100 ui de cloroformo alcoholisoamilico (24 1)

» Mezclar en vortex tode

« Centrifugara 12,000 r p.m durante 5 min,

+ Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo (parte superior ~500 uL)

» Agregar velumen 1 1 de feno! saturado con fris (~250 pl.) — cleroforme:aicohol.isoamit (~250
pl) {2524 1)

« Mezclar en vortex

+  Centrifugar S minulos 2 12,000 r.p m.

» ‘Transfenr el sobrenadante a un nueve tubo {parts superior ~400 pL)

» Agregar ©.1 volimenes de acetzto de sodio 3W, pH 5,2 {~40 pl)

«  Agregar 2 volimenes de isopropanol (~800 ul.)

+ Mezclar en vorfex

s Incubara -20°C durante 16 horas 0 —80°C durante 1 hora

* Centrifugar a 14,000 r p.m, 30 min. 4°C

s [avar conetanol al 70% (firar el liquido y agregar &l etanol)

o Centrfugara 14,000 r.p.m., 5 min 4°C

»  Secar en el Speed vac durante 5 min, hasta que no haya etanol

» Resuspender en 40 pb de agua-DEPC grado PCR. Usar 10 pL en los positivos,

v Guardar a —80°C

*Buffer de Extraccion
isotiociznato de guanidina 4M
Citrato de sodio 25 mmel/L
Sarcosit 0.5%
Bz-mercapicetanol 1%

pH7O
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APENDICE it

TRANSCRIPCION REVERSA

tmportante: Usar siempre guantes
Asegurarse de usar tubos estértles

Tomar 1 L de RNA en tubos de PCR
Calentar a 65°C durante 10 minutos - Pregrama 65° del ciclador térmico
+ Preparar mix general:

Buffer de TR 4 ul 58 ul

DTT 2pL 2000

dNTP's 1ul g b 14.5 ub 130.5uL
Primer antisense (211) 7 pL (1 muestra) 14.56 pl (14 muestras de 9 pl}
MMLV-TR 1ul 14.5 ub

+ Preparar mix controles

Buffer de TR 4ul 58 ul

DTT 2 pl 28l

dNTP's 1ulL 9 ub 14.5 ut, 1305 ul
Primer antisense (211) 1 pL {1 muestra) 14 5L (14 muestras de 9 pb}
H,0 BM 1l 145 L

*  Agregar 9 b del mix a cada muestra Volumen totat de 20 ul

+ Encaso de positives: 1 control por cada muestra Negativos con contrel de cDNA en la PCR

» Calentar las muestras a 37°C durante 60 minutos Posteriormente 95°C durante 5 min Al
conciuir 4°C por tempo indefinido ~ Programa TR del cislador térmica

»  Agregar 20 pl de H;0-BM, para llegar a un volumen final de 40 pl

s+ Guardar a -20°C
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APENDICE tV

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Reacciones de 25 yl.
= Hacer ef mix:

H,O BM 9.45 pL 137 uL 156 uL |+10 L C -
Buffer PCRygx  2.5pL 362 pL 41.2 ul.

MgCl. 10pL 15pul 145l 217.5ul 165 ul 247 4 L
Buffer MM sox 0.5 ul {1 muestra) 7.25 ulL (14 muestras g2 (16 muestras
dNTP's 0.5l 7.25 ul de 15 pt) 82pl| deisSmLC+yC-
Primers 1.0l 14.5 uL 18.5 ul

Tag DNApol 005l 0.72 yk 0.82 L

Agregar 15 plL a cada tubo

Fuera pipetas de PCR

Agregar 10 pL de la solucién sometida de TR (¢DNA o template) Siempre correr un gontrol (-)
Agitar cada muestra

Agregar 20 pL. de Acerte mineral para PCR — Centnifugar durante 30 segundos

Programa HCV-AB

Al finalizar, guardar las muestras a —20°C

* & & 9 & 9 @
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APENDICE V

GEL DE ACRILAMIDA

Tubo de 15 mL por cada gel, agregar

. 2 a8 %

Acrilamida 1 5 mL
TBESx20mL
Agua no BM 6.4 mL
APS 100 plL

Temed 10 pl

Vortexear ¥a mezcla y agregarla en la caja del get

Utilizar la caja con peines gruesos {10}

Esperar a que polimerice aproximadameante 60 minutos

Aplicar flas muestras junto con buffer de DNA (gel loading) 3 ul por cada 10ul de muestra
Correrio a 100 volts — hasta el electrodo

Exponer el gel a bromuro de etidio 10 uL en 100 mL de TBE 1x (5 a 20 minutos)
Lavarlo en agua (7 a 30 minutos)
Fotografia 1//8
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