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|. TITULO

“Variacion en los niveles de anticuerpos del
Virus C de Hepatitis en pacientes con falla renal terminal en

hemodialisis y su repercusion en el diagnéstico”



Il. RESUMEN

Palabras Clave: Hemodialisis, Insuficiencia Renal Cronica Terminal, Infeccion por
Virus C de Hepatitis, Anticuerpos contra Virus C de Hepatitis, Hemodilucion,
Ultrafiltracion, Quimioluminiscencia.

Introduccion:

La infeccidn por Virus C de Hepatitis (VCH) ocurre en el 3% de la poblacion mundial,
con variaciones en las poblaciones en riesgo como en los pacientes con
Insuficiencia Renal Croénica Terminal (IRCT) en Hemodidlisis (HD) donde la
prevalencia va del 3 al 47%. Existen diferentes factores relacionados a esta
prevalencia como la proximidad de los pacientes durante la sesiéon de HD, la
utilizacion de accesos vasculares, alta necesidad de hemotransfusiones. La
determinacion de niveles de anticuerpos del VHC es recomendada cada seis
meses, 0 en caso de incremento en el valor de las transaminasas. Los niveles de
transaminasas pueden estar modificados por la hemodilucién del paciente por
retencién de volumen en pacientes con oliguria, estos se modifican posterior a la
sesion de HD en relacion con el volumen ultrafiltrado, por lo que su determinacion
previa a la sesion de HD puede subestimar su valor. La variacion en los niveles de
anticuerpos de VCH no se ha determinado, pudiendo modificarse estos y
comprometer su validez diagnostica si son determinados previo a la sesion de HD.

Resultados.

Se realizé un estudio transversal analitico en la unidad de HD del Hospital General
Regional No. 20 durante el periodo de agosto a octubre del 2012.

Es estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y
Psicologia de la Universidad Autonoma de Baja California Campus Tijuana.

Se reclutaron 65 pacientes con IRCT en manejo sustitutivo de la funcién renal en
HD que incluia en total de la poblacion, se eliminaron 15, se obtuvo informacion de
50 pacientes (N) que se completd la evaluacion, el 50% fueron hombres y 50%
mujeres, la edad promedio fue de 49 +16.3afos (rango de 12 a 77 afos). La
ultrafiltracién por la HD en promedio fue de 3,360+802cc (con rango de 1,500 a
5,000cc), la determinacion de anticuerpos anti VCH por Quimioluminiscencia (CLIA)
previo a la HD con un promedio de 1.19+3.40 unidades (rango de 0.02 a 12.25 u) y
los anticuerpos posterior a HD con promedio de 1.21+3.38 u (rango de 0.03 a 12.26
u).

La variacion promedio en los valores de los Anti VCH por CLIA fue de -12.60+26.02
% (rango de -66.67 a 37.5 %).

Conclusiones.
En el presente estudio no se encontraron variaciones en el valor de los anticuerpos
del VCH con la HD que fueran estadistica y clinicamente significativas.



IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccion cronica por el virus de la hepatitis C (VHC) es un problema sanitario a
escala mundial que afecta a més 170 millones de personas, lo que representa una
prevalencia del orden del 2,5% de la poblacion mundial. Mas de 53.700 muertes al
afio pueden ser directamente atribuibles al VHC, lo anterior por datos obtenidos en
estudios de escrutinio en donadores de sangre, pero la prevalencia de casos
confirmados por estudios de Inmunoensayo Enzimatico (ELISA) presenta grandes
variaciones que va de menos del 0.1% en el norte de Europa a 0.1 a 0.5% en el
Oeste de Europal y el 2% en el Norte de América, en América Central, Sudamérica
y Australia®. En estudios de prevalencia en México han variado de 0.7% a 2% en

donadores de sangre?.

De las infecciones transmitidas por via hematdgena, la infeccion por VCH es la mas
comun entre los pacientes con Hemodialisis (HD) crénica con una prevalencia 5
veces mayor a la poblacién general. La prevalencia general es del 13% pero varia
del 3% en Alemania y El Reino Unido a 47% en Brasil, India y Arabia Saudita® # .
En México se ha reportado una prevalencia entre el 6.7% y el 10.2%3. La
transmision del VCH se da principalmente a través del contacto con fluidos
bioldgicos, en las unidades de HD es favorecida por la proximidad fisica de
pacientes bajo procedimientos que requieren de accesos vasculares con punciones
frecuentes asi como la alta tasa de prevalencia de la infeccion por VCH en esta

poblacién3®. 7.

Los métodos para la deteccion del VCH involucran la deteccion de anticuerpos y
dentro de estas la técnica de ELISA es la mas utilizada, recientemente se ha
introducido la Quimioluminiscencia (CLIA) como método de lectura para la
determinacién de reacciones enzima-sustrato como el realizado por ELISA que
utiliza un sustrato capaz de emitir luz al realizarse la reaccion antigeno anticuerpo.
La KDIGO (del inglés Kidney Disease Improving Global Outcomes) recomienda la

deteccién de anticuerpos del VCH por ELISA a todos los pacientes en HD, y en caso



de negatividad, realizar un ELISA para VCH cada 6 a 12 meses, en el caso de
pacientes con elevacion inexplicable de las aminotransferasas se recomienda
realizar la Deteccion de Acido Nucleico (NATdel inglés Nucleic Acid Test) por medio
de la Reaccién en Cadena de la Polimerasas (PCR del inglés Polimerasa Chain
Reaction) y, cuando exista sospecha de que los casos nuevos sean nosocomiales,

realizar NAT a todos los pacientes que pudieron estar expuestos! 32,

En estudios que comparan la sensibilidad del ELISA y la determinacion de PCR del
VCH, sugieren que en pacientes con falla renal terminal, asi como en pacientes
inmunocomprometidos se puede subestimar la prevalencia de infeccion para
pacientes en HD en los que solo se realice un escrutinio serolégico®. La
inmunosupresion parcial de estos pacientes puede generar una pobre respuesta de
anticuerpos y ser un factor contribuyente, sin embargo, el significado real en estos
paciente aun no se ha determinado® 1°. Como otro factor importante en este tipo de
pacientes es la modificacion en los niveles de aminotranferasas, las cuales pueden
ser modificadas durante la HD, principalmente presentan una disminucién en sus
valores asociados a la hemodilucion con la que ingresan los pacientes al
procedimiento, esto fue analizado por Lopesy Cols. que corroboraron la reduccion
en las transaminasas al tomar la muestra previa a la sesién de HD y encontraron un
incremento en las transaminsas relacionado al volumen ultrafiltrado posterior a la
sesion de HD. La variacion en los niveles de AC de VCH no se ha determinado en
este tipo de pacientes ni durante el procedimiento de HD por lo que una variacion

en su valor pudiera afectar la validez diagnostica de esta prueba'!.



V. ANTECEDENTES

En 1992, Pereiray Cols. compararon el ELISA de primera y segunda generacion
con la deteccion del VCH por PCR en pacientes receptores de trasplante de
donadores con infeccion conocida por VCH, encontrando una subestimacion de la
deteccion de la infeccién con anticuerpos por ELISA en comparacién con PCR.
Reportaron una sensibilidad del PCR para la deteccién del Acido Ribonucleico
(ARN) del HVC del 100% y para la deteccion de anticuerpos anti VCH por ELISA de
primera generacion del 62 % °. Lok y Cols. en 1993 realizaron un estudio para
comparar sensibilidad del ELISA de segunda generacion y PCR para la deteccién
de VCH en pacientes inmunocomprometidos con infecciéon conocida por VCH y
encontraron una sensibilidad mayor con la determinacién de PCR, especialmente
en pacientes trasplantados de médula ésea y rifion©.

Lopes y Cols. en 2009 reportaron fluctuaciones en los niveles de transaminasas
en los pacientes en HD y encontraron una asociacion de estas en relacion al estado
de volemia del paciente, que puede ser mas bajo antes de la sesion de HD debido
a hemodilucion y puede incrementarse posterior a la sesién, dependiendo del
volumen ultrafiltrado durante la didlisis'l. Las fluctuaciones en los niveles
anticuerpos y la viremia del VCH no se ha documentado, y ésta puede estar
modificada por la absorcion del virus por la membrana del dializador, por
modificaciones en la volemia y niveles bajos de anticuerpos en pacientes con IRC

ya que estos pacientes son considerados como inmunocomprometidos.



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.
Demostrar que los anticuerpos para VCH disminuyen por hemodilucion en los
pacientes con falla renal crénica y se modifican después de la hemodialisis,

comprometiendo su validez diagndstica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
Demostrar que los niveles de anticuerpos contra VCH disminuyen por

hemodilucién.

Demostrar que los niveles de anticuerpos contra VCH incrementan posterior a la

sesion de hemodidlisis.
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VI. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Los marcadores serologicos para VCH (anticuerpos para VCH por CLIA,) en
pacientes con insuficiencia renal crénica se modifican con la hemodialisis,

comprometiendo su validez diagndstica.

HIPOTESIS ALTERNA
Los anticuerpos para VCH en pacientes con IRC se encuentran diluidos y posterior

a sesion de HD se modifican.

HIPOTESIS NULA
Los anticuerpos para VCH no presentan modificacion por hemodilucion ni cambios

posterior a sesion de HD
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VII. JUSTIFICACION

La infeccion por el VCH es la infeccion transmitida por via hematégena mas
frecuente en los pacientes en HD, sin embargo puede pasar inadvertida por causas
diversas; dentro de ellas la sensibilidad de las pruebas empleadas, siendo menor
para el ELISA de segunda y tercera generacion, ademas de que existen condiciones
que pueden modificar la respuesta inmunoldgica al considerarse a estos pacientes
con inmunosupresion, con bajos niveles de anticuerpos, asi como hemaodilucion por

sobrecarga de volumen previo al procedimiento dialitico.

La deteccion y amplificacion de las particulas de ARN viral por PCR presenta una
mejor sensibilidad y especificidad, pero puede modificarse por hemodilucién del
paciente previo a sesiéon de HD o por absorcion del virus en la membrana dialitica
modificando su valor posterior y, con esto, pasar inadvertidos con el riesgo de

contaminacion nosocomial y sin posibilidad de un manejo adecuado.

Las recomendaciones internacionales por la KDIGO sugieren el escrutinio para la
deteccion de infeccion por VCH mediante la deteccion de anticuerpos por ELISA 'y
solo en situaciones especiales determinar los niveles de ARN, en México para
determinar la presencia de infeccién por VCH se basa en la Norma Oficial Mexicana
NOM-003-SSA3-2010 recomienda Unicamente la determinacion de anticuerpos al

ingreso y cada seis meses.

No existen publicaciones que comparen los niveles de anticuerpos en pacientes con
IRCT ni variacién en el nivel de anticuerpos dados por la sesién de hemodialisis, y
teniendo en cuenta que es una poblacion especial queda la interrogante abierta. La
finalidad del presente estudio es la de determinar si existen variacion en los niveles
de anticuerpos, y al documentarlo solicitar modificaciones en las recomendaciones

en el estudio de los pacientes con falla renal en HD.
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VIII. MARCO TEORICO

VIII.1 DEFINICION Y GENERALIDADES

La hepatitis C es una infeccion viral del higado ocasionada por un virus RNA,
miembro de la familia flaviviridae, genero hepacivirus, que se replica de forma
preferente en los hepatocitos y aunque no tiene actividad citopatica directa se asocia
a una infeccion crénica y persistente. Puede ocasionar una infeccion aguda con
evolucion fulminante con una frecuencia similar a la infeccion por el virus B de la
hepatitis?.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la prevalencia global de la
infeccion por Virus C de Hepatitis (VCH) es alrededor del 3%, cerca de 170 millones
de personas en todo el mundo, lo anterior por datos obtenidos en estudios de
escrutinio en donadores de sangre, pero la prevalencia de casos confirmados por
estudios de Inmunoensayo Enzimético (ELISA) presenta grandes variaciones que
va de menos del 0.1% en el norte de Europa a 0.1 a 0.5% en el Oeste de Europal
y el 2% en el Norte de América, en América Central, Sudamérica y Australia2. En
estudios de prevalencia en México han variado de 0.7% a 2% en donadores de
sangre®.

Mas de 53.700 muertes al afio pueden ser directamente atribuibles al VHC, aunque
la OMS estima que méas de 308.000 muertes al afio son probablemente debidas al
cancer de higado causado por el VHC, junto a una proporcion significativa de
785.000 muertes por cirrosis. En conjunto, estos datos sugieren que el VHC es

responsable de aproximadamente un millén de muertes al afio2.

VIIl.2 CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El' VCH es una cadena de ARN de hélice Unicay pequefia, con una envoltura lipidica
(E) que contiene glucoproteinas (E1 y E2) y un ndcleo con un genoma que consiste
de 95,000 nucledtidos. Los componentes del VCH son estructurales (nucleo, E1 y
E2) y no estructurales (NS; P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B). Los genes
no estructurales codifican varias enzimas que incluyen una polimerasa que es la
responsable para su replicacion!. Después de la identificacion del Virus de la

Hepatitis B (VBH) en los 1960s, se hizo aparente la presencia de casos pos
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transfusionales que no podian ser explicados, siendo nombrados hepatitis no A no
B, el agente causal no se conocio6 sino hasta 15 afios después, cuando se identifico
el ARN de un chimpancé infectado con suero de un paciente con hepatitis no A no
B, un clon reactivo de un virus que fue nombrado VCH. Esto condujo al desarrollo
de la prueba de ELISA de primera generacion que detecta anticuerpos contra una
proteina estructural del VCH (C100-3)8.

VI1.3 MECANISMOS DE TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD Y FACTORES DE
RIESGO

TRANSMISION PARENTERAL

La via de transmisién mas frecuente es la via parenteral percutanea siendo el uso
de drogas por via intravenosa la principal forma de transmision del VHC en el
momento actual en el que mas del 50% de los usuarios de drogas por via parenteral
(UDVP) son anti-VHC positivos.

También se puede transmitir a pacientes que reciben una transfusion sanguinea o
de hemoderivados (esta via casi desaparecio tras la aparicion de la aplicacién de
pruebas de escrutinio anti-VHC en 1992, si bien aln puede producirse de manera
excepcional durante el periodo ventana, antes de la seroconversién en hepatitis
aguda C, siendo la probabilidad inferior a 1 caso por cada 100.000 unidades
transfundidas)*®.

Otras vias de transmision parenteral incluyen la hemodialisis, el trasplante de
organos (antes de 1992), al igual que los tatuajes, la acupuntura y los piercing, si
bien estos ultimos estan solo implicados ocasionalmente.

La transmision por exposicion ocupacional tras pinchazo accidental en personal

sanitario es rara. La incidencia media de seroconversion es del 1,8% (rango: 0%-7)
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Transmision nosocomial

La hospitalizacion es un factor de riesgo para adquirir la infeccion por VHC (por
desinfeccién inadecuada del material, compartir material contaminado entre los
pacientes y la practica de procedimientos invasivos)?®.

Este tipo de transmision puede ocurrir de paciente a paciente (documentado en
salas de hemodidlisis, hematologia y hepatologia40), de paciente a personal
sanitario (en consultas odontoldgicas y traumatoldgicas) o del personal sanitario al
paciente (en casos excepcionales de cirugia cardiaca o de cavidades profundas, en
las que no existe vision directa por parte del cirujano). También se ha descrito la
transmision del VHC en relacion con colonoscopias, especialmente si se efectlian

biopsias.

TRANSMISION NO PARENTERAL

Transmision sexual

El riesgo de transmision a largo plazo en relaciones mondégamas heterosexuales es
menor del 5%. El riesgo se incrementa hasta el doble si el paciente mantiene
relaciones sexuales sin proteccion (sin preservativo) con multiples parejas sexuales.
No existen evidencias que sustenten la transmision del VHC a través del sexo oral.
Transmision vertical o perinatal

El riesgo de transmision vertical es del 5% de promedio, porcentaje que se triplica
en los nifios nacidos de madres coinfectadas por VIH. La lactancia materna no ha
sido implicada a largo plazo en la transmision del VHC al recién nacido, excepto en
casos de grietas en el pezdn con sangrado.

Transmision horizontal

La transmisién intrafamiliar entre contactos domésticos, siempre que no haya
relaciones sexuales o0 contacto sanguineo, es practicamente inexistente o
excepcional. Por tanto, el virus de la hepatitis C no se transmite por abrazar, besar,
0 compartir utensilios para comer.

Los pacientes en HD tienen un mayor riesgo para las infecciones transmitidas por
via hematogena como VCH, VBH y Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH). La

infeccion por el VCH es la infeccion por via hematdgena mas comun entre los
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pacientes con hemodialisis crénica en Estados Unidos, con una prevalencia 5 veces
superior a la poblacién general. La transmision del VCH en las unidades de HD es
favorecida por la proximidad de los pacientes, asi como las multiples punciones, la

alta tasa de hemotransfusion y de prevalencia de VCH en esta poblacién 4 1214,

Por lo anterior, la KDIGO recomienda la deteccion del VCH a todos los pacientes en
HD, y en caso de negatividad realizar un ELISA cada 6 a 12 meses, en el caso de
pacientes con elevacion inexplicable de aminotransferasas realizar las NAT y, en
sospecha de que los casos nuevos sean nosocomiales, realizar NAT a todos los
pacientes que pudieron estar expuestos?.

Existe una fuerte indicacién que los estudios de pacientes en hemodidlisis en los
gue solo se realice un escrutinio serologico se puede subestimar la prevalencia de
infeccion por VCH? 1015 | a inmunosupresion parcial de estos pacientes resulta en

una pobre respuesta de anticuerpos y puede ser un factor contribuyente.

VIll.4 METODOS DE DETECCION DEL VCH

La presencia de anticuerpos para VCH indica una infeccion presente o pasada, sin
embargo, cuando hay positividad para VCH por PCR, indica infeccion activa por
deteccion de la presencia de ARN del VCH en la sangre. La frecuencia en la
elevacion de alanino aminotransferasa (ALT) en pacientes infectados con VCH y
con falla renal crénica que requieren HD ha sido reportada entre 4 y 67%. Por otro
lado, entre el 54 y 75% de pacientes con anticuerpos para infecciéon por VCH sin
falla renal tiene elevados niveles de ALT. En base a esta consideracion, el nivel de

ALT es un pobre predictor de dafio hepatocelular en la poblacion en HD cronica.
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VIIL.5 METODOS INMUNOLOGICOS

La infeccion por el VCH es por rutina diagnosticada y monitorizada por deteccion de
anticuerpos y/o ARN del VCH en plasma o suero. Los métodos de deteccién han
ido evolucionando desde la deteccion del VBH en los 1960s con el desarrollo de
ELISA de primera generacion para la deteccion de la proteina C100-3; posterior a
esto, los estudios de Inmunoblots y ELISA fueron desarrollados para la deteccion
en contra de mltiples proteinas no estructurales, asi como el nlcleo del VCH 8, El
incremento en la sensibilidad de las pruebas de tercera generacién para VCH ha
hecho que los de primera generaciébn sean obsoletos, eso ademas causdé una
reduccion del riesgo de transmisién del VCH por componentes sanguineos y
reduciendo el tiempo entre la adquisicion y el desarrollo de anticuerpos anti VCH
(periodo ventana). Durante determinadas reacciones quimicas, la luz generada por
este fendmeno constituye una alternativa conveniente y muy sensible para las
mediciones de absorbancia en ELISA. Los tipos de ELISA que recurren a la
quimioluminiscencia (CLIA) utilizan un sustrato que genera luz, en lugar del sustrato
cromogeno de las reacciones ELISA ordinarias. Tales son los casos de la oxidaciéon
del compuesto luminol por peréxido de hidrégeno y la enzima peroxidasa de rabano
(HRP), que producen luz.

La luz que se genera en dichas reacciones puede detectarse gracias a su capacidad
de sensibilizar una pelicula fotografica. La medicidn cuantitativa de la emision de luz
puede hacerse mediante el uso de un luminédmetro. La ventaja de las pruebas de
guimioluminiscencia sobre las cromogenas es la mejoria de la sensibilidad. En
general, el limite de deteccion puede aumentarse al menos diez veces si se cambia
un sustrato cromogeno por uno que emita luz, y mas de doscientas veces cuando

se adicionan agentes potenciadores.

VIII.6 METODOS MOLECULARES

Las NAT se basan en la deteccidn cualitativa o cuantitativa de RNA del VCHy en la
amplificacion del ARN usando Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) siendo
convencional, PCR en tiempo real o Amplificacion Mediada por Transcripcién (TMA

del inglés Transcription Mediate Amplification). Todos los ensayos comerciales
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disponibles pueden detectar 50UImIt del RNA del VCH e incluso menos y son igual
de sensibles para cualquier genotipo?.

En algunas unidades de HD la deteccion del VCH se basa en el monitoreo de los
niveles de ALT; sin embargo, se ha encontrado una fluctuacion de estos en relacion
al estado de volemia del paciente, puede ser bajo antes de la sesion de HD debido
a hemodilucién y puede incrementarse posterior a la sesion, dependiendo del ultra
filtrado durante la didlisis. Las fluctuaciones en los niveles del VCH no se han
documentado y esta puede estar modificada debido a la absorcion por la membrana
en el dializador, cadenas de VCH no virulentas. El presente trabajo se basa en la
determinacion de los niveles de anticuerpos del VCH previo y posterior a la sesion
de HD para determinar si existen variaciones significativas en su valor y con esto

comprometer su validez diagnostica.



IX. METODOLOGIA
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IX.1 Tipo de estudio y disefio

Se realizd un estudio observacional, transversal, abierto, analitico, monocéntrico

IX.2 Variables, definiciones conceptuales y operacionales

Tabla 1. Definicion conceptual y operacional de las principales variables.

Cuantitativa

Continua

del liguido que es
extraido del paciente por
diferencia de presion y

es eliminado

que muestra el
dializador como valor
negativo al final de la

sesion de HD

Variable | Tipo  de | Nivel de | Definicién Definicion Unidades
variable medicidn | conceptual. operacional de
medida
Anticuerpos Independiente Razoén Es la determinacion de | El valor obtenido por el | Unidades
contra el | Cuantitativa anticuerpos contra | analizador de ELISA
VCH por | Continua fragmentos por
CLIA estructurales 'y  no | Quimioluminiscencia
estructurales del VCH | del suero del paciente
determinado por CLIA. expresada como la
relacion entre
sefial/valor de corte
(s/co)
Edad Independiente Intervalo Es la edad del paciente | Se obtuvo la edad | Afios.
Cuantitativa en afios cumplidos registrada en el
Discreta expediente clinico en
base al numero de
seguridad en afios
cumplidos a partir de
Su nacimiento.
Sexo Independiente Nominal Es la condicion | Se obtuvo el sexo | Femenino
Cualitativa Dicotémica fenotipica determinada | registrado en el | Masculino
por los cromosomas | expediente clinico del
sexuales. paciente
Peso Independiente Intervalo Es la fuerza ejercida por | El valor obtenido por la | Gramos
Cuantitativa la masa y gravedad de | bascula de grado
Continua cuerpo medico calibrada
Tiempo en | Independiente Razén Periodo de tiempo | Tiempo que marca el | Meses
HD Cuantitativa desde el inicio de la HD | expediente clinico del
Discreta a la fecha del estudio inicio de la HD a la
fecha del estudio
Ultrafiltrado Independiente Intervalo Constituye el volumen | Se considera al valor | Litros.
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IX.3 Calculo de Tamarfio de la Muestra

Se determind una muestra por conveniencia que incluya a todos los pacientes del
Hospital General Regional No. 20 en terapia dialitica que cumpla con los criterios
de inclusion

IX.4 Muestreo

Por las caracteristicas del estudio se consider6 un muestreo no probabilistico, se
incluyé a los pacientes de todos los turnos de forma progresiva, matutinos en
maquinas numeradas de 1 a 9.

IX.5 Universo de Estudio

El universo del estudio incluyo a todos los pacientes del Hospital General Regional
No. 20 en terapia de HD

IX.6 Criterios de Inclusiéon

Los criterios de inclusion fueron los siguientes

. Hombre o mujer del8 afios 0 mas

. Encontrarse bajo tratamiento en la Unidad de Hemodialisis
. Tener al menos 6 meses en HD

. Aceptar su participacion voluntaria en el estudio

IX.7 Criterios de Exclusiéon

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

. Pacientes con exacerbacion de sus enfermedades que cause respuesta
inflamatoria sistémica

. Cursar con evento infeccioso al momento de la toma de muestra

. Pacientes que no autoricen el consentimiento

IX.8 Criterios de Eliminacion
Los criterios de eliminacion fueron:

. Pacientes con datos incompletos
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IX.9 Reclutamiento de Pacientes

Se realiz6 una platica informativa a los pacientes de HD, 30 minutos antes de su
sesion para los 4 turnos, donde se informara el motivo, objetivo del estudio, criterios
de inclusion, exclusion y eliminacion, especificando los datos que se requieren y el
namero de muestras que se tomarian, se resolvieron las dudas planteadas y se

firmd el consentimiento bajo informacion.

IX.10 Medicién de las Variables

A continuacion se especifica la forma como se midieron cada una de estas
variables.

Edad: Edad del paciente, cuantificada en afios. Se realiz6 una revision del
expediente clinico y en base al numero de seguridad social que especifica el afio de
nacimiento, se calculo la edad en afios al dia de la evaluacion.

Peso y talla: Se determinaron las medidas antropométricas de peso en kilogramos
y talla en metros previa evacuacion de intestino y vejiga, en bata hospitalaria y sin
calzado con bascula de piso con estadimetro marca Pyro Rey de grado medico
calibrada segun recomendaciones del fabricante. Se realiz6 la determinaciéon del
peso inmediato previo a la sesién de HD e inmediato posterior al término.
Ultrafiltrado: Constituye el volumen del liquido que es extraido del paciente por
diferencia de presion y es eliminado. Todos los parametros de la hemodialisis fueron
realizados en base a la indicacién del médico tratante y el ultrafiltrado se realiz6é en
base al peso del paciente y de su peso seco. El resultado de la ultrafiltracion es
reportado por la maquina de hemodialisis al término del procedimiento
Anticuerpos contra VCH por CLIA: La determinacion de los anticuerpos por
guimioluminiscencia del VCH se realizé con el equipo Beckman Coulter modelo
ACCESS (Beckman Coulter Ireland, Inc.). La determinacién de anticuerpos por este
meétodo consiste en un analisis inmunoenzimatico indirecto. La muestra (suero,

plasma o control) se introduce en una cubeta de reaccion con particulas
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paramagnéticas revestidas con un péptido que imita los epitopes
inmunodominantes de la region capside, y proteinas recombinantes (NS3 y NS4).
Durante la incubacion tanto el IgG como el IgM presentes en la muestra son
capturados por la fase sélida.

Tras la incubacion, se recoge la fase sélida mediante un campo magnético y se
retiran los materiales no unidos por medio de una serie de lavados. En el segundo
paso, el conjugado (anticuerpos de cabra anti IgG humano, marcados con fosfatasa
alcalina) se afiade a la cubeta de reaccion. Tras la incubacion, otra

serie de lavados elimina el exceso del conjugado. Se afiade un substrato
quimioluminiscente, Lumi-Phos* 530, y se miden con un luminémetro los fotones
generados por la reaccidén enzimatica. Los resultados se expresan como sefal/valor
de corte (S/CO) expresado en unidades con un rango de medicion que va desde
0.01 a 50, considerando positivo o reactivo al S/CO = 1 y negativo o no reactivo <
0.9. Se reporta como zona gris al valor de S/CO entre 0.9 y 1. La sensibilidad de la
deteccion de anticuerpos para VCH por esta prueba es de 99.7% y la sensibilidad
del 99.83% (99.7 a 99.9% con 95% de intervalo de confianza). La precision de la
prueba se refiere con una reproducibilidad intraensayo inferior al 5% y la
reproducibilidad interensayo inferior al 10% de variacion. Se realiz6 la determinacién
de Ac para VCH en dos muestras, la primera al realizar la conexién del paciente al
filtro del dializador por el puerto para toma de muestras y la segunda al término de
la sesion de HD por el mismo puerto.

Tiempo en HD: se determiné como tiempo en hemodialisis al periodo de tiempo en
meses entre el inicio de la terapia de sustitucion con HD al dia de la recoleccion de
datos. Esto obtenido del expediente clinico.

Sexo: Se determiné durante la entrevista en base a las caracteristicas fenotipicas

del participante y se refiere como femenino o masculino.
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IX.11 Analisis de datos

Se realizé la descripcion de las medias, mediana, desviaciones estandar y rango
intercuartilico para las variables numéricas y frecuencias absolutas y relativas para
las variables categoricas en el analisis univariado. Se compar6 los niveles de
anticuerpos contra VCH por CLIA, el peso y ultrafiltrado antes y después de
hemodialisis en los pacientes. Se realiz6 el andlisis de las medias por la prueba de
T para muestras relacionadas. Se determind significancia estadistica con p
estableciendo un alfa de .05 a una cola e intervalos de confianza al 95% para los

estimadores.



X. RECURSOS

X.1 Recursos Humanos

. Investigador Principal 1
. Investigador Tutor 1

. Personal médico 1

. Enfermera 2

. Quimico 1

X.2 Recursos Materiales

e Unidad de Hemodialisis

e Oficina

e Tubos de ensayo 120 unidades
e Jeringas de 10cc 120 unidades
e Agujas calibre 22 120 unidades
e Torundas 5 paquetes

e Guantes de latex 200 pares

e Computadora de escritorio 1

e Computadora portatil 1

e Hojas de papel 500 unidades

e Lapices 1 caja

e Plumas 1 caja

e Programa de computadora Excel y SPSS

e Bascula de piso con escala métrica y estadimetro 1
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XI. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento
de la Ley General de Salud, titulo segundo, capitulo I, articulo 17, seccion Il,
investigacion con riesgo minimo, se anexa hoja de consentimiento informado
(Anexo 1). El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad
Autonoma de Baja California.
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Xll. RESULTADOS

El estudio se realiz6 en la unidad de HD del Hospital General Regional No. 20
durante el periodo de agosto a octubre del 2012.
Es estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y

Psicologia de la Universidad Autbnoma de Baja California Campus Tijuana.

Estadisticos

edad sexo | duracionHD | ultrafiltrado | pesopreHD | pesopostHD | CLIpre | CLlpost | tiempoHD
N Valido 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Perdidos | O 0 0 0 0 0 0 0 0

Media 49.1400 2.5880 3360.0000 | 67.5180 64.2680 1.1940 |[1.1978 |35.5200
Desviacion

16.29450 .23681 802.03822 | 15.39001 | 15.47869 3.40229 | 3.38384 | 31.63584
estandar
Minimo 12.00 2.00 1500.00 34.30 32.00 .02 .03 6.00
Maximo 77.00 3.00 5000.00 106.00 102.70 12.25 12.26 156.00

Tabla 1, de frecuencias, se presentan media, desviacion estandar, maximos y minimos. N=50.

Se reclutaron 65 pacientes con IRCT en terapia sustitutiva de la funcion renal en
programa de HD que incluia en total de la poblacién, se eliminaron 3 por incapacidad
para la determinacion del peso (pacientes con amputacion supra condilea bilateral),
5 pacientes que no firmaron el consentimiento informado y 7 de los cuales no se
completaron la determinacion de los anticuerpos para VCH. De los 50 pacientes (N)
que se completo la evaluacion, el 50% fueron hombres y 50% mujeres, la edad
promedio fue de 49 +16.3afos (rango de 12 a 77 afios).La duracion promedio de la
terapia dialitica fue de 2.58 +0.23 hrs (rango de 2 a 3 hrs).

La pérdida de liquido mediante ultrafiltracion por la HD en promedio fue de
3360£802cc (con rango de 1500 a 5000cc), el peso promedio previo a la sesion de
HD fue de 67,518+15,390 grs (rango de 34,300 a 106,000 grs) y el peso promedio
posterior a HD fue de 64,268+15.478 grs (rango de 32,000 a 102,700 grs) y la
determinacién de anticuerpos anti VCH por CLIA previo a la HD con un promedio
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de 1.19+3.40 unidades (rango de 0.02 a 12.25 u) y los anticuerpos posterior a HD
con promedio de 1.21+3.38 u (rango de 0.03 a 12.26 u). (Tabla 1)

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de

2

Media de | confianza de la
Desviacién | error diferencia Sig.

Media [estédndar |[estandar | Inferior Superior |t gl (bilateral)
Par pesopreHD -

3.25000 | 1.33833 .18927 2.86965 [3.63035 |[17.171]49 .000
1 pesopostHD
Par CLlIpre - CLIpost

-.00380 |.06138 .00868 -.02124 |.01364 -438 (49 .663

Tabla que muestra la comparacién de medias del peso previo y posterior a la sesion de hemodidlisis,

asi como la diferencias de las medias del valor de los anticuerpos anti VCH previos y posterior a la

sesion de hemodialisis.

Al realizar el andlisis de las medias por la prueba de T para muestras relacionadas

en los valores del peso previo y posterior a HD se obtuvo una media de 3.25+£1.33

con un rango de 2.86 a 3.63 con un intervalo de confianza del 95% y un valor de

p<0.01 considerando estadisticamente significativa y para la determinacion de los

niveles de los anticuerpos anti VCH por CLIA la media fue de -0.038+0.061 con un

rango de -0.021 a 0.013 con un intervalo del 95% y un valor de p <0.663

considerando sin significancia estadistica. (Tabla 2)
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% de Variacion de los Anti VCH por CLIA previo y
posterior a HD
60
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Grafica 1. Muestra el porcentaje de variacion del valor de los anticuerpos del VCH por CLIA antes y

después de la sesién de HD.

El porcentaje de variacion promedio en los valores de los Anti VCH por CLIA fue de
-12.60+£26.02 % (rango de -66.67 a 37.5 %), con valores pos HD sin cambio 13,
valores menores 25 y superiores 12. Como se muestra en la grafica 1.

La variacion en el nivel de anticuerpos para VCH previo y posterior a la sesién de
HD, como se observa en la grafica 2, estos no mostraron cambios significativos que
pudieran considerarse significativos ya que estas modificaciones no se acercaron al
punto de corte de la zona gris y mucho menos al cambio de un valor previamente

negativo o inferior a 0.9 a un valor positivo, mayor de 1, ni en sentido inverso
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VARIACION EN EL VALOR DE ANTICUERPOS DE VCH POR CLIA EN PACIENTES
CON IRCT PREVIO Y POSTERIOR AHD

B CLIA pre HD
B CLIA post HD
W Zona Gris

B Zona Gris

Unidades

Grafica 2. Muestra la variacién en el valor de los anticuerpos anti VCH por CLIA antes y después de
la sesion de HD y el valor de corte para considerar zona gris y determinar si existe la suficiente

variacion para poder modificar el resultado
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XIII. DISCUSION

El presente estudio muestra que al ser tomados en su totalidad los pacientes en el
programa de HD no hay concordancia la modificacion en el valor de los anticuerpos
anti VCH con los resultados obtenidos por otros autores donde se asegura que hay
variacion en los niveles de transaminasas las cuales sufrieron modificaciones
posterior a la hemoconcentracion, manifestada esta por el volumen perdido durante
la ultrafiltracién y corroborada por la disminucion de peso del paciente al término de
la sesion de HD. El nivel de anticuerpos anti VCH no presento cambios clinicos y
estadisticos significativos en comparaciéon con Lopes y Colsll. La variacion
presentada en nuestros pacientes fue en ambos sentidos, siendo mayores, menores
e incluso iguales a los valores basales con un porcentaje de variacion fue negativo,
con valores que no presentaron cambio en 13 pacientes, el valor fue menor en 25
pacientes y superiores 12 pacientes. El porcentaje de variacion si se considera
superior al reportado por el fabricante que oscila entre £ 10% del valor basal. Las
modificaciones en los valores no son suficientemente importantes en la practica
clinica ya que ningun valor se modificé lo suficiente para lograr acercarse a la zona
gris, considerada entre 0.9 a 1.0 unidades, y mucho menos de presentarse un valor
inferior a 0.9 o superior a 1.0 unidades virar a un sentido contrario por lo tanto no

presentan repercusion clinica.
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XIV. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente estudio podemos sustentar las
siguientes conclusiones;

La ultrafiltracién realizada a los pacientes en la sesion de HD que en promedio fue
de 3,360cc demuestra la hemodilucion con la que ingresan los pacientes con IRCT
a sesion de HD, de forma similar a lo obtenido por Lopes y Cols.

Los niveles de anticuerpos determinados por CLIA durante la etapa pre dialitica,
donde es considerada una etapa de hemodilucion no se modifican posterior a la
ultrafiltracién que conlleva la hemoconcentracion, esto determinado por la diferencia
de medias que muestra una p <0.663 por lo que es considerada sin significancia
estadistica.

El porcentaje de variacion en los niveles de anticuerpos del VCH fue en promedio
de -12.60+26.02 % con un amplio rango que va desde un valor negativo de -66.67
a un valor positivo de 37.5 %, siendo muy superior a lo referido por el fabricante
quien propone una variabilidad inter prueba del £10%, sin embargo no existe un
patron toda vez que se reportan valores de anticuerpos inferiores, similares y
superiores al valor basal.

La diferencia en la variacion de los niveles de anticuerpos no es suficiente para
llevar a valores pre dialiticos y pos dialiticos acercarse a la zona gris y mucho menos
virar de un valor negativo a un valor positivo o viceversa.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio contrastan con los obtenidos por otros
autores en relacion a la modificacion de los valores de transaminasas relacionadas
a la hemodilucion en el momento pre dialitico asociado a un incremento en el
volumen circulante, y su concentracion posterior a la sesion de HD con la
ultrafiltracion y hemoconcentracion, en este caso los niveles de anticuerpos anti
VCH no mostraron un patrén especifico aunque si una tendencia a incrementar
posterior a HD pero sin significancia estadistica ni clinica por lo que podria ser

seguro la determinacion de estos anticuerpos previos o posterior a la sesion de HD.
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Anexo 1. Consentimiento bajo informacion

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:
NUmero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar en el
estudio:

Informacién sobre resultados y alternativas de
tratamiento:
Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Beneficios al término del estudio:

Investigador Responsable:

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Modificaciéon de los marcadores serolégicos para Virus C de Hepatitis (VCH) en pacientes
con falla renal en hemodidlisis (HD): repercusién potencial en su validez diagnéstica.

Tijuana, Baja California, a los X dias de x mes de 2012

Pendiente.

Determinar si existe una diferencia entre los niveles sericos de Anticuerpos del VCH determinados
por CLIA antes y después de la sesion de Hemodialisis

Toma de muestra de sangre venosa periférica, entrevista para obtener datos generales,
determinacion del peso.

Los inherentes a la venopuncion.

Deteccion oportuna de infeccion del VCH

Se informara a cada paciente de los resultados obtenidos en los estudios de laboratorio y de forma
confidencial

Su participacion no le hace acreedor a ningin beneficio econédmico. Su retiro o no aceptaciéon no
afectara su tratamiento médico.

Se garantiza la confidencialidad de los datos personales.

En caso de coleccién de material bioldgico (si aplica):

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

No hay beneficio directos derivados del estudio.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podré dirigirse a:
Dr. Jaime Aviles Valverde dravilesjaime@gmail.com

Colaboradores:

Dr. Rufino Menchaca Diaz.

Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podréa dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230,

Nombre y firma del sujeto

Testigo 1

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 2

Nombre, direccion, relacién y firma

informacion relevante del estudio

Nombre, direccion, relacién y firma

Este formato constituye una guia que deberd completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion, sin omitir
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Tabla 1
Estadisticos
edad sexo | duracionHD | ultrafiltrado | pesopreHD | pesopostHD | CLIpre | CLlpost | tiempoHD
N Vaélido 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Perdidos | O 0 0 0 0 0 0 0 0
Media 49.1400 2.5880 3360.0000 | 67.5180 64.2680 1.1940 |1.1978 |[35.5200
Desviacion
16.29450 .23681 802.03822 | 15.39001 | 15.47869 3.40229 | 3.38384 | 31.63584
estandar
Minimo 12.00 2.00 1500.00 34.30 32.00 .02 .03 6.00
Maximo 77.00 3.00 5000.00 106.00 102.70 12.25 12.26 156.00
Tabla 2
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de
Media de | confianza de la
Desviacion | error diferencia Sig.
Media |estandar |estandar | Inferior Superior |t gl (bilateral)
Par pesopreHD -
3.25000 | 1.33833 .18927 2.86965 |3.63035 [17.171]49 .000
1 pesopostHD
Par CLlIpre - CLIpost
-.00380 |.06138 .00868 -.02124 .01364 -438 |49 .663

2
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Grafica 1
% de Variacion de los Anti VCH por CLIA previo y
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Grafica 2

VARIACION EN EL VALOR DE ANTICUERPOS DE VCH POR CLIA EN PACIENTES
CON IRCT PREVIO Y POSTERIOR AHD

BCLIA pre HD
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