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INTRODUCCION GENERAL A LA TESIS DOCTORAL

Este trabajo reune cuatro estudios independientes distribuidos en cuatro capitulos
diferentes. En conjunto del trabajo nos introduce en el estudio epidemioldgico de la
infeccién oculta por el VHC en una poblacién de pacientes con enfermedad renal créonica
centrandose en tres grupos segun su diagndéstico (glomerulopatias, ND) y un tercer
grupo de trasplantados renales. En cada grupo ademas de establecer la prevalencia y
posibles formas de transmisién del VHC, trata de determinar las implicaciones clinicas
que la infeccion oculta por el VHC pueda tener. Incluimos un cuarto grupo de pacientes
VHC positivos tratados con antivirales que alcanzaron la RVS en los que quisimos
comprobar la eficacia, seguridad y repercusion clinica (hepatica y renal), del tratamiento
antiviral. Dado que el mayor nimero de pacientes tratados en nuestro servicio se
encontraba dentro del grupo de trasplantados renales, lo decidimos realizar en este
grupo, dada la baja prevalencia de anti VHC positivos tratados, en enfermos con

nefropatias glomerulares o diabética.

La Tesis Doctoral se inicia con una introduccién general que ofrece una perspectiva
global de los aspectos mas relevantes que abarca el estudio y las controversias vigentes
en torno al VHC. Posteriormente, se describen la justificacion, hipétesis, objetivos y
metodologia del estudio. A continuacién, se presentan los cuatro estudios de
investigacion; los tres primeros de caracter prospectivo, y el Gltimo retrospectivo.

Finalmente, se realizan una discusion y conclusiones generales.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL A LA PROBLEMATICA DEL VIRUS DE
LA HEPATITIS C EN LAS ENFERMEDADES RENALES

1.Antecedentes
1.1. Algunos datos epidemioldgicos

Prevalencia del virus de la Hepatitis C:

La infeccibn por el VHC segun una reciente revision sistemética afecta a
aproximadamente 185 millones de personas en el mundo. (1) En paises desarrollados
entre los afios 2008 y 2010 va desde el 1,8% al 8,0%. (2) En Espafa afecta a unas
200000 personas, con una prevalencia por anti- VHC de 1,7% (0,4%-2,6%), siendo el
genotipo 1b el més frecuente (43,8%), seguido del 1a (25,5%) y 3 (19,6%). (3)

Prevalencia de Enfermedad Renal Croénica:

En paises desarrollados, se ha descrito una prevalencia media de ERC del 7,2%

(individuos mayores de 30 afios). (4)

Segun datos del estudio EPIRCE afecta aproximadamente al 10% de la poblacion adulta
espafiola y a mas del 20% de los mayores de 60 afios y ademas esta seguramente

infradiagnosticada. (5)
Prevalencia del virus de la Hepatitis C y Enfermedad Renal Crénica:

Molnar et al describieron una prevalencia del 11,2% en una cohorte de 100000
veteranos americanos. (6) Segun el estudio DOPPS, la prevalencia de infeccion por
VHC en unidades de didlisis espafiolas se estimé en un 22,2 % con una tasa de
seroconversion de 3,5 por 100 pacientes-afios (entre 1997 y 2001) y aumentaba con el
tiempo en didlisis, superando el 20% a los 10 afios. (7) Estudios posteriores en pacientes
con ERC en Esparia estimaron la prevalencia en torno al 5-6%. (8)

La prevalencia de la infeccion por el VHC en receptores de TR en Espafia ha disminuido
del 29,5% en 1990 al 10% en 1998. (9) La variacion en la prevalencia depende de varios
factores, que incluyen el medio donde el paciente se trata, la etnia, area geografica, el
tipo y la duracion de la dialisis, el nUmero de trasplantes, la reactividad frente al antigeno
del core del virus de la hepatitis b y la frecuencia de administracion de drogas
intravenosas.

La mayoria de los receptores de TR adquieren la infeccion del VHC a través del
tratamiento dialitico, y con menos frecuencia por transfusiones sanguineas o trasplante

de o6rganos. (10)
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Prevalencia de Diabetes Mellitus y Nefropatia diabética:

- Incidencia en 2014 de diabetes en el mundo: 422 millones de personas. (11)

- Segun los casos del Registro de didlisis y trasplante de la Sociedad Espafiola de
Nefrologia de 2006, la ND fue la causa de inicio de tratamiento renal sustitutivo del 24%
de los casos, con tendencia ascendente, y muy por encima del 16% de causas
vasculares y del 14% de glomerulonefritis primarias. En EEUU, el porcentaje es todavia
mayor, siendo en torno al 50%, considerandose actualmente a la DM tipo 2 como la
principal causa de inicio de tratamiento renal sustitutivo en la mayoria de los paises

desarrollados.
1.2. Infeccidn por el virus de la Hepatitis C

1.2.1. Breve cronologia

- 1989: Descubrimiento del VHC.
La existencia del VHC se puso de manifiesto después del descubrimiento de los
virus de la hepatitis Ay B a finales de la década de 1960 y principios de la década
de 1970 ya que una gran proporcion de los casos de hepatitis aguda y crénica
no podian ser explicados por ninguno de estos agentes. Se sospeché otro
agente viral, y se propuso que los pacientes infectados con este agente
sospechoso tenian hepatitis no A, no B. El agente finalmente se identificé cuando
se clono el genoma del virus y se designd VHC. (12).

- Principios década de 90s: Inicio de deteccion anti-VHC en donantes de sangre.

- 1990: Descripcion del primer caso de VHC y crioglobulinemia.

- 1993: Descripcién de 8 casos de glomerulonefritis membranoproliferativa asociada

a la infeccion por el VHC. (13)
- 2004: Se describio la infeccion oculta por el VHC. (14).

- 2011: Aprobados por la FDA la primera generacién de AAD: telaprevir y boceprevir.

- 2013: Aparecieron nuevos anti-AAD, mejor tolerados, y con menor perfil de efectos
adversos.
2014: La infeccion por el VHC afecta a aproximadamente 185 millones de personas
en el mundo. (15).

- 2015-2016: A nivel mundial el nimero de personas que iniciaron el tratamiento
basado en AAD aument6 de aproximadamente 1 millén a 1,5 millones.

- 2016: Inicio del tratamiento de TR con AAD.

2017: 72.000 pacientes elegibles que tienen fibrosis de leve a grave habian recibido

tratamiento en Espafia contra el VHC de forma gratuita. (16).
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2030: Fecha objetivo de la OMS para la erradicacion del VHC. (17).
1.2.2. Descripcion del VHC

El virus de la VHC, pertenece al género Hepacivirus dentro de la familia de Flaviviridae.
Es pequefio, mide entre 55-65nm. Su genoma es un ARN de polaridad positiva (cadena
gendmica) que se replica mediante la sintesis de una cadena de ARN complementaria
de polaridad negativa, llamada cadena antigenémica. Posee una gran variabilidad
genética gracias a la alta tasa de error de replicacion y a la alta produccion de particulas
virales, existiendo 7 genotipos y 67 subtipos.

Los genotipos 1ay 1b son los mas prevalentes en Europa Occidental y Estados Unidos,
seguidos de los genotipos 2 y 3. El genotipo 4 esta extendido en Egipto y el 6 en el
Sudeste Asiatico. (18). En pacientes procedentes de Canada y Bélgica se ha descrito

un séptimo genotipo. (19).

Durante el ciclo replicativo del virus se sintetizan las diferentes proteinas estructurales
(core o nucleocapside y envuelta) y no estructurales (NS2, NS3, NS4A, MS4B; MS5A y
NS5B), que poseen diversas funciones frente a las cuales se desarrollan anticuerpos
especificos. Las proteinas no estructurales son importantes como diana en el

tratamiento de los nuevos AAD.
1.2.3. Diagnostico del VHC mediante técnicas convencionales

Anticuerpos frente al VHC: La deteccion de anticuerpos frente al VHC en una muestra
de suero o plasma aporta la evidencia de exposicién al VHC y constituye la base del
diagnostico serolégico de la infeccidn. Indica exposicidn o contacto previo con el virus.

Silos anticuerpos anti VHC son positivos, para confirmar la infeccion crénica se necesita
una prueba que detecte el ARN del virus. La sensibilidad es cercana al 100% en
pacientes inmunocompetentes. Sin embargo, existe un “periodo ventana” entre la
infeccion activa y el desarrollo de anticuerpos especificos, de unas 8 semanas y en
pacientes inmunodeprimidos la produccién de anticuerpos puede estar ausente, o la
seroconversion puede ser tardia o transitoria. Si hay datos diagnosticos y/o clinicos que
hagan sospecha una infeccion por VHC debe repetirse la prueba serolégica anti-VHC,
incluso se debe solicitar un andlisis de ARN-VHC en suero.

ARN del VHC: Su deteccion indica replicacion viral, por lo que es el marcador que se
utiliza para diagnosticar infeccién activa y establecer la curacién de la enfermedad tras
el tratamiento antiviral.

Antigeno core del VHC: Al igual que el ARN del VHC su deteccion implica replicacion

viral. Presenta una menor sensibilidad que el ARN del VHC para la deteccion de
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viremias bajas (hasta un 1 % puede no detectarse el Ag). Diversos estudios han puesto
de manifiesto su utilidad para la identificacion de pacientes con infeccién activa por VHC.
Su determinacion es mas barata que el ARN-VHC.

Genotipo: Ademas, se deberia realizar identificacion del genotipo ya que el dafio
hepatico y el genotipo del virus se utilizan para orientar las decisiones terapéuticas y la
conducta clinica. La reciente aparicion de regimenes pangenotipicos hace necesario
replantear si esta determinacion es necesaria en la mayoria de los pacientes, aunque
sigue existiendo un papel importante en los casos de fallo terapéutico, para definir una
potencial reinfeccién, y para llevar a cabo las sustituciones terapéuticas asociadas a

resistencia. (20).
1.2.4. Manifestaciones clinicas del virus de la Hepatitis C
1.2.4.1. Manifestaciones hepéaticas y extrahepaticas

Como virus hepatotropo, la infeccién por el VHC principalmente afecta el higado; sin
embargo, se estima que el 40-74% de los pacientes con hepatitis cronica por VHC
pueden desarrollar al menos una manifestacion extrahepatica durante el curso de la
enfermedad. Los sindromes extrahepaticos pueden representar la primera sefial de

infeccion por hepatitis C en algunos pacientes.

La hepatitis cronica por VHC se ha relacionado con afectacion renal (35-60%), con Rl 'y
DM tipo 2; con enfermedad cardiovascular en 17-37% de los pacientes; y con un mayor
riesgo de muertes cerebrovasculares. También se ha asociado con trastornos
linfoproliferativos, particularmente linfoma de células B no-Hodgkin y otros trastornos
hematoldgicos, entre otras manifestaciones.

Por lo tanto, las manifestaciones extra-hepaticas de VHC implican sistemas de 6rganos
multiples fuera del higado vinculados a una variedad de comorbilidades que pueden
conducir a un aumento significativo de la mortalidad por eventos no relacionados con el
higado. (21)

1.2.4.1.1. Renales

El tipo predominante de afectacion renal asociada es la glomerulonefritis membrano-
proliferativa con o sin crioglobulinemia. En el 30% de los casos, el compromiso renal
comienza con un sindrome nefritico e insuficiencia renal aguda, mientras que en el 55%
solo hay hematuria leve, microalbuminuria, proteinuria e insuficiencia renal. Se han
descrito un amplio espectro de enfermedades renales glomerulares en pacientes
infectados por el VHC. (22-25).

Existe evidencia del impacto directo de la infeccion del VHC en la patogenia de las
18



glomerulonefritis asociadas al VHC, que se ha relacionado con el depoésito de
inmunocomplejos que contienen ARN- VHC en el glomérulo. Estos inmunocomplejos
activan el Toll-like receptor 3 que promueve la liberacion de citokinas y chemokinas

inhibiendo la proliferacion y estimulando la apoptosis de las células mesangiales. (26).
1.2.4.1.2. Virus de la hepatitis C y diabetes mellitus

La relacion entre la DM y el VHC es controvertida. Estudios epidemioldgicos, incluyendo
dos metanalisis, (27- 28), estudios longitunales posteriores y la descripcién de
mecanismos fisiopatoldgicos por los que la infeccién puede causar o exacerbar la Rl
sugieren la asociacion entre el VHC y DM. Se estima que hasta el 50% de los pacientes
con infeccion cronica por VHC, presentan algun tipo de anomalia en el metabolismo de
la glucosa. (29) Ademas, comparten la esteatosis hepdtica, la inflamacién subclinica y
quizas incluso la enfermedad cardiovascular, que producen un considerable aumento

de la morbi-mortalidad prematura. (30).

Recientemente, Ruhl et al. revisaron la asociacion de infeccion por VHC y prediabetes
o0 DM tipo 2 en una cohorte de 15128 pacientes americanos (NHANES). Constaron que
la prevalencia de diabetes o prediabetes no estaba asociada con el status de infeccion
por VHC. (31).

La DM puede ser un factor de riesgo para la peor evolucién del VHC, y, por otro lado, el
VHC puede serlo también para el desarrollo de DM. Ambos pueden causar afectacion

renal que puede llevar a ERC terminal que requiera didlisis o TR.

Figura 1: Relacién entre VHC y DM.

DM como factor de VHC como factor de riesgo
riesgo de peor de desarrollo de DM:
evolucion de VHC: &= - Resistencia insulinica.
- PeorRVSa - Induccién de DM tipo 1
INF. g por INF.
- Mayor
progresion a
cirrosis. 1
- Mayor ;
desarrollo de ) Alta p_rgvalenua en ND de
carcinoma mfecm_o/n por VHC y peor
evolucién.
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1.2.4.1.3. Neoplasia

Aunque la asociacion con carcinoma hepatocelular es la mas descrita asociada al VHC,
también se ha descrito su relacion con linfoma, especialmente con linfoma no-Hodgkin
difuso de células B. Aunque los mecanismos no son bien conocidos se ha descrito
regresion del tumor con tratamiento antiviral. (32). En un metanalisis reciente realizado
por Yuying Li, el VHC aumenté el riesgo de mieloma multiple en paises con alta
prevalencia de VHC. (33). También se ha descrito la asociacion con carcinoma de

préstata, tiroides y mama. (34-37).
1.3. Enfermedad renal crénica
1.3.1. Definicion y clasificacion

La ERC es un problema de salud publica importante. (38-39). En el adulto se define
como la presencia de una alteracién estructural funcional renal (sedimento, imagen,
histologia) que persiste mas de 3 meses con o sin deterioro de la funcién renal; o un FG
< 60 ml/min 1,73m2 sin otros signos de enfermedad renal. Las guias KDIGO han incluido
los trasplantes renales independientemente del grado de fallo renal que presenten. La
gravedad de la de ERC se ha clasificado en 5 categorias o grados segun el FGy 3

categorias de albuminuria.

Tabla 1: Estadificacion de la ERC segun la guia KDIGO 2018. (40)

Categorias por albuminuria, descripcion e intervalo

Prondstico de la ERC segun FGe Al A2 A3
L Normal o Aumento Aumento
y albuminuria: KDIGO 2012 aumento leve moderado grave
<30 mg/g 20-299 myg/g > 300 mg/g
< 30 mg/mmol 3-29 mg/mmol > 30 mg/mmol
G1 Norma o alto > 90
Levemente
G2 disminuido 60-89
Categorfas por Descenso
FGe, descripcién G3a leve-moderado 45-59
y rango G3b Descenso ]
(ml/min/1,73 m?) moderado-grave .
G4 Descenso grave 15-29
G5 Fallo renal <15

1.3.1.1. Filtrado glomerular, albuminuriay proteinuria
Medicién del Filtrado Glomerular:

El FG es un parametro critico, para el estadiaje, manejo y seguimiento. La creatinina
sérica comienza a aumentar cuando el FG desciende un 50%. El Clcr es el parametro

mas difundido para la medicién del FG, pero conlleva el potencial error en la recogida
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de la orina de 24 horas. Se han desarrollado férmulas para el calculo del FG a partir de
la creatinina sérica junto a variables analiticas, demograficas y antropométricas
obviando la necesidad de recogida de la orina de 24 horas. Las mas empleadas en la
investigacion y practica clinica son el MDRD y el CKD-EPI, que ha demostrado mejores

resultados en cuanto a exactitud y precision. (41).
Albuminuriay proteinuria:

Albuminuria: su rango de excrecion se extiende entre 30 y 300 mg/24horas y se conoce
como microalbuminuria. Estos limites comprenden el rango que va desde el limite
superior de la excrecién urinaria hasta el nivel de detectabilidad inequivoca de las tiras
detectoras de proteinuria. Si la albuminuria persiste mas de tres meses es un factor de
riesgo de deterioro de funcion renal progresivo, asi como de eventos cardiovasculares

adversos.

La proteinuria en orina de 24 horas se considera el patrén de oro, pero es dificil
garantizar la recogida correcta. La determinacion simultanea de la creatinina urinaria
permite establecer el cociente albumina o proteina/Cr, que presenta una buena

correlacion con la eliminacion en 24 horas.

La proteinuria es el factor de riesgo modificable mas potente de progresién de ERC e
influye directamente en el prondstico y en la toma de decisiones clinicas. Por todo ello,
la medicién del FG y la determinacion de la proteinuria, son herramientas clave para el

diagnoéstico y manejo de la ERC. (42).
1.3.2. Enfermedad renal cronicay diabetes mellitus

La DM tipo 2 es la principal causa de ERC en nuestro medio y constituye una importante
comorbilidad de la nefropatia no diabética. (43).

La ND es una de las principales complicaciones microvasculares de la DM. La patogenia
es multifactorial, ya que no solo intervienen alteraciones metabdlicas y hemodinamicas
favorecidas por la hiperglucemia, sino que hay un claro condicionante genético que
explicaria la mayor predisposicién al desarrollo de ND en unos diabéticos respecto a
otros. Se distinguen 5 fases que van desde la hiperfiltracién glomerular hasta la ERC
terminal. Los costes del tratamiento de la ND son extremadamente altos, debido en parte
a la relacion entre ND y riesgo cardiovascular, el desarrollo de ERC terminal y la
necesidad de tratamiento multidisplinar. (44). En los pacientes con ND existe una alta
prevalencia de marcadores de infeccién convencional por VHC (19,5%). (45-46). La
presencia de infeccion por el VHC se ha descrito que aumenta la progresion de la ND.
(47).
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1.3.3. Enfermedad renal crdénicay virus de la hepatitis C

El VHC es la infeccién viral que se encuentra con mayor frecuencia en pacientes con
ERC. (48). EI VHC puede causar afectacion glomerular que puede llevar a ERC terminal
que requiera dialisis o trasplante. Por otro lado, la propia ERC puede favorecer la
adquisicion del VHC, lo que puede explicar la elevada prevalencia de VHC en ERC.
(49).

Figura 2: Relacidn virus de la hepatitis C y Enfermedad renal cronica.

VHC como causa de ERC:

- El VHC se ha asociado VHC como consecuencia de ERC:
con enfermedades
renales glomerulares. - Transfusionessanguineas.

- Lospacientescon ERCy - Transmision nosocomial en
VHC, progresan mas unidades de dialisis.
rapidamente a ERC - Transmisién porinjertosrenales.
terminal.

- Estudios poblacionales
han encontrado una
asociacidn entre
positividad parael VHCy
marcadores de ERC
como albuminuria. Mayor prevalencia de VHC en ERC que en
la poblacion general.

Proteinuriay virus de la hepatitis C:

Johnson and col. describieron que la proteinuria se disminuia significativamente cuando
los pacientes con infeccion por VHC y disfuncion renal se trataban con interferon a. (50).
La remision de la proteinuria estaba asociada con la supresion de la viremia, durante el
tratamiento, y la discontinuacién del mismo, estaba asociado con recurrencia de ambos,
viremia y proteinuria. Otro estudio, ha confirmado los mismos resultados sugiriendo una

relacion directa entre infeccion por VHC y ERC. (51).
1.3.3.1. Progresién de la enfermedad renal cronicay virus de la Hepatitis C

Molnar et al. describieron que la infeccion por el VHC se asocié con un riesgo

aumentado de mortalidad, incidencia y progresion de enfermedad renal. (52)
1.3.3.2. Supervivencia

En pacientes VHC+ con TR a pesar del mayor riesgo de infecciones, DM post-TR,
enfermedad cardiovascular y fibrosis respecto a pacientes con TR sin el VHC clasico,

Su supervivencia es mayor cuando se compara a la de pacientes en hemodialisis. (53).
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Posteriores estudios han confirmado el riesgo de los pacientes en dialisis con VHC.
(54,55).

Una de las principales causas de muerte en la lista de espera fueron las enfermedades
cardiovasculares, mientras que la infeccion fue una causa importante en el grupo de TR.
(56).

1.3.4. Trasplante renal e infeccion por virus de la hepatitis C

La infeccion por el VHC, sin embargo, es un factor predictivo de mal prondstico en
receptores de TR, incrementando la morbilidad y la mortalidad en estos pacientes
debido al agravamiento de la enfermedad hepatica, al mayor riesgo de infecciones, y al
desarrollo de DM post-TR o enfermedades glomerulares (57). incluyendo la NCI (58-
61).

En las Guias KDIGO de 2018 se recomienda el trasplante renal como la mejor opcién
terapéutica para pacientes con enfermedad renal cronica estadio G5

independientemente de la presencia de infeccion por el virus de la hepatitis C. (62).

1.3.4.1. Medicacién inmunosupresora e infeccién por VHC

En presencia de infeccion por VHC la inmunosupresion tiene consecuencias
significativas sobre la replicacion y la enfermedad producida por el VHC. El régimen
inmunosupresor mas apropiado en receptores de TR con infeccion por el VHC es objeto
de controversia.

Existen resultados contradictorios en cuanto a los efectos peligrosos o beneficiosos de
los inmunosupresores de induccién en el curso de la infeccion por el VHC vy la
supervivencia del injerto renal. (63-64).

Los corticoides se han asociado con una mayor replicacioén del VHC (65), sin embargo,
Luan et al. demostraron diferencias significativas en la mortalidad entre los pacientes
que recibieron esteroides y los que no lo hicieron. (66). Akalin et al. sefialé que la rapida
interrupcién del tratamiento con esteroides no estaba asociado con peores resultados
en receptores de TR VHC positivo. (67).

Kahraman et al. investigd los receptores de TR con VHC, y observaron diferencias
significativas entre un grupo que recibié tacrolimus y un grupo que habia recibido
ciclosporina con respecto a la replicacién viral y desarrollo de la fibrosis hepatica, ya que
la ciclosporina podria inhibir la replicacion del VHC. (68-70).

El micofenolato mofetil se sabe que tiene efectos antivirales en pacientes con VHC, y
actlia mediante la induccion de la expresion de los genes de IFN- alfa (71-72).

Inhibidores de mTOR: Hay escasos datos sobre la influencia de sirolimus y everolimus
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en los receptores de TR con el VHC. (73). Luan et al. encontr6é que los inhibidores de
MTOR estaban asociados con 13% mayor riesgo de mortalidad en este grupo de
pacientes (74). Estos medicamentos no se recomiendan como régimen estandar para
los receptores de TR con VHC. (75).

1.3.4.2. Complicaciones del virus de la hepatitis C en el Trasplante Renal
Las principales complicaciones clinica de la infeccion por el virus de la hepatitis C en el

post-trasplante renal se encuentran recogidas en la figura 3.

Figura 3: Complicaciones clinicas de la infeccién por VHC en el post-TR. (Los asteriscos

indican el grado de asociacion: (*) Débil; (**) Moderado; (***) Fuerte).

Complicaciones Complicaciones
hepéticas: (***) extrahepaticas:
- Hepatitis crénica. - GNdenovoo
- Fibrosis hepatica. recurrente (***)
- Cirrosis. - Glomerulopatia del
- Enfermedad TR. (***)
hepatica terminal. - DM post-TR. (**)
- Hepatitis - RA.(%)
colestasica - Infecciones. (*)
fibrosante - Malignidad (*)
- Carcinoma
hepatocelular.

1.3.4.2.1. Afectacidon hepatica

La infecciébn por el VHC tras el TR generalmente progresa sin complicaciones
inmediatas aunque las manifestaciones clinicas y alteraciones patolégicas pueden ir
progresando con el tiempo. La hepatitis colestasica fibrosante solamente aparece en el
1,5 % de los pacientes. Solamente un 20-51% de los pacientes con infeccion por el
VHC, tienen alterada la funcién hepética, a pesar de presentar ARN-VHC positivo en
suero. Estos hallazgos no implican histologia hepatica normal. El riesgo de desarrollar
infeccion hepatica crénica determinado como elevacion de transaminasas >6 meses,
depende de la severidad de la afectacion hepatica pre-TR, la infeccion concomitante por
el VHB, el tiempo post-TR y el régimen inmunosupresor. La mortalidad debida a
enfermedad hepatica estd aumentada en los pacientes con infeccion por el VHC, en
comparacion con aquellos sin infeccion por el VHC. Solo un porcentaje pequefio de

pacientes requerira un trasplante hepatico a medio plazo. (75).
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1.3.4.2.2. Rechazo agudo

El efecto de la infeccion por VHC sobre el riesgo de RA del injerto renal es
controvertido. Aunque la infeccion por el VHC produce una reduccion en los linfocitos
T —helper y una alteracion en la respuesta proliferativa frente a mitégenos, y estas
alteraciones apoyarian la disminuciéon de la incidencia de RA, la tasa de RA se ha
estimado en un 14,5% y confirmado posteriormente en otras series. Para clarificar si la
infeccion por el VHC es un factor de riesgo para el rechazo mediado por anticuerpos, es
fundamental realizar un ajuste para los anticuerpos reactivos a panel. Tras este ajuste
Forman et al encontraron que la infeccion por el VHC no era un factor de riesgo

independiente para el desarrollo de RA mediado por anticuerpos. (76).

El tiempo en dialisis, los trasplantes previos y el nimero de trasfusiones son factores de

riesgo para el desarrollo de RA e infeccién por VHC.
1.3.4.2.3. Infecciones secundarias

Los receptores de trasplantes de érganos infectados por el VHC tienen mayor riesgo de
infecciones con riesgo vital en comparacion con aquellos sin infeccién del VHC.
Probablemente sean debidas a la inmunodeficiencia que confiere la infeccion por el
VHC. Estas infecciones pueden afectar al sistema nervioso central, los pulmones y
producir bacteriemias post-cirugia. (77-79). Ademas, la infeccion por el VHC ha
demostrado ser un factor de riesgo independiente para la septicemia y la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis. (80). El riesgo es maximo en los primeros 6 meses post-
TR, ya que es en este periodo cuando el efecto inmunosupresor es mayor, debido a la

medicacién inmunosupresora.
1.3.4.2.4. Neoplasia extrahepatica

La enfermedad linfoproliferativa post-trasplante y el mieloma se han asociado con la
infeccion por el VHC. (81). Datos preliminares de Australia y Nueva Zelanda han
mostrado que la tercera causa de muerte en pacientes con infeccion por el VHC es la
neoplasia. Se ha demostrado un efecto directo de la infeccion por el VHC en la
carcinogénesis de las células linfoides. (82-84). Aunque estos datos deben ser
confirmados, sugieren que la infeccibn por el VHC puede ser importante en la
patogénesis de la enfermedad linfoproliferativa post-TR y otras enfermedades

hematolégicas.
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1.3.4.2.5. Diabetes post-trasplante renal

La DM post-trasplante es una complicacion que ocurre en receptores de TR en un 6-
19%. (85). Las drogas inmunosupresoras, especialmente, los corticoides, el tacrolimus
y la ciclosporina son los supuestos responsables de esta complicacion. (86). La
evidencia también sugiere una mayor prevalencia de DM post-transplante en pacientes
que recibieron un trasplante siendo positivos por serologia para la infeccion por VHC.
Ademas, la tasa de mortalidad en este grupo incluyendo la mortalidad por IAM fue méas

prevalente. (87).

Distintos grupos han sugerido mecanismos patogénicos que explicarian el desarrollo de

DM en receptores VHC positivos de TR.

1.3.4.2.6. Enfermedad renal post- trasplante renal inducida por la infeccién
del VHC

1.3.4.2.6.1. Glomerulonefritis de novo y recurrente

Se han descrito la aparicién de glomerulonefritis de novo y la recurrencia en el injerto
renal de distintas enfermedades renales en pacientes infectados por el VHC. La lesién
mas frecuente es la glomerulonefritis membranoproliferativa, que generalmente ocurre
tras trasplantes repetidos, seguida de la glomerulonefritis membranosa. También se ha
descrito la microangiopatia trombdética asociada a anticuerpos anti-cardiolipina. (88-93).

La afectacion renal no se correlaciona con la severidad de la afectacion hepatica.
1.3.4.2.6.2. Glomerulopatia del trasplante renal

La prevalencia de anticuerpos anti VHC es superior en pacientes con glomerulopatia
post-TR (33%) que en aquellos sin esta lesion (1,9%). (94). Este hallazgo ha sido
posteriormente corroborado en otros estudios. (95-97). Baid- Agrawal estudié un grupo
de trasplantados renales con glomerulopatia post- trasplante, y encontr6 la infeccion por
el VHC, como una de las posibles etiologias, para su desarrollo. Esta asociacién debe
ser validada y determinado el riesgo inmunolégico y el efecto directo de la infeccion por

el VHC a nivel glomerular. (92).
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1.3.4.3. Efecto de la infeccién por el virus de la Hepatitis C en la

supervivencia
1.3.4.3.1. Supervivencia del injerto

Varios estudios, de caracter retrospectivo, han demostrado que los pacientes con
infeccién por el VHC tienen una menor supervivencia del injerto que aquellos sin
infeccién por el VHC, (98-99). Varias complicaciones asociadas al VHC parecen
contribuir a esta menor supervivencia: el desarrollo de proteinuria debida a NCI, las
glomerulonefritis asociadas a la infeccion por el VHC, la glomerulopatia del trasplante
renal y la DM post-trasplante. Un estudio sobre supervivencia renal a 5 afos ha
demostrado que este pardmetro era peor en pacientes infectados por el VHC,
comparado con aquellos sin infeccion (HR 1,71). Las causas mas frecuentes de pérdida
renal, en estos pacientes fueron las glomerulonefritis (HR 2,71) y la NCI (HR 1,87).
(100). Un meta-andlisis mostré que la presencia de anticuerpos anti VHC era un factor
de riesgo independiente para la pérdida del injerto. (101). Este hallazgo ha sido

posteriormente confirmado en una revision sistematica. (102).
1.3.4.3.2. Supervivencia del paciente

La mayoria de los estudios con seguimiento a largo plazo, encontraron que la infeccién
por el VHC es un factor de riesgo independiente para la supervivencia del paciente. Esto
se ha confirmado posteriormente en 2 meta-analisis. (103-104). La enfermedad
cardiovascular fue mas prevalente en aquellos receptores de TR VHC positivo, y la
infeccién cronica por el VHC se ha identificado como factor de riesgo de ateroesclerosis.
(105).
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1.4. Tratamiento antiviral

La figura 4, muestra la progresion del tratamiento antiviral y su relacion con la RVS.

Figura 4: Progresion del tratamiento antiviral y su relacion con la RVS.
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DAA, direct-acting antiviral; IFN-alpha, interferon-alpha; PEG-IFN-a, pegylated interferon-alpha; 1st-gen PI,
first-generation protease inhibitor; RBV, ribavirin; SVR, sustained virological response. Adapted with
permission from Macmillan Publishers Ltd: Nat Rev Immunol, Heim MH (105), 2013

1.4.1. Interferdn y ribavirina

Las terapias antivirales convencionales no eliminaban el VHC de forma eficiente y
segura. De hecho, las pautas de KDIGO 2008 para el tratamiento del VHC recomiendan
el tratamiento del VHC solo en receptores de TR que tienen indicaciones urgentes para
la terapia, como empeoramiento de la enfermedad hepatica clinica e histol6gica. Por lo
tanto, la mayoria de los receptores de TR con VHC no recibian tratamiento. El INF y la
RBV eran las mejores opciones. Sin embargo, el interferén esti asociado a escasa RVS
(13-43%) y esta contraindicada en el post-TR debido a la alta prevalencia de efectos

adversos, incluido el RA del injerto. La monoterapia con RBV no era eficaz.
1.4.2. Antivirales de accién directa

En 2011 la primera generacién de anti AAD fueron aprobados por la FDA: telaprevir y
boceprevir. La eficacia de estos inhibidores de la proteasa orales se evalué en los
estudios ADVANCE y SPRINT 2. (106-108). Su empleo estaba limitado en el post-TR
debido a las interacciones con los inhibidores de la calcineurina y severos efectos

adversos.

En 2013 aparecieron nuevos anti-AAD, mejor tolerados, y con menor perfil de efectos
adversos. Su desarrollo ha revolucionado el campo del tratamiento del VHC en los

ultimos afos. La curacion del VHC parece estar presente en las etapas ERC 4-5, segun
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distintos estudios (C SURFER, TRIO, RUBY 1y 2, EXPEDITION IV, HCV TARGET).
(109-111).
Existen datos extremadamente limitados sobre el manejo del VHC en pacientes

sometidos a dialisis peritoneal.

En 2016 se describieron los primeros casos de tratamiento en TR con AAD.

Publicaciones recientes demuestran que las terapias AAD curaron eficazmente el VHC
en 406 de 418 receptores de TR (97%); la mayoria fueron tratados con regimenes
basados en sofosbuvir. Un nimero menor de receptores de TR ha sido tratado con
paritaprevir-ritonavir, ombitasvir y dasabuvir, elbasvir-grazoprevir o glecaprevir-

pibrentasvir con excelente éxito, tolerancia y seguridad.

En resumen, los AAD pueden utilizarse en el post-TR. Las interacciones son débiles,
objetivAndose en algunos pacientes disminucién de niveles de anticalcineurinicos. Con
monitorizacién cuidadosa la funcién renal permanece estable y los rechazos son poco
frecuentes. (112-121).

Los ultimos avances incluyen la aprobacién de regimenes que pueden tratar a los
pacientes con disfuncién avanzada del injerto (FR <30 ml/ min por 1.73 m2) y regimenes

"pan-genotipicos" que tienen actividad contra los principales genotipos del VHC. (122).

En las Guias KDIGO 2018, se recomienda que todos los pacientes trasplantados
renales infectados con el virus de la hepatitis C sean evaluados para recibir tratamiento
antiviral. Se recomienda tratamiento con regimenes basados en antivirales de accion

directa segun la Tabla 3.

29



Tabla 3: Recomendaciones de regimenes terapéuticos de antivirales de accion directa para
pacientes con enfermedad renal crénica estadios G4 y G5D y trasplantados renales, segun el

genotipo del virus de la hepatitis C. (123)

Kidney function HCV Recommended regimen(s) Strength of  Alternate regimen(s) Strength of
genotype evidence evidence
CKD G4-G5 1a Grazoprevir/elbasvir 1B Ritonavir-boosted paritaprevir, ombitasvir, and 2D
(GFR < 30 ml/min per dasabuvir (also known as PrOD or 3D regimen)
1.73 m?) including with ribavirin
HD, KTR® o ) . .
Glecaprevir/pibrentasvir 1B Daclatasvir/asunaprevir 2C
1b Grazoprevir/elbasvir 1B Ritonavir-boosted paritaprevir, ombitasvir, and 2D
dasabuvir (also known as ProD or 3D regimen)
Glecaprevir/pibrentasvir 1B Daclatasvir/asunaprevir 2C
2,3 Glecaprevir/pibrentasvir 1B
4 Grazoprevir/elbasvir 2D
Glecaprevir/pibrentasvir 1B
5,6 Glecaprevir/pibrentasvir 2D
CKD G5 PD n/a (reasonable to follow proposed regimens for HD)
KTR 1a Sofosbuvir with ledipasvir, 1B Sofosbuvir/ribavirin 2D
(GFR = 30 ml/min per daclatasvir or simeprevir
1.73 m?) o )
Glecaprevir/pibrentasvir® 1C
1b Sofosbuvir with ledipasvir, 1B
daclatasvir or simeprevir
Glecaprevir/pibrentasvir® 1C
2,3,5,6 Glecaprevir/pibrentasvir® 1D Sofosbuvir/daclatasvir/ribavirin ¢ 2D
4 Sofosbuvir with ledipasvir, 1D

daclatasvir or simeprevir

Glecaprevir/pibrentasvir® 1D

Figure 1| Recommended direct-acting antiviral (DAA) treatment regimens for patients with chronic kidney disease (CKD) G4-G5D and
kidney transplant recipients (KTRs), by hepatitis C virus (HCV) genotype®. Duration of therapy for all above regimens is usually 12 weeks
but readers should consult Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) or European Association for the Study of the Liver guidelines for
latest guidance. *We recommend that CKD patients with glomerular filtration rates (GFRs) = 30 ml/min per 1.73 m? (CKD G1T-G3bT) be treated
with any licensed DAA regimen. PThere is little published evidence to guide treatment regimens in KTRs with GFR < 30 ml/min per 1.73 m?
(CKD G4T-G5T). Regimens in KTRs should be selected to avoid drug-drug interactions, particularly with calcineurin inhibitors. “Based on Reau et
al® 9As suggested in AASLD guidelines (https://www.hcvguidelines.org/). CKD G, chronic kidney disease (GFR category); HD, hemodialysis; n/a,
no data or evidence available; PD, peritoneal dialysis.

1.4.3. Momento del tratamiento antiviral

Actualmente, se recomienda que todas las decisiones sobre el momento de inicio del
tratamiento antiviral para los pacientes en la lista de espera de TR se debatan con su
centro de trasplante y la decisiébn se tome caso por caso, teniendo en cuenta los
beneficios potenciales de erradicar el VHC lo antes posible, al tiempo que se reconoce
gue el acceso a los rifiones de donantes fallecidos infectados por el VHC reduciria

significativamente el tiempo de dialisis. (125).
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Figura 5: Consideraciones sobre el momento del inicio del tratamiento: pre o post- TR.

Tratamiento pre- TR:

1) Evita la progresion de
enfermedad hepatica
y puede mejorar
manifestaciones
extrahepaticas.

2) Disminuye la
transmisién en
dialisis.

3) Disminuye las
compliaciones post-
TR.

A

En las Guias KDIGO de 2018 se recomienda:

El momento del tratamiento de la infeccién por VHC deberia decidirse basandose
en el tipo de donante (vivo vs cadaver), el tiempo en lista de espera, politica intra-

centro sobre la utilizacion de donantes VHC positivos, el genotipo del VHC vy la

severidad de la fibrosis hepatica. (123).

Los pacientes en hemodialisis deben ser considerados candidatos a tratamiento antiviral
tanto si son o no candidatos a TR, como si tienen o no fibrosis. En aquellos con fibrosis

hepatica no significativa el tratamiento antiviral puede ser pospuesto al periodo post-TR,

Tratamiento post-TR:
1) Aumenta el riesgo de

RA (leve).

2) Disminuye el tiempo
en lista de espera.

3) Incrementala
utilizacion de
érganos.

4) Disminuye el coste
global.

lo que les permitiria trasplantarse antes con un injerto VHC positivo. (124).

1.5. Donacién de 6rganos

A pesar de las precauciones, para la transmision de infecciones en el trasplante de
6rganos, todavia existe el riesgo de transmision de la infeccién por el VHC. En pacientes
anti VHC negativo, VHC-ARN es positivo en menos del 1 % (0,2-0,9%). (125). Las
determinaciones de VHC- ARN y el antigeno del core no se realizan de forma

sistemética en los trasplantes de 6rganos debido a su alto coste y la complejidad de los

procedimientos.

La transmision de VHC positivo de donante a receptor es casi del 100%. (126).
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1.5.1. Donacién VHC +, a receptor VHC+

No hay duda de que incluso en la era pre-AAD los pacientes con ERC y VHC positivos
se beneficiaban de TR. Sin embargo, si este beneficio persistia cuando rifiones de
donantes VHC positivos eran trasplantados en pacientes VHC positivos ha sido siempre
objeto de controversia, ya que aungque presentan peor evolucion que aquellos que
reciben uno VHC negativo, permanecen menos tiempo en lista de espera. (127). Las
decisiones sobre la utilizacion de rifiones de donantes VHC eran dependientes del

centro.
1.5.2. Donacién VHC+, a receptor VHC

Debido a la gran disparidad entre las listas de espera y el numero de pacientes
trasplantados al afio, nuevas formas de aumentar el pool de donantes son bienvenidas.
Segun el registro de donantes de 2012 Organ Procurement Transplant Network,
Unicamente son utilizados el 2,4% de los donantes HCV +. Aproximadamente el 50%,
son descartados. (127-128).

Algunas de las cuestiones pendientes, mas importantes son: ¢,Los riesgos conocidos
asociados con la infeccion por VHC en el receptor de TR se mitigan mediante la
erradicacion temprana del VHC con AAD? ¢ La supervivencia del injerto y del paciente
coincide con la de los receptores de TR no infectados?

En este sentido, recientemente han sido publicados los resultados preliminares del
seguimiento a 12 meses de un estudio unicéntrico, que incluyd 20 receptores de TR
VHC-, cuyo donante era VHC+, y fueron tratados el tercer dia post-TR con elbasvir-
grazoprevir. El 100% de los receptores, respondieron eficazmente al tratamiento
antiviral, con buena calidad de vida y funcion renal. (128)

También en pacientes sin infeccion por el VHC que recibieron un trasplante cardiaco o
pulmonar el tratamiento con antivirales durante 4 semanas, iniciado a las pocas horas
post-trasplante, previno el establecimiento de la infeccion por el VHC. (130).

Silos resultados del trasplante de érganos infectados con el VHC (ya sea que el receptor
esté o no infectado por el VHC) seguido de la terapia AAD conducen a resultados
aceptables a largo plazo, deben desarrollarse estrategias para garantizar que ninguno
de estos rifiones infectados se descarte innecesariamente. Hay muchas razones para
ser optimistas. En los préximos afos, tendremos las respuestas a estas preguntas.
Mientras tanto, la deteccion de la infeccion oculta por el VHC podria ayudar a responder

algunas de las controversias existentes hoy en dia sobre la infeccién del VHC.
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1.6. Infeccidn oculta por el VHC
1.6.1. Diagndstico

La infeccidon oculta por el VHC se describié por primera vez en pacientes con anticuerpos
anti-VHC negativos al ARN del VHC con valores anormales de enzimas hepéticas pero
que presentaban ARN-VHC en el higado y en CMSP. No siempre se dispone de la
biopsia hepatica para la infeccidén oculta del VHC, pero la deteccion del VHC —ARN en
CMSP. (131). o como se describid posteriomente, en suero tras concentrar las particulas
viricas por ultracentrifugacion seguido de deteccibn mediante RT-PCR (132) son
procedimientos alternativos que permiten identificar a este grupo de pacientes. Por
tanto, para el diagnéstico de la infeccién oculta por VHC la técnica mas sensible es la
deteccién de ARN en el higado (100%), seguido de la deteccion en CMSP (>70%), en
suero tras ultracentrifugacion (>58%) y la deteccion de anti VHC core (40%). (133-134).
La combinacion de estos métodos puede detectar mas del 91% de los pacientes en los
que se ha comprobado la presencia de VHC oculto positivo mediante biopsia hepatica.
(135).

Se debe poner atencion en los métodos utilizados para el diagndstico. La
estandarizacion de protocolos que incluyan temperaturas, tiempos y métodos de
almacenamiento especificos pueden ayudar a validar los resultados entre las diferentes
poblaciones, debido a que estas variaciones pueden afectar al rendimiento de los

ensayos. (136).
1.6.2. Tipos

Hasta ahora, se reconocen dos tipos de VHC oculto: VHC oculto seronegativo (anti-VHC
y negativo de VHC sérico en suero) y VHC oculto seropositivo (anti-HCV positivo y
sérico-HCV-RNA negativo). Los pacientes VHC oculto seropositivos incluyen pacientes
que presumiblemente han resuelto la infeccion por el VHC (espontaneamente o tras
tratamiento antiviral y portadores asintomaticos del VHC), pero otras publicaciones (la
mayoria de ellas en respondedores a terapia antiviral con RVS), no han encontrado
pacientes VHC oculto seropositivos cuestionando su existencia. (137-139). Respecto al
VHC oculto seronegativo hay muchas publicaciones que confirman su existencia (140-

146), y solo unas pocas en las que no se detecta. (147-148).

Por tanto, el concepto de VHC oculto sigue siendo un tema controvertido,
probablemente porque ambos tipos de OCI no se consideran como entidades diferentes.
(149).
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En la primera publicacion de VHC oculto en poblacion espafiola solo se identifico el
genotipo 1b del VHC. (150). Posteriormente, se han identificado la implicacién de otros
genotipos (1a, 2a, 2c, 3a, 3b, 4a) de VHC oculto en distintos trabajos. (151). EI VHC
oculto puede persistir y replicarse por largos periodos de tiempo. (150). Existe la
preocupacién sobre si el VHC oculto puede transmitir la infeccién sobre todo dadas las
fluctuaciones en la viremia detectadas mediante ultracentrifugacién en suero, y
mediante CMSP. Aungue un estudio apoya esta hipétesis se ha sugerido en otra revisiéon
gue se debe ser cauto y que se requieren mas estudios para corroborar estos datos.
(136).

1.6.3. Poblaciones

Se ha descrito su presencia en distintas poblaciones de pacientes: enfermedad hepatica
criptogénica, hemodidlisis, infectados por el VIH y por el VHB, enfermedades
hematoldgicas, donantes de sangre y en la poblacion general. (13). Las diferencias en
prevalencia de VHC oculto pueden ser explicadas segun la distribucion geografica del
VHC.

A continuacion veremos algunos estudios, en algunas poblaciones especificas:

1.6.3.1. Donantes de sangre

En un estudio reciente realizado en China que incluia muestras sanguineas de donantes
de sangre que eran anti VHC negativos y en los que se determiné en CMSP, se encontré
una prevalencia del 2,2%. (153). Otro estudio sugirio la presencia de infeccion por el

VHC oculto en donantes de sangre (152).
1.6.3.2. Hemodidlisis y Trasplante renal

Barril et al. analizaron 109 pacientes en hemodialisis con anormalidad en enzimas
hepaticas. La infeccién por el VHC oculto fue positiva en el 45 % de los pacientes. El 53
% de estos pacientes tenian replicacion por el VHC. En el andlisis por regresion logistica
la mortalidad se asocio a la edad (>60 afios) y a la presencia de VHC oculto (Odds Ratio
3,82;95% IC 1,29-11,43). La duracion del tiempo en didlisis también se relaciono con la
presencia de VHC oculto, sugiriendo que su presencia podia ser debida a infecciéon
nosocomial. (154). En otro estudio, realizado sin determinacion por ultracentrifugacion
y en pacientes, sin pre-seleccion segun el resultado en enzimas hepaticas, no se

confirmaron estos hallazgos y la prevalencia fue del 3%. (155).

34



Baid- Agrawal y col. encontraron una baja prevalencia de infecciéon por VHC oculto 2/398
(0,5%) en pacientes con TR y en programa de hemodidlisis. En un seguimiento
longitudinal medio de 30 meses de los 3 pacientes con infeccion oculta por el VHC, no
hubo evidencia clinica o virolégica de infeccion por VHC. (156).

Gelpi y col. describieron a seguridad en el post-TR de 3 receptores VHC negativo que
recibieron trasplantes renales de 3 donantes VHC positivos tratados con antivirales (2
con interferon y ribavirina y uno con DAA), en los que se excluyo la presencia de

Infeccion por el VHC oculto. (157).
1.6.3.3. Trastornos hematoldgicos

Estudios sobre la asociacion del VHC oculto seronegativo, y enfermedades
hematoldgicas, han demostrado resultados controvertidos. (158). Youssef et al,
demostraron una prevalencia del 20% de VHC oculto en pacientes con trastornos
linfoproliferativos, a diferencia de Farahani que demostré una baja prevalencia (1,9%).
(159-161).

Las diferencias entre paises se pueden explicar por las diferencias en seroprevalencia
de VHC. Ahmed Hashem et al. describieron una elevada prevalencia de VHC oculto en
pacientes diagnosticados de mieloma mdltiple sugiriendo una relacién entre ambas
entidades. (162).

1.6.4. Tratamiento antiviral en infeccion oculta por VHC

Otro estudio describio la respuesta del tratamiento antiviral del VHC oculto. 10 pacientes
con VHC oculto positivo (todos genotipo 1), que presentaban VHC- ARN en CMSP
(detectables persistentemente), niveles del ALT anormales y hepatitis cronica en biopsia
hepatica fueron tratados durante 6 meses con INF- PEG y RBV y seguidos durante otros
6 meses. Al final del seguimiento el 60%, presentaban niveles normales de ALT y VHC-
ARN era indetectable en 7 pacientes. Los resultados de este estudio sugieren que el
patrén de respuesta al tratamiento antiviral es similar a los de la hepatitis C croénica,
indicando la replicacién del virus en infeccion oculta por VHC y que las particulas
intactas virales estan presentes en estos pacientes. (163). Se requieren mas estudios
gue demuestren el beneficio potencial del tratamiento del VHC oculto. (136). Este
estudio fue realizado en una época en la que el tratamiento con INF-PEG y RBV eran la
forma habitual de tratamiento, y los resultados fueron consistentes con los resultados
del tratamiento para la hepatitis cronica por VHC. Con la aparicion de nuevos AAD, se
requieren nuevos estudios en los que se empleen estos farmacos para el tratamiento
por VHC oculto. (136).
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1.6.5. Reactivaciéon del VHC post tratamiento antiviral

La presencia de ARN del VHC después de la ultracentrifugacion de muestras de suero
durante el seguimiento de pacientes con hepatopatia cronica por VHC con RVS se ha
descrito previamente que predice la reactivacion de la infeccion por el VHC en pacientes

tratados con antivirales convencionales. (164).
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CAPITULO 2: JUSTIFICACION, HIPOTESIS, OBJETIVOS Y PRESENTACION DE
ESTUDIOS

2.1. Justificacién e hipotesis

La comprobacion de la existencia de la infeccion oculta por VHC vy la repercusion del
VHC diagnosticado de forma convencional en la ERC en estadios anteriores a la dialisis
y en el TR sugiere que esta infeccidon oculta puede afectar al pronéstico, ya que en
pacientes en hemodialisis el VHC oculto confiere una peor evolucién. Su deteccion
podria resolver controversias vigentes sobre la infeccion del VHC en glomerulopatias,
ND o TR.

Contrastar en receptores de TR, la eficacia (determinando la presencia de VHC oculto),
seguridad y repercusién clinica (hepatica y renal) del tratamiento con los nuevos AAD
en comparacién con los antivirales convencionales y su utilidad o no en la presencia del
VHC oculto, se podria sugerir segun los resultados de este trabajo. Esto podria ser una

linea de investigacion futura.

2.2. Objetivos

- Objetivos generales:

- Determinar la prevalencia de la infeccidén oculta por el VHC seronegativa, en distintas
poblaciones de pacientes con ERC (nefropatias glomerulares, nefropatia diabética y
trasplantados renales).

- Estudiar aspectos clinicos y pronésticos de la infeccion oculta por el VHC en las
distintas subpoblaciones definidas.

. Determinar la eficacia, seguridad y repercusion clinica renal y hepéatica del tratamiento
antiviral en trasplantados renales, con RVS.

- Objetivos especificos:

1.- Original 1:

- Determinar la prevalencia de infeccibn por el VHC oculto en enfermedades

glomerulares primarias y secundarias.

- Determinar la presencia de factores de riesgo para la adquisicion de infeccion por el
VHC oculto.

- Determinar si la presencia de infeccién por el VHC oculto produce una evolucion mas
rapida hacia la ERC terminal en enfermedades glomerulares primarias y secundarias.

- Determinar si existe relacion entre elevacion de parametros hepéticos en pacientes

con y sin infeccion por el VHC oculto en pacientes con GNIM y GNH.
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2.-Original 2:

- Determinar la prevalencia de infeccién por el VHC oculto en la ND.

- Determinar la presencia de factores de riesgo para la adquisicién de infeccién por el
VHC oculto.

- Determinar si la presencia de infeccion por el VHC oculto en ND favorece la aparicion
de complicaciones propias de la diabetes.

- Determinar si la presencia de infeccién por el VHC oculto de ND confiere una evoluciéon
mas torpida hacia la ERC terminal.

- Determinar si existe relacion entre elevacion de parametros hepaticos en pacientes
con y sin infeccién por el VHC oculto en pacientes con ND.

3.- Original 3:

- Determinar la prevalencia de infeccién por el VHC oculto en receptores de TR.

- Determinar la presencia de factores de riesgo para la adquisicién de la infeccién por el
VHC oculto en receptores de TR. .

- Determinar si la presencia de infeccion por el VHC oculto en receptores de TR, confiere
una supervivencia peor del injerto o del paciente o mayor nimero de complicaciones
(desarrollo de infecciones, tumores, glomerulonefritis de novo o recurrencia, retraso en
la funcién del injerto, aparicion de rechazo agudo o rechazo crénico del injerto).

- Determinar si la presencia de infeccién por el VHC oculto en receptores de TR esta
favorecida por algun régimen terapéutico inmunosupresor especifico o si algiin régimen
confiere una peor evolucién o mayor morbilidad.

4.- Original 4:

- Determinar la prevalencia del VHC oculto en receptores de TR VHC positivos tratados
con antivirales.

- Determinar la eficacia del tratamiento antiviral mediante la determinacion del ARN del
VHC por ultracentrifugacion o en CMSP.

- Determinar la seguridad del tratamiento antiviral (efectos adversos, interacciones
farmacoldgicas).

- Determinar la repercusion clinica (hepatica y renal), del tratamiento antiviral.

Desarrollo del proyecto:

El equipo investigador implicado en el proyecto lleva colaborando desde el afio 2010,

en el estudio de la infeccion por VHC oculto y su asociacién con ERC.
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2.3. Pacientes y métodos

Original 1: Glomerulonefritis e infeccién por el VHC oculto.

Se incluyeron 113 pacientes (87 pacientes con glomerulopatias primarias o secundarias
y 26 pacientes con nefropatias glomerulares secundarias). El diagnostico renal se
realizd mediante biopsia renal. El periodo de reclutamiento fue junio de 2009 a enero de
2012.

Original 2: ND e infeccién por el VHC oculto.

Se incluyeron 125 pacientes, diagnosticados de ND. La DM fue definida utilizando los
criterios de la American Diabetes Association, confirmando dichos criterios mediante
técnicas de laboratorio. La ND fue definida como diabetes de larga evolucién con
albuminuria (ratio albumina/creatinina >30mg/g) y alteracién en la funcién renal (FG<60
ml/min per 1,73m?). Se reclutaron pacientes con distintos estadios de insuficiencia renal,
desde 2012 hasta febrero de 2015.

Original 3: Trasplantados renales e infeccién por el VHC oculto.

Se incluyeron 149 adultos con TR funcionante en todas sus fases evolutivas, con
marcadores seroldgicos negativos de infeccion por el VHC. Se incluyeron pacientes
trasplantados renales desde enero de 2006 al 31 de diciembre de 2013, para facilitar un
seguimiento minimo de 1 afio. El periodo de reclutamiento se realizé desde octubre-
diciembre de 2014 hasta octubre- diciembre de 2015.

Original 4: Receptores de TR anti-VHC positivo, tratados con antivirales, con RVS.

Se incluyeron 18 pacientes receptores de TR mayores de 18 afios, cuyo VHC habia sido
tratado con antivirales y presentaban RVS. Se excluyeron aquellos pacientes que no
hubieran alcanzado la RVS o tuvieran una reactivacion de la viremia. El periodo de

reclutamiento se realizo desde octubre de 2017 hasta junio de 2018.

NOTA: Los estudios fueron aprobados por el Comité de Etica del Hospital Universitario
La Paz y fueron llevados a cabo segun la Declaracion de Helsinki. Se obtuvo un
consentimiento informado de cada paciente. Todos los pacientes acudian a consultas

externas de Nefrologia del Hospital Universitario La Paz.
Métodos

Las muestras fueron extraidas en el Hospital Universitario la Paz, y enviadas en un
periodo menor a 24 horas a la Fundacion para el Estudio de Investigaciones Virales. A
todos los pacientes que se incluyeron en los estudios se les tom6 una muestra de sangre
anticoagulada para aislar plasma y CMSP mediante centrifugacion en gradiente de

Ficoli. Las CMSP (resuspendidas en RNA later) y las muestras de plasma se
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almacenaron a -20° hasta el momento de deteccién de VHC- ARN. Para confirmar que
todos los pacientes incluidos eran VHC- ARN negativo en suero, se determiné este
marcador en 250ml de plasma en todos ellos mediante RT- PCR a tiempo real con
sondas FRET dirigidas a la regiéon 5 no codificante del genoma virico (método
convencional). Los pacientes con el resultado positivo fueron excluidos del estudio y

reemplazados por los siguientes.
El estudio de la infeccién oculta por VHC se realiz6 por:

1) Deteccién cuantitativa de la cadena gendémica y antigenémica del VHC-RNA en
CMSP.
Se aisl6 el ARN total a partir de las CMSP utilizando el kit SV Total RNA Isolation

System (Promega). Una vez precipitado el ARN total, éste se resuspendio en 10

pul de agua destilada tratada con dietil pirocarbonato (DEPC). Se realiz6 la
deteccién del VHC-ARN gendmico y antigendmico (indicativo de replicacion del
virus) presente en las CMSP utilizando 0.5 ug del ARN total mediante RT-PCR
a tiempo real especifica de cadena con sondas FRET dirigidas a la regiéon 5' no
codificante del genoma del VHC. La cuantificacibn del genoma virico se
extrapolo a partir de una curva estandar realizada con VHC - ARN sintético de
concentraciones conocidas. Para asegurar la especificidad de los resultados se
procesaron simultdneamente con las muestras problemas al menos tres
controles negativos (muestras de plasma y CMSP reiteradamente negativas y

muestras de agua).

2) Determinacion cuantitativa del VHC- ARN en plasma tras ultracentrifugacion.

En las muestras de plasma de todos los pacientes incluidos en el estudio se
concentraron las particulas viricas circulantes ultracentrifugando 2 ml de plasma
100.000xg durante 18 horas a 4°C, sobre un colchén de sacarosa al 10%. Del
precipitado se aisl6 el ARN total para determinar y cuantificar la presencia de
VHC-ARN mediante RT-PCR a tiempo real con sondas FRET. En este caso
también se procesaron simultdneamente con las muestras problemas los
controles negativos (muestras de plasma reiteradamente negativos por esta
técnica y suero fetal bovino). Todas estas determinaciones se realizaron por
duplicado en diferentes tiradas. La deteccion de VHC-ARN en CMSP y/o en

suero tras ultracentrifugacion indicaron la existencia de infeccién oculta por VHC.

53



Variables:

Original 1: Glomerulonefritis e infeccién oculta por VHC.

Se recogieron datos demograficos: edad, sexo, tipo de enfermedad renal, factores de
riesgo para la infeccién oculta por el VHC (conviviente, tatuaje, piercing, transfusiones,
intervenciones quirargicas). Funcion renal (Creatinina, aclaramiento de creatinina),
proteinuria, y pardmetros hepéticos (GOT, GPT, LDH, FA, bilirrubina) al inicio y al final

del seguimiento. Causa de perdida, y en caso de exitus, el motivo.

Original 2: Diabetes mellitus e infeccion oculta por VHC.

Se recogieron datos demogréficos, edad, sexo, tipo de diabetes, evidencia de
complicaciones de diabetes (retinopatia, neuropatia, cardiopatia isquémica, accidente
cerebro-vascular), tipo de tratamiento para la diabetes (antidiabéticos orales, insulina),
factores de riesgo para la infeccién oculta por el VHC (conviviente, tatuaje, piercing,
transfusiones, intervenciones quirdrgicas). Funcién renal (Creatinina, aclaramiento de
creatinina), proteinuria, y pardmetros hepdéticos (GOT, GPT, LDH, FA, bilirrubina) al
inicio y al final del seguimiento. Causa de perdida, y en caso de exitus, el motivo.

Original 3: TR e infeccién oculta por VHC.

Se recogieron datos demograficos: edad, sexo, tiempo en dialisis, tipo de didlisis,
etiologia de la enfermedad renal, tiempos de isquemia presencia de retraso de la funcién
inicial del injerto, rechazo agudo, edad del donante, complicacién por CMV, Creatinina
y proteinuria a los 6-12 meses del trasplante renal y actual. Desarrollo de diabetes
postrasplante renal. Se valoraron también los parametros hepaticos (AST, AST, GGT,
FA, Bilirrubina, LDH), la inmunosupresion acumulada (anticuerpos monoclonales de
induccién) y farmacos inmunosupresores actuales (anticalcineurinicos vs inhibidores de
MTOR, tratamiento con/sin esteroides). Desarrollo de infecciones postrasplantes y
neoplasias. También se recogieron potenciales factores de riesgo para el desarrollo de
infeccion por el VHC (convivientes con infeccion por VHC, tatuajes, piercing,

transfusiones sanguineas).

Original 4: Receptores de TR anti-VHC positivo, tratados con antivirales, con RVS.

Se recogieron variables demogréficas, en relacion a la causa de la ERC, el tipo de
dialisis recibida, el nimero de trasplantes previos, el genotipo del VHC y los tratamientos
antivirales recibidos, asi como el momento de tratamiento antiviral (dialisis o con TR
funcionante). En aquellos receptores de TR tratados post-TR se analiz6 la funcién
hepatica y renal pre y post-tratamiento con AAD, asi como la presencia de RA del injerto

renal, interacciones y complicaciones del tratamiento antiviral.
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Estadistica:

Bases de datos: Con el fin de mantener la confidencialidad de los datos estos se

recogieron en una base de datos de SPSS. Una vez completada dicha base de datos,
los pacientes fueron identificados mediante cédigos numéricos. Los pacientes se
encontraron identificados en otra base de datos Excel donde constaba exclusivamente
el cédigo numérico del paciente, su nombre y su nimero de historia. Las bases de datos

se guardaron en el servidor del hospital.

Andlisis estadistico:

Las variables categéricas fueron comparadas usando chi-cuadrado test o el test exacto
de Fisher, segun correspondiera. Las variables continuas fueron comparadas usando t
de Student o test de la U de Mann- Whitney. Se realizé un analisis multivariante de
regresion logistica para determinar los factores independientemente asociados a la
ausencia o presencia de infeccién oculta por VHC. Todo ello utilizando el programa
SPSS version 20.0
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CAPITULO 3: GLOMERULONEFRITIS E INFECCION OCULTA POR EL VHC

Resumen

La asociacion de la infeccion por VHC y la glomerulonefritis es bien conocida. Sin
embargo, la relacion entre la GNIM y el VHC oculto, caracterizada por la presencia de
ARN-VHC en el higado o en células mononucleares de sangre periférica en ausencia
de marcadores serologicos, se desconoce. Determinamos el VHC oculto en 113
pacientes anti-VHC negativos; 87 con GNIM y 26 controles con NGH. Todos los
pacientes fueron negativos al ARN-VHC en suero por PCR convencional en tiempo real.
Significativamente, ARN-VHC oculto (ARN viral detectable en CMSP o en suero
después de la ultracentrifugacién) se encontré en 34 de 87 pacientes con GNIM versus
1 de 26 pacientes del grupo control. Los niveles de creatinina en suero fueron
significativamente mas altos en pacientes con GNIM que en aquellos sin VHC oculto
(1,5 versus 1,1 mg / dl, respectivamente). Un analisis multivariado ajustado por sexo
mostrd un riesgo significativamente mayor de VHC oculto en pacientes con GNIM versus
los controles (odds ratio de 13.29). La progresion a la ERC terminal tiende a ser mas
rapida en pacientes con GNIM y VHC oculto que en los casos negativos. Por lo tanto, el
VHC oculto esta fuertemente asociado con la GNIM y puede tener un papel en la

progresion de la ERC.
Introduccién

El VHC es un virus de ARN monocatenario que se replica mediante la sintesis de una
molécula de ARN complementaria (cadena de ARN del VHC antisentido). Aunque el
higado es el objetivo principal de la infeccién por VHC, una proporcion significativa de
la morbilidad asociada al VHC se debe a patologias extrahepaticas.(1) Estas
manifestaciones extrahepaticas pueden ocurrir debido a wuna autoinmunidad
generalizada inducida por el virus o0 una accion directa del VHC, ya que el ARN del VHC
se ha detectado en varios tipos de células extrahepaticas y 6rganos, incluido el rifion
(2,3).

Diferentes estudios epidemioldgicos han demostrado que la infeccion por VHC esta
estrechamente relacionada con varias enfermedades renales crénicas, como la
glomerulonefritis  membranoproliferativa tipo | con y sin crioglobulinemia, la
glomerulonefritis membranoproliferativa tipo Il y la nefropatia membranosa (4-6). La
caracteristica comun de las enfermedades renales asociadas al VHC es la existencia
de complejos inmunes del VHC en el tejido renal (7-9).

El diagndstico de infeccion por VHC se basa en la deteccion de anticuerpos contra las

proteinas VHC (anti-VHC) y ARN-VHC en suero (10). Sin embargo, el uso de andlisis
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de amplificacion de &cidos nucleicos altamente sensibles ha demostrado la presencia
de ARN-VHC en suero de algunos pacientes anti-VHC negativos. Este estado,
denominado infeccion seronegativa por el VHC, se encontr6 no solo en ciertas
condiciones clinicas, como la infeccion por VIH y la hemodialisis, sino también en la
hepatitis criptogénica y en donantes de sangre y organos (11-20). Se identificd otra
forma de infeccibn VHC seronegativa denominada VHC oculta en pacientes con
enfermedad hepética cronica de origen desconocido (21). Esta infeccién oculta por el
VHC se caracteriza por la deteccion de ARN del VHC en el higado en ausencia de anti-
VHC y ARN-VHC en el suero, incluso en el uso de técnicas altamente sensibles.
Ademas, una proporcién de pacientes con VHC oculta puede tener ARN-VHC en CMSP
y se pueden detectar niveles muy bajos de ARN VHC en suero después de la
ultracentrifugacion de grandes volimenes de suero para concentrar particulas virales
(22). Estas técnicas pueden ser Utiles para el diagnostico de VHC oculto cuando no se
dispone de una biopsia hepética. Utilizando estos métodos, la infeccién oculta por el
VHC también se describi6 en la cirrosis hepatica criptogénica, el carcinoma
hepatocelular, los trastornos linfoproliferativos, los pacientes en hemodialisis con
valores anormales de enzimas hepéticas de origen desconocido, e incluso en sujetos
sanos sin evidencia de enfermedad hepética (23-29).

Sobre la base de las premisas anteriores, este estudio tuvo como objetivo determinar la
prevalencia y la posible significacion clinica de la infeccion oculta por el VHC en una

poblacion de pacientes con anti-VHC negativos con GNIM.
Resultados

Este estudio prospectivo incluyé un total de 113 pacientes adultos con glomerulonefritis
que se dividieron en dos grupos. Uno de los grupos comprendia 87 casos con GNIM (65
pacientes con glomerulonefritis primaria y 22 con glomerulonefritis secundaria) y el otro

grupo (grupo control) tenia 26 pacientes con NGH (Tabla 1).
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Tabla 1: Caracteristicas clinicas y demogréficas de los 113 pacientes

Edad (afios; media = DS) 49,3 +17,8
Mujer (n; %) 65;57,5
Duracidn de enfermedad renal (meses; media +DS) 133,5 +107,8
Creatinina sérica (mg/dl; media +DS) 1,36 +1,27
Aclaramiento de creatinina (ml/min per 1,73 m2; (media £DS) 88,6 +42,9
Cockcroft-Gault (ml/min;media +DS) 83,6 +40,1

Enfermedad glomerular primaria (n; %)

Sindrome nefrético idiopatico 26;23
Nefropatia membranosa 20;17,7
Nefropatia lgA 14;12,4
Glomerulonefritis membranoproliferativa 3;2,6
Nefropatia Inmunotactoide 2;1,8

Nefropatia glomerular secundaria (n; %)
Nefropatialupica 15;13,3
Vasculitis ANCA positivo 7;6,2

Nefropatia glomerular hereditaria (n; %)

Sindrome de Alport 13;11,5
Enfermedad por membrana basal delgada 8:;7,1
Hematuria familiar benigna 5;4,4

El sindrome nefrético idiopéatico incluye nefropatia por minimos cambios, la glomeruloesclerosis
segmentaria y focal y la nefropatia IgM.

La nefropatia membranoproliferativa tipos I, Il y IlI.

Valores normales para creatinina sérica < 1,3 mg/dl; Valores normales para Cockcroft — Gault > 90ml/min

Al comparar las caracteristicas demogréficas y clinicas de los dos grupos de pacientes
incluidos en el estudio, se encontré que la proporcién de mujeres (20/26: 77%) y la
duracion de la la enfermedad renal (233 + 99,5 meses) fue significativamente mayor en
el grupo de pacientes con NGH que en pacientes con GNIM (45/87: 52%, P=0,025 y
103,8 + 91,5 meses, P=0,001, respectivamente). Por el contrario, el nimero de
pacientes que informaron de factores de riesgo para la adquisicion de infeccion por VHC
(transfusiones de sangre, tatuajes o piercings, o el contacto doméstico con un portador
cronico de VHC) fue significativamente mayor (P=0.007) en el grupo de GNIM (25/87;
29%) que en el grupo control (1/26; 4%). No se encontraron otras diferencias entre

ambos grupos de pacientes (Tabla 2).
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Tabla 2: Parametros demograficos y clinicos de los dos grupos de pacientes

GlomerulonefritisInmunomediada  Nefropatia Glomerular Hereditaria P
(n=87) (n=26)
Edad (afios; media+ DS) 19,8 £18,6 47,5 £14,5 0,577
Mujer (n; %) 5,52 20,77 0,025
Duracién de enfermedad renal (meses; media +DS) 103,8+91,5 232,8 £99,5 0,001
Creatinina sérica (mg/dl; media +DS) 1,24+0,7 1,78 +2,3 0,055
Aclaramiento de creatinina (ml/min 1,73m2; media *DS) 87,5 138 92,5 47,7 0,611
Cockcroft-Gault (ml/min; media +DS) 82,7 +38 86,4 +47,2 0,694
Factores de riesgo de adquisicion del virus de la hepatitis C (n; %) 25,29 1,4 0,007

Valores normales para creatinina sérica < 1,3 mg/dl; Valores normales para Cockcroft- Gault > 90ml/min.
Factores de riesgo para la adquisicién del virus de la hepatitis C trasfusiones sanguineas, tatuajes/piercing,
contacto con conviviente con un portador del virus de la hepatitis C.

El ARN del VHC sérico se determiné mediante PCR convencional en tiempo real (con
250 ml de suero) en los 113 pacientes y todos fueron negativos. Al detectar la cadena
de ARN del VHC en muestras de CMSP, se encontré que 29/87 (33%) pacientes con
GNIM que eran negativas en el ARN-VHC en suero por la técnica de PCR convencional
tenian ARN del VHC en CMSP con una carga media + s.e.m. de 4.7x10* + 1.7x10*
copias / mg de ARN total. En 17 de estos 29 pacientes (59%), también se detect6 la
cadena de ARN del VHC antisentido (replicacién del VHC) en CMSP (media \ pm m: 2,6
x 10%\ pm 1,8 x10° copias / microg de ARN total). Ademas, se detecté el ARN del VHC
en el suero después de la ultracentrifugacion en otros cinco pacientes adicionales
(media\ s.e.m. 99 + 16 copias / ml). Ningun paciente fue simultaneamente positivo para
el ARN del VHC en las PBMC y en el suero después de la ultracentrifugacion. Por lo
tanto, se diagnosticé una infeccién oculta por el VHC (ARN del VHC en CMSP o en el
suero después de la ultracentrifugacion) en 34/87 (39%) pacientes negativos al VHC
con GNIM. Por el contrario, la infeccion oculta por VHC se identificé solo en CMSP de
1/26 (3.8%) pacientes con NGH (P =0,001). Todos los controles negativos incluidos en
los ensayos de PCR fueron siempre negativos y los resultados de la deteccién del ARN
del VHC realizados de forma ciega por diferentes operadores en dias diferentes fueron
idénticos en todos los casos.

El analisis de la secuencia de la region del nucleo del VHC aislada de CMSP de siete
pacientes seleccionados al azar y del suero (después de la ultracentrifugacion) de otros
dos pacientes mostr6 que los aislados del VHC pertenecian al genotipo 1b. El arbol
filogenético demostré que, en cada paciente, los clones del VHC se agruparon en la
misma rama, pero por separado de los clones de VHC de los otros pacientes, lo que

indica que no se produjo contaminacion cruzada entre las muestras (Figura 1).
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Figura 1: Arbol filogenético construido mediante secuencias de nucleétidos del core del virus de la hepatitis
C aislados mediante células mononucleares de sangre periférica de siete pacientes seleccionados al azar
, designados mediante “P” , y procedentes del suero tras ultracentrifugacion de dos pacientes dieferente

designados mediante “S”

(GenBank accession numbers KF889406-KF889432) en aquellos que

corresponde a genotipos 1,2 y 3 del virus de la hepatitis C. Valores de Bootstrap > 70 obtenidos después
de 1000 replicaciones de los datos se muestran en los nodos del arbol.

Mediante un analisis univariado, se encontré que la incidencia de infeccién oculta por el

VHC fue significativamente mayor en pacientes con sindrome nefrético idiopatico,

nefropatia membranosa, nefropatia por inmunoglobulina A, nefropatia lUpica y vasculitis

ANCA positivo en comparacion con pacientes con NGH (ver Tabla 3).

Tahla3: Prevalenciade lainfeccion oculta por el virus de la hepatitis C dependiendo del tipo de glomerulonefritis.

Nimero de pacientes

VHC oculto positivo  OddsRatio  95% Intervalo de confianza

Sindrome nefrético idiopatico
Nefropatiamembranosa

Nefropatia IgA

Glomerulonefritis membranoproliferativa
Nefropatia Inmunotactoide
NefropatialUpica

Vasculitis ANCA positivo

26 8,31 11,11
20 8,40 16,67
14 7,50 25
3 1;33 12,5
2 0;0 0
15 7,47 21,88
7 3,43 18,75

1,28-96,86
1,97-148,9
2,62-238,79
0,55-284,12
0
2,33-205,78
1,54-271,78

0,029
0,012
0,005
0,113
0,999
0,007
0,021

El sindrome nefrético idiopatico incluye la nefropatia por minimos cambios, la glomeruloesclerosis
segmentaria y focal, y la nefropatia IgM. La glomerulonefritis membranoproliferativa incluye tipos I, 1l 'y III.
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En el grupo de pacientes con GNIM, la edad, la duracién de la enfermedad renal, los
niveles de enzimas hepaticas y los factores de riesgo para adquirir la infeccién por VHC

fueron comparables entre los pacientes con y sin infeccidén oculta por el VHC (Tabla 4).

Tabla 4: Comparacion de pacientes con y sin infeccion por el virus de la hepatitis C oculto en glomerulonefritisinmunomediadas.
glomerulonefritisinmunomediadas

VHC oculto positivo VHC oculto negativo P nefropatia glomerular
(n=34) (n=53) hereditaria
Edad (afios; media £ DS) 51,6+21,4 48,7+16,7 0,502 47,6 14,5
Mujer (n; %) 12;35 33;62 0,014 20,77
Duracion de la enfermedad renal (meses: media +DS) 100,2 +103,9 106,1+83,6 0,774 232,8499,5
Creatinina sérica (mg/dl; media£DS) 1,5+0,9 1,1+0,4 0,015 1,78+2,3
Aclaramiento de creatinina (ml/min 1,73 m2; media £ DS) 78,6138 93,2+42,8 0,113 92,547,7
Cockcroft-Gault (ml/min; media £ DS) 73,7138 88,5t37,2 0,096 86,4147,2
Factores de riesgo de adquisicion del VHC (n; %) 12;35 13;25 0,279 1,4
Aspartato aminotransferasa (1U/l; media £ DS) 22,146,2 21152 0,377 21115
Alanino aminotransferasa (Ul/I; media + DS) 20,411 2019 0,825 20£13,2
Gamma Glutaril Transeptidasa (Ul/l; media £ DS) 25,4+12,8 34,6+34,1 0,078 28,4135

Factores de riesgo para la adquisicion del VHC: transfusiones sanguineas, tatuajes/piercing, contacto con
portador crénico del VHC

Valores normales: Aspartato amino-transferasa <40 Ul/l; Alanino amino transferasa < 40 Ul/l; Gamma-
glutamil-transpeptidasa <45 Ul/l; Creatinina sérica < 1,3 mg/dl; Cockcroft-Gault >90ml/min.

Loa valores de P corresponden a la comparacion de pacientes con GNIM con y sin infeccién por el VHC
oculto.

Sin embargo, la frecuencia del sexo femenino fue significativamente menor (P =0,014)
en el grupo de pacientes con VHC oculto (12/34: 35%) en comparacién con el grupo
negativo (33/53: 62%). Ademas, los pacientes con infeccion oculta por el VHC tenian
niveles significativamente mas altos de creatinina sérica en comparacion con aquellos
sin VHC oculta (1,5 = 0,9 frente a 1,1 £ 0,4 mg / dI, P=0,015). Los datos registrados
sobre la presencia de factor reumatoide solo estaban disponibles para 47 pacientes (19
de ellos con VHC oculta), siendo positivos en 1/19 (5%) casos con infeccion oculta por
VHC y en 3/28 (11%) de aquellos sin HCV oculto (P=0,638). Las crioglobulinas solo se
habian determinado en 11 pacientes (seis con y cinco sin infeccién oculta por el VHC)
y todas eran negativas.

El andlisis multivariado ajustado por sexo revelé un mayor riesgo de infeccion oculta por
el VHC en el grupo de pacientes con GNIM (odds ratio: 1/4 13.29; intervalo de confianza
del 95%: 1.695-104.229; P=0.014).

Después de 42,5 + 8,5 meses de la entrada en el estudio, 81 pacientes con GNIM (30
con infeccion oculta por el VHC) seguian asistiendo a nuestras consultas de Nefrologia.
Los seis pacientes restantes (cuatro con VHC oculto) se perdieron para el seguimiento.
Los niveles séricos de creatinina finales no difirieron significativamente entre los
pacientes con y sin infeccion oculta por VHC (2,0 + 1,9 frente a 1,4 + 2,1 mg / dl,
respectivamente), aunque el aclaramiento de creatinina fue significativamente menor

(P=0,032) entre los pacientes con VHC oculto (68,2 £ 45,1 ml/ min por 1.73 m2) que en
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aquellos sin infeccion oculta (89,7 + 39,6 ml / min por 1.73 m2). Sin embargo, la tasa de
disminucion de la funcién renal fue comparable en ambos grupos (datos no mostrados).
En relacion con el resultado clinico, la frecuencia de la progresion de la enfermedad
renal en etapa terminal tendio a ser mayor en pacientes con VHC oculta (5/30: 17%) en
comparacion con la de los negativos (2/51: 4%) pero no estadisticamente diferencia
significativa (P= 0,062). Un total de 24 pacientes (siete con infeccion oculta por el VHC)
dieron su consentimiento para volver a someterse a una prueba de ARN del VHC en
CMSP y en suero después de ultracentrifugacion. Esta deteccion del ARN del VHC
también se realiz6 de forma ciega. Los 17 pacientes sin VHC oculta permanecieron
ARN-VHC negativos, tanto en CMSP como en suero después de la ultracentrifugacion.
De los siete pacientes con VHC oculta, inicialmente, uno tenia ARN viral en el suero
(después de la ultracentrifugacion) y los otros seis pacientes tenian ARN-VHC positivo
en CMSP. En la muestra de seguimiento, los siete pacientes fueron negativos al ARN
del VHC en suero después de la ultracentrifugacion. Sin embargo, se detecté ARN viral
en las CMSP de los siete pacientes, lo que confirma la presencia de una infeccion oculta
por el VHC.

Material y Metodos

Desde junio de 2009 hasta enero de 2012, se incluyeron en el estudio 87 pacientes con
nefropatias glomerulares primarias y secundarias y 26 pacientes con nefropatia
glomerular hereditaria. El diagnéstico de la enfermedad renal se bas6 en una biopsia
renal, excepto en los casos de hematuria familiar benigna diagnosticada por datos
clinicos y familiares. Todos los pacientes fueron anti-VHC negativos, asi como antigeno
de superficie de hepatitis B y anti-VIH negativo mediante pruebas comerciales de rutina
(VITROS Anti-HCV Assay, Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ; Enzygnost hepatitis
B surface antigen 5.0 y Enzygnost Anti-HIV 1/2 Plus Siemens Healthcare Diagnostics,
Marburg, Alemania). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Universitario La Paz y se realiz6 segun la Declaracion de Helsinki. Se obtuvo un

consentimiento informado por escrito de cada paciente.
Procedimientos de laboratorio:

Se tomaron muestras de sangre de todos los pacientes al momento de inicio del estudio.
Al llegar la sangre al laboratorio, se obtuvieron muestras de suero de sangre coagulada,
se hicieron alicuotas y se almacenaron a -80 °C, mientras que las CMSP se aislaron de
sangre anticoagulada mediante centrifugacion en gradiente de densidad Biocoll
(Biochrom, Berlin, Alemania) y almacenado a -20 °C en solucion RNAlater (Ambion,

Austin, TX). La deteccion del ARN del VHC se realiz6 durante el periodo de inclusion
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por personal de laboratorio que desconocia el estado clinico de los pacientes. Cada
serie de PCR incluyé un nimero maximo de seis muestras junto con controles negativos
(repetidamente sueros negativos al ARN del VHC y muestras de PBMC de cinco
voluntarios sanos) y espacios en blanco de reactivo en los que se reemplaz6 el ARN
total con agua de grado PCR. Todos los controles negativos se prepararon
conjuntamente con las muestras y acompararon a las muestras durante todo el proceso
de PCR. Ademas, para evitar la contaminacion por PCR, se observaron estrictamente
las directrices de Kwok e Higuchi (37). Finalmente, todas las muestras positivas al ARN
del VHC, asi como las muestras negativas seleccionadas al azar, fueron nuevamente
examinadas nuevamente en dias diferentes por otra persona que desconocia los

resultados de la PCR previa.
Deteccion de ARN del VHC:

Se extrajo el ARN total de 250 ml de suero usando Trizol LS Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA), y después de la precipitacion, el sedimento se disolvié en agua de dietil-
pirocarbonato. Otros 2 ml del suero se ultracentrifugaron sobre un colchén de sacarosa
al 10% a 100.000 ug durante 17 h 4 °C. El sedimento se disolvié en 250 ml de tampdn
TE (Tris-HCI 10 mmol / I, EDTA 10 mmol / I, pH 7,5); el ARN total se aisl6 con Trizol LS
Reagent (Invitrogen), se precipito y el sedimento se disolvié en agua tratada con dietil-
pirocarbonato. El ARN total de las CMSP se aislé con SV Total RNA Isolation System
(Promega, Madison, WI). Después de la precipitacién, los granulos se disolvieron en
agua tratada con dietil-pirocarbonato y se determind la concentracion de ARN mediante
espectrofotometria.

La deteccion de la region 5 'no codificante de la cadena sentido ARN-VHC (usando 5 ml
de ARN total aislado de 250 ml de suero o de 2 ml de suero ultracentrifugado, o
utilizando 0,5 mg de ARN total de CMSP) y del VHC antisentido. La cadena de ARN
(en CMSP) se realiz6 mediante una RT-PCR en tiempo real especifica de cadena
utilizando la enzima termoestable Tth para la sintesis del ADNc correspondiente a alta
temperatura como se describe (22). La PCR en tiempo real se realiz6 con sondas FRET
en un LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) con 2 ml de ADNc en un
volumen final de 20 ml, utilizando el kit LightCycler FastStart DNA Master HybProbe
(Roche Diagnostics), como se informé (22). Una curva estandar construida con
diluciones de 10 veces de un Se usé ARN-VHC sintético de polaridad de sentido para
la cuantificacion de la cadena de ARN del VHC sentido en CMSP y en suero. Como se
informo anteriormente, la sensibilidad de este ensayo fue de tres copias de ARN-VHC

por reaccion (22).
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Analisis de secuenciacion:

Para asegurar ain mas la especificidad de los resultados, la amplificacion parcial del
gen del nicleo del VHC (302 nucledtidos) se realizé como se describe (21) en ARN total
aislado de CMSP de siete pacientes seleccionados al azar con infeccioén oculta por VHC
y del suero, después de ultracentrifugacion, de dos otros pacientes. Los productos de
PCR se clonaron en el vector pCR Il TOPO (Invitrogen) y los clones se secuenciaron
automaticamente. Las secuencias de nuclettidos de los genotipos VHC 1-3 se
obtuvieron de GenBank y se construyé un &rbol filogenético mediante el método
Neighbor-Joining utilizando la version 4.0.38 del software MEGA. El conjunto de datos
se remuestré 1000 veces para determinar el soporte para las principales ramas del
arbol.

Analisis estadistico:

Las variables categoricas se compararon mediante la prueba de chi-cuadrado o la
prueba exacta de Fisher, segun correspondiera. Las variables continuas se compararon
mediante la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney. Se realizé un analisis
de regresion logistica multivariada para determinar los factores asociados
independientes de la ausencia o presencia de infeccion oculta por el VHC.

Discusioén

Estudios previos han demostrado una asociacion entre la infeccion por VHC y la
glomerulonefritis (4-6). El diagndstico de laboratorio de rutina de esta glomerulonefritis
relacionada con el VHC se basa en la presencia de marcadores serolégicos VHC
convencionales (anti-VHC y ARN-VHC). Sin embargo, en los ultimos afios, se ha
documentado la existencia de infeccion oculta por VHC (presencia de ARN viral en el
higado y en CMSP con anti-VHC indetectable y ARN-VHC sérico) en diferentes
poblaciones, incluidos pacientes con hepatitis criptogénica, pacientes en hemodialisis,
y sujetos sanos sin evidencia de enfermedad hepéatica (21,23-29)

El objetivo de este trabajo fue investigar la prevalencia de la infeccion oculta por el VHC
en pacientes con GNIM con anticuerpos anti-VHC y ARN-VHC séricos. Hemos
encontrado que el 39% de estos pacientes tenian una infeccién oculta por el VHC, como
lo demuestra la deteccion de ARN-VHC en CMSP o en suero después de la
ultracentrifugacion. Los resultados de la PCR se consideraron fiables porque (i) el gran
numero de controles negativos incluidos en cada ciclo de PCR siempre fue negativo, (ii)
el personal de laboratorio desconocia el estado clinico de los pacientes y diferentes
operadores obtuvieron resultados idénticos al probar las muestras en dias diferentes, y

(iii) los resultados del analisis filogenético realizado después de la amplificacion de la
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region del nucleo del VHC, que era una region diferente a la amplificada para la
evaluacién del ARN del VHC (el 5 'no codificante region) en todas las muestras incluidas
en el estudio. Finalmente, se confirmé la presencia de infeccidén oculta por VHC al repetir
la deteccion de ARN-VHC en muestras recolectadas 42,5 + 8,5 meses después de las
iniciales.

La prevalencia de infeccién oculta por VHC en pacientes con GNIM (39%) fue
significativamente mayor (P= 0,001) que la encontrada en el grupo de pacientes con
GNH (3,8%). Ademas, el analisis multivariado mostré que el riesgo de tener una
infeccién oculta por el VHC era 13 veces mayor para los pacientes con GNIM en
comparacion con NGH, por lo que todos estos datos sugieren que la infeccion oculta
por VHC esta claramente asociada con enfermedades glomerulares.

En pacientes con nefropatias glomerulares clasicas asociadas al VHC, la patogenia de
la lesién renal esta relacionada con la deposicion de complejos inmunes del VHC en los
glomérulos (7-9) Estos complejos inmunes pueden ser captados por células
mesangiales, donde el ARN viral puede desencadenar la produccién de interferones y
citoquinas proinflamatorias a través de mecanismos dependientes e independientes del
receptor Toll-like (30,31). Los pacientes con infeccién oculta por VHC no tienen
anticuerpos anti-VHC detectables ni ARN-VHC detectable por métodos convencionales
y, por lo tanto, podria argumentarse que el VHC oculto la infeccién no tiene un papel en
la lesion renal de nuestros pacientes estudiados. Sin embargo, se ha informado que en
un paciente con glomerulonefritis anti-VHC positivo pero negativo al VHC-ARN sérico
durante afios, la lesion renal probablemente sea inducida por virus debido a la presencia
de antigeno VHC-NS3 en el tejido renal de el paciente (32). Ademas, un trabajo reciente
describe la detecciéon de antigenos del VHC vy la visualizacion de particulas del VHC en
el tejido renal del 1,8% de los pacientes con glomerulonefritis negativos al VHC, aunque
no se proporciona el estado del ARN del VHC en suero o PBMC (33). Este porcentaje
de VHC oculto es menor que el encontrado en nuestro estudio, pero se debe considerar
que la inmunohistoquimica es una técnica menos sensible que la deteccién de ARN-
VHC. Por lo tanto, tomando en conjunto todos estos datos reportados anteriormente y
nuestros resultados, se puede suponer que la infeccién oculta por VHC puede ser la
causa subyacente de una proporcion de nefropatias glomerulares primarias y
secundarias con marcadores seroldgicos virales negativos. Aunque en el presente
trabajo no se realiz6 inmunohistoquimica o deteccion virolégica en las biopsias renales
(ya que no se disponia de material adecuadamente almacenado), nuestros datos
sugieren un posible papel patogénico directo de la infeccién oculta por VHC en el dafio
renal. En apoyo de esta hipétesis esta el hecho de que los pacientes con GNIM con

infeccion oculta por el VHC tenian una funcion renal significativamente peor (niveles de
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creatinina sérica y valores de aclaramiento de creatinina) que los pacientes con GNIM
sin VHC oculto. Aunque la tasa de disminucion de la funcion renal fue similar entre
ambos grupos, la frecuencia de progresién a enfermedad renal terminal tendioé a ser
mayor en pacientes con VHC oculto que en los negativos, lo que indica que el VHC
oculto puede ser un factor pronéstico negativo, como ocurre con la infeccion clasica de
hepatitis C en pacientes con GNIM (34). Finalmente, la infeccién oculta por VHC podria
explicar por qué el tratamiento con interferon es beneficioso, induciendo respuestas
clinicas y de laboratorio, en algunos pacientes negativos al VHC con crioglobulinemia
mixta esencial (35,36). Por lo tanto, la deteccion de La infeccién oculta por el VHC
proporciona la base racional para la administracion de terapia antiviral en nefropatias

glomerulares anti-VHC negativas.
Conclusiones

En resumen, la infeccidn oculta por el VHC puede estar involucrada en la patogénesis
de una proporcion significativa de GNIM, pero se deben realizar mas estudios y un
seguimiento a largo plazo de estos pacientes para confirmar las implicaciones clinicas

y patolégicas de este hallazgo.
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CAPITULO 4: NEFROPATIA ASOCIADA A DIABETES MELLITUS E INFECCION
OCULTA POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

Resumen

Introduccidn y objetivos: Estudios previos refieren una alta prevalencia de infeccion por
el VHC en pacientes con ND. Sin embargo, se desconoce la epidemiologia y la relacion
entre la ND y la infeccién oculta por el VHC. El objetivo de este estudio fue determinar
la prevalencia de infeccion oculta por el VHC en una poblacion sin marcadores
convencionales de infeccién por VHC diagnosticados de ND, y estudiar sus posibles
implicaciones clinicas.

Materiales y métodos: Se incluyeron en el estudio 125 pacientes adultos con ND
negativos frente a VHC y VHC-ARN sérico para determinar la presencia de infeccién
por el VHC oculto. EI ARN del VHC fue determinado mediante reaccién en cadena de
la polimerasa de transcripcion inversa en tiempo real en CMSP y en 2 ml de plasma
después de la ultracentrifugacion.

Resultados: La infeccion por el VHC oculto fue positiva en 10 pacientes (8%). Los
pacientes con VHC oculto positivos tenian niveles de ferritina significativamente
mayores (p = 0,002) y gammapatia monoclonal (30% [3/10] frente a 0,87% [1/115] que
los pacientes sin VHC oculto [p = 0,003]). Encontramos niveles similares de ASTy GGT
en plasma y control de la diabetes (HbA1C) en ambos grupos. Al final del seguimiento,
la tasa de progresion de la enfermedad renal tendié a ser mas rapida en el grupo con
VHC oculto positivo en relaciébn con el grupo negativo, pero sin una diferencia
significativa. No encontramos una asociaciéon entre VHC oculto y morbilidad
cardiovascular.

Conclusién: Hubo una prevalencia del 8% de VHC oculto en pacientes con insuficiencia
renal cronica secundaria a ND, mas alta que en la poblacién general. Esta infeccién
oculta no parece desempefiar un papel en el control de la diabetes, el riesgo
cardiovascular o la esteatosis. Sin embargo, en el grupo con VHC oculto positivo, la tasa
de progresion de la enfermedad renal tendi6 a ser mas rapida que en el grupo negativo,

y la incidencia de gammapatia monoclonal asociada fue significativa.
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1. Introduccién

La DM tipo 2 y el VHC son dos de los principales problemas de salud publica en todo el
mundo. Estudios anteriores han demostrado una alta prevalencia de infeccion por VHC
en pacientes con ND [1, 2]. La asociacion entre estas dos enfermedades es un tema de
controvertido [3]. Por un lado, esta asociacion esta respaldada por dos metanalisis [4,5],
estudios longitudinales y mecanismos fisiopatolégicos descritos segun los cuales la
infeccion por VHC causa RI [6-10]. Ambas entidades comparten complicaciones
metabdlicas como RI, higado graso, inflamacion subclinica y tal vez enfermedad
cardiovascular, lo que resulta en un aumento significativo en la morbilidad y la mortalidad
prematura [3]. Por otro lado, un reciente estudio de cohortes que incluy6 15.128
pacientes estadounidenses (NHANES) ha desafiado este dogma porque encontré que
la prevalencia de diabetes o prediabetes no estaba asociada con el estado de infeccion
por el VHC [11].

La infeccion oculta por VHC se caracteriza por la presencia de ARN-VHC en el higado
0 en CMSP en ausencia de marcadores serolégicos [12]. Estudios complementarios han
demostrado que la infeccion por el VHC oculto también puede diagnosticarse mediante
la concentracion de 2 ml de suero por ultracentrifugacion, seguida de deteccion de ARN-
VHC mediante PCR en tiempo real [13]. La infeccién por el VHC oculto, como un estado
de infeccién por VHC no aparente pero real, podria explicar estas diferencias entre la
infeccion por VHC y la DM tipo 2. Ademas, nuestro grupo ha demostrado una asociacion
entre infeccién oculta por el VHC y un amplio espectro de enfermedades glomerulares
mediadas por mecanismos inmunes, incluido un papel en la progresion de la
enfermedad [14].

Por esta razon, hemos intentado comprender mejor las implicaciones epidemiolégicas
y clinicas de la infeccion por el VHC oculto en una poblacion de DM tipo 2 y ND. También
revisamos la progresion de la ND segun el estado de la infeccion por el VHC oculto y su

asociacion con esteatosis, control de la diabetes y complicaciones cardiovasculares.
2. Materiales y métodos

Este estudio prospectivo incluyé 125 pacientes adultos que visitaban el Servicio de
Nefrologia debido a ND entre 2012 y 2013. La diabetes se definid utilizando los criterios
estandar de la American Diabetes Association, y se confirmd mediante pruebas de
laboratorio. La ND se caracteriz6 como diabetes a largo plazo con albuminuria (relacién
de albumina a creatinina> 30 mg / g), funcion renal alterada, filtrado glomerular [FG] <60
ml / minuto por 1.73 m2), o ambas. Otras nefropatias fueron descartadas por un

nefrologo experto. Todos los pacientes incluidos fueron negativos para anti-VHC,
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antigeno de superficie de hepatitis B y anti-VIH utilizando una prueba comercial de rutina
(INVITROS Anti-HCV Assay, Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ; Enzygnost
hepatitis B antigeno de superficie 5.0 y Enzygnost Anti-HIV ¥ Plus Siemens Healthcare
Diagnostics, Marburg, Alemania).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario
La Paz y se realizd segun la Declaracion de Helsinki. Cada paciente proporcioné el
consentimiento informado por escrito y luego se realiz6 una prueba de infeccién oculta
por el VHC. Se realizo un seguimiento promedio de 17,5 + 9 meses para explorar los
resultados de la funcién renal y la incidencia de complicaciones cardiovasculares. Los
parametros demograficos, epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio de los 125
pacientes con ND a los que se les determind la presencia de infeccion para el VHC

oculto se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes en el momento de inclusion

Edad (afios; media £ DS) 73,7 £10,04
Varén (n; %) 115;92
Tipo de diabetes : (n;%)

| 10; 8

1 115;92
Factores deriesgo paralaadquisicién del VHC : (n; %)

Trasfusidon sanguinea previa 35;28

Tatuaje/ drogadiccion 2;1,6

Contacto con portador crénico del VHC 2;1,6

Infeccién por el VHB 9;15
ALT (Ul/I; media = DS) 24,3 +23,4
AST (Ul/I; media = DS) 43,242
GGT (Ul/I; media = DS) 47,8 £66,7
Creatinina sérica (mg/dl; media £ DS) 1,91 +0,83
Aclaramiento de creatinina (ml/min 1,73 m2; media £ DS) 44,2 +26,8
Proteinuria(g/24 h; media £ DS) 1,24 +1,86

VHB: virus de la hepatitis B; ALT: alanin aminotransferasa; AST: aspartato aminotrasferasa; GGT: gamma-
glutamil-transpeptidasa. N/D: No disponible.

La hematuria se definié como un recuento de glébulos rojos mayor que 5 por campo de
alta sensibilidad en el sedimento urinario. Los valores de circunferencia de la cintura se
consideraron normales fueron: €102 cm para los hombres y < 88 cm para las mujeres.
Las transfusiones sanguineas previas, los procedimientos quirargicos, los contactos en
el hogar y las parejas diagnosticadas con infeccion cronica por el VHC, asi como la
presencia de un tatuaje o piercing se registraron como posibles factores de riesgo de

infeccion por el VHC.
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Deteccion de ARN del VHC:

Se aislaron CMSP a partir de muestras de sangre anticoaguladas recogidas de todos
los pacientes en el momento de la inclusion en el estudio. Las muestras de plasma se
almacenaron a-80 ° C y las CMSP a -20 ° C en solucion RNAlater (Ambion, Austin, TX)
hasta la deteccion del ARN del VHC.

Dos mililitros de plasma fueron ultracentrifugados sobre un colchén de sacarosa al 10%
durante 17 h a 100.000 x gy 4 ° C para concentrar particulas de VHC [13]. El sedimento
se disolvié en tampén TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5). El ARN total se aislo
con el reactivo Trizol LS (Invitrogen, Carlsbad, CA), luego se precipitd, y el sedimento
de ARN se disolvio en agua tratada con dietil-pirocarbonato. El ARN total de las CMSP
se aislé con SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI). Después de la
precipitacion, los granulos se disolvieron en agua tratada con dietil-pirocarbonato, y la
concentracion de ARN se determind mediante espectrofotometria.

La deteccion de ARN-VHC se realizo utilizando 5 ul de ARN total aislado de 2 ml de
plasma ultracentrifugado o utilizando 0,5 ug de ARN total de CMSP mediante RT-PCR
con la enzima Tth para la sintesis de ADNc. como se describe [13]. PCR en tiempo real
se realiz6 con FRET sondas en un LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania) con 2 p | de cDNA en un volumen final de 20 p |, utilizando el LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe Kit (Roche Diagnostics), como se informo [13]. Para la
cuantificacion del ARN del VHC, se utilizdé una curva estandar construida con diluciones
al 10% de un ARN del VHC sintético. La sensibilidad de este ensayo fue de tres copias
de ARN-VHC por reaccion [13].

Se incluyeron controles negativos (plasma negativo de VHC-ARN negativo repetido y
muestras de CMSP de cuatro voluntarios sanos) y blancos de reactivo, en los que se
reemplazé el ARN total con agua de grado PCR, en cada ciclo de PCR. Todos estos
controles negativos se prepararon con las muestras y acompafaron a las muestras

durante todo el proceso de RT-PCR.
Andlisis estadistico:

las variables categoricas se compararon mediante la prueba de chi-cuadrado o la
prueba exacta de Fisher, segin corresponda. Las variables continuas se compararon

mediante la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney.
3. Resultados

De los 125 pacientes estudiados, 7 dieron positivo para la presencia de ARN-VHC en
CMSP, con una concentracion mediana de copias de ARN-VHC de 1980 por ug de ARN
total (rango 110-4820). Ademas, se detecté el ARN del VHC en el plasma después de
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la ultracentrifugacion de 2 ml de plasma en otros tres pacientes a concentraciones de
120, 135 y 140 copias de ARN del VHC por ml de plasma. Ningun paciente fue
simultdneamente positivo para el ARN del VHC en las CMSP y en el plasma después
de la ultracentrifugacion. Por lo tanto, encontramos una prevalencia de infeccion por el
VHC oculto en nuestra serie de 10/125 (8%); estos pacientes tenian ARN viral
detectable en CMSP o en plasma después de la ultracentrifugacion a pesar de la
ausencia de anticuerpos anti-VHC.

La Tabla 2 muestra las caracteristicas demograficas, clinicas y los factores de riesgo
cardiovascular de los dos grupos de pacientes con ND segun la presencia o no de

infeccién oculta por el VHC.

Tabla 2: Pardmetros demograficos, clinicosy analiticos dependiendo de lainfeccién por VHC oculto positivo /negativo.

VHC oculto negativo  VHC oculto positivo Significacion

(n=115) (n=10)
Edad (afios; media + DS) 73,7110 749+ 8,6 0,768
Varén (n; %) 78; 70,9 60; 61,3 0,613
Factores de riesgo para la adquisicion del VHC (%) 1,4 11 0,519
Fumador (n; %) 7:11,8 2:95 0,595
Presion arterial sistolica (mm Hg; media +DS) 1346 +12,1 1355+ 22,6 0,083
Presion arterial diastélica (mm Hg; media +DS) 64,0179 66,8 + 10,9 0,369
IMC (kg/m2) 31,7%6., 30,816 0,708
Circunferencia cintura (cm; media t+ DS) 1145+ 13,3 107,1+14 0,871
Colesterol total (mg/dl; media % DS) 1404 + 27,1 1476 £ 33,1 0,206
HbALC (%; media t DS) 71+131 6.6+0,70 0,58
Infarto de miocardio (n; %) 23:20,9 2:20 0,254
Accidente cerebro-vascular (n; %) 12: 10,9 1,10 0,701

VHC: hepatitis C virus; IMC: indice de masa corporal; HbAlc: hemoglobina glicosilada. N/D: No disponible.
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La mayoria de las variables fueron similares. Al comienzo del seguimiento, los niveles
plasméaticos de enzimas hepaticas, la funcion renal y la proteinuria fueron los mismos
para ambos grupos; sin embargo, se demostré un nivel de ferritina plasmética
significativamente mayor (media + DS; 325;8 + 194,4 ng / ml) en pacientes con infeccion
VHC oculta positiva (los pacientes VHC oculto negativo mostraron 139,1 + 136,8 ng /
ml; p = 0.002). El numero de pacientes que informaron factores de riesgo para la
adquisicion de la infeccién por el VHC (transfusiones de sangre, tatuajes o piercings, o
contactos en el hogar con un portador crénico del VHC) fue similar en ambos grupos.

Al final del seguimiento (media = DS:;17,5 £ 9 meses), ho hubo diferencias en los niveles
plasméticos de enzimas hepaticas, control de la diabetes, eventos cardiovasculares

(IAM o ACVA), funcion renal y proteinuria, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla3: Parametros de laboratorio renales y hepéticos al final del seguimiento dependiendo delainfeccion por el VHC oculto positivo/ negativo

VHC oculto positvo  VHC oculto negativo Significacion
(n=115) (n=10)
Creatinina sérica (mg/dl; media+DS) 21+11 25+1, 0,282
CICr (ml/min por 1.73 m2; media+DS) 424+234 28.8+15 0,076
Proteinuria (g/24h; media £ DS) 13+18 0505 0,179
Hematuria (n; %) 13, 11,8 11 0,67
ALT (U/I; mediatDS) 21+114 16,6 £4,5 0,136
GGT(UI/l; mediatDS) 50,9+£39,9 292+242 0,271
Ferritina (ng/ml; media+D9) 150,24 130,8 163,2+81,4 0,02%

CICr: aclaramiento de creatinina; ALT: alanil-aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transpeptidasa, N/D:
No disponible.
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Aungue no hubo diferencias significativas en los pardmetros hepaticos y renales, la tasa
de disminucion de la funcién renal tendié a ser mas rapida en el grupo con infeccién por
el VHC oculto, como lo demuestran los valores plasmaticos de creatinina y aclaramiento
(Figura 1). No identificamos una asociacion entre infeccion oculta por VHC y morbilidad
cardiovascular, pero curiosamente, encontramos que los pacientes con infeccion oculta
por VHC tenian una incidencia de 30% (3/10) de gammapatia monoclonal vs. 0,87%

(1/115) de pacientes sin VHC oculto (p = 0,003), durante el seguimiento.

Figura 1: Evolucion de la funcion renal en pacientes segiin VHC oculto positivo/negativo.
(A) Niveles de creatinina plasmatica inicial y final (mg/dl). (B) Aclaramiento de creatinina

inicial y final (ml/min 1,73 m2).

(A) Progresion de la funcion renal.

- VHC oculto positivo - VHC oculto negativo
Creatinina inicial (mg/dl) Creatinina final (mg/dl)

(B) Aclaramiento de creatinina inicial y final (ml/min 1,73 m2).

2R, A2

- VHC oculto positivo - VHC oculto negativo

Aclaramiento de creatinina inicial y final (ml/min 1,73 m2).

4. Discusion

La infeccion por el VHC oculto es una situacion caracterizada por la ausencia de
marcadores seroldgicos y la presencia de ARN del VHC en el higado o en CMSP. La
presencia de VHC oculto ha sido documentada en diversas poblaciones, incluidos
pacientes con GNIM, hepatitis criptogénica, higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus
siglas en inglés) y trastornos linfoproliferativos, asi como aquellos sometidos a

hemodidlisis, pacientes infectados por VIH, usuarios de drogas y la poblacion sana [12].
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Estudios previos de nuestro grupo habian informado una alta prevalencia de infeccién
oculta por el VHC en grupos de pacientes con ERC (hemodialisis 45%, GNIM 39%) [14,
15]. La prevalencia de anti-VHC en Espafia es del 1,7% (0,4% -2,6%) [16]. Se sabe que
la infeccion por VHC detectada por los marcadores seroldgicos convencionales es
altamente prevalente en pacientes con ND, alcanzando el 19.5% [17,18]. Sobre estas
bases, este estudio prospectivo tuvo como objetivo determinar la prevalencia de
infeccion por el VHC oculto y las posibles implicaciones clinicas en una poblacién de
pacientes con ND.

La prevalencia de infeccion por el VHC oculto encontrada en pacientes con ND en
nuestro estudio fue del 8%, como lo demuestra la deteccion de ARN-VHC en CMSP o
en plasma después de la ultracentrifugacion, mas alta que la encontrada en el grupo
con GNH (3.8%) [14]. En nuestro estudio, los factores de riesgo para la infeccion por el
VHC fueron mayores que los encontrados previamente en las GNH (4%) y menores que
los descritos en la GNIM.

La infeccién cronica por VHC esti asociada de manera reconocible a la esteatosis
hepatica [19]. Tanto el VHC como el sindrome metabdlico son trastornos frecuentes y
existe la posibilidad de superposicion. No encontramos diferencias en los parametros
hepaticos de acuerdo con la presencia de infeccion por el VHC oculto. El Gnico
parametro que encontramos diferencias significativas fue la ferritina sérica, que podria
reflejar la inflamacion hepatica.

Se alent6 a los pacientes con sobrepeso a alcanzar el peso ideal porque la pérdida de
peso reduce la esteatosis hepatica y la albuminuria y mejora la funcién renal en
pacientes con diabetes [20]. Para la mayoria de los pacientes, los objetivos de la HbA1C
fueron < 7,0% para evitar comorbilidades diabéticas. Aunque el IMC y la circunferencia
de cintura tendieron a ser mas altos en el grupo de infeccion por VHC oculto positivo,
no encontramos diferencias significativas en el requerimiento de insulina HbA1C para
ninguno de los grupos.

Si el VHC es un factor de riesgo independiente para los trastornos cardiovasculares
sigue siendo controvertido [19]. La presencia de infeccion por VHC aumento6 el riesgo
de enfermedad arterial coronaria en varios estudios [21-27]. Ademas, dos estudios
basados en la comunidad encontraron que la infeccion por VHC era un predictor
independiente de muerte cerebrovascular, y también observaron una asociacion entre
los niveles séricos de ARN del VHC y la mortalidad cerebrovascular, lo que sugiere un
mecanismo de dosis-efecto [28]. Otros estudios, sin embargo, no han podido identificar
una asociacion entre la infeccion por VHC y la morbilidad cardiovascular [29-30]. No
identificamos una asociacion entre infeccion por el VHC oculto y morbilidad

cardiovascular, pero encontramos que los pacientes con infeccion por el VHC oculto
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positivo tenian una incidencia de 30% (3/10) de gammapatia monoclonal frente a 0,87%
(1/115) de los pacientes sin ella (p = 0,003). La incidencia de infeccion por VHC y otras
neoplasias no hepaticas se examind en una cohorte sueca de pacientes infectados con
el VHC. El estudio mostré que el riesgo de linfoma no Hodgkin de células B y de mieloma
multiple aumentd significativamente [31]. La presencia de infeccion por el VHC oculto
positivo también se ha descrito en pacientes con trastornos linfoproliferativos, con una
prevalencia entre 1,9% y 20% [32-33]. Otro estudio inform6 que el antigeno VHC-NS3
se expresa con frecuencia en los ganglios linfaticos de pacientes con linfoma no Hodgkin
negativo y anti-VHC y VHC sérico, sugiriendo la posibilidad de VHC oculto positivo en
estos pacientes [34]. Aungue estos hallazgos aun no se han confirmado, sugieren que
la infeccibn por VHC podria ser importante en la patogénesis del trastorno
linfoproliferativo postrasplante y otras neoplasias malignas hematolégicas. El
linfotropismo de este virus podria explicar la relaciéon entre la infeccion por el VHC y
algunos trastornos linfoproliferativos, particularmente la crioglobulinemia mixta y el
linfoma no Hodgkin de células B [35]. En nuestra cohorte, es dificil establecer una
conexién entre, VHC oculto positivo, ND y gammapatia monoclonal, particularmente
dado el pequefio numero de pacientes con VHC oculto positivo; pero la notable
incidencia (30%) sugiere nuevas areas para la investigacion.

Las manifestaciones clinicas primarias de la ND son la albuminuria, ocasionalmente la
hematuria microscopica y, en muchos pacientes, la enfermedad renal progresiva [36-
38]. No encontramos una mayor prevalencia de hematuria en el grupo VHC oculto
positivo. Al final del periodo de seguimiento, la progresion de la ERC tendi6 a ser mas
rapida en el grupo con infeccién oculta por el VHC; sin embargo, la diferencia no fue
estadisticamente significativa. La proteinuria fue similar en ambos grupos, al igual que
el uso de la terapia antiproteinurica. Nuestro grupo también ha descrito la tendencia de
los pacientes con GNIM e infeccién por el VHC oculto positivo a progresar a ERC
terminal mas rapidamente que los pacientes con VHC oculto negativos. [14].

Una de las limitaciones de nuestro estudio es el tamafio de la serie. Sin embargo, las
tendencias que son complementarias con hallazgos previos justifican un reconocimiento
preliminar de estas asociaciones, especificamente las relacionadas con la progresion

mas rapida de la ERC en pacientes con VHC oculto positivo.
5. Conclusion

En conclusion, en pacientes con ERC secundaria a ND, existe una menor prevalencia
(8%) de infeccion por el VHC oculto positivo en comparacion con la prevalencia en
pacientes con GNIM (39%), pero mas alta que en la poblacion general y en las NGH

[14]. Estos datos indican que la presencia de infeccién por el VHC oculto juega un papel
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limitado en el control de la DM, el riesgo cardiovascular o la esteatosis hepatica en estos

pacientes. En el grupo con VHC oculto positivo, sin embargo, la progresion de la

enfermedad renal tendi6 a ser mas rapida que en el grupo negativo y mostré una

prevalencia notable e inesperada de gammapatia monoclonal.
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CAPITULO 5: IMPLICACIONES CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS EN EL
TRASPLANTE DE RINON DE LA INFECCION OCULTA POR EL VIRUS DE LA
HEPATITIS C

Resumen

La infeccion oculta por VHC se caracteriza por la presencia de ARN del VHC en el
higado o en CMSP en ausencia de marcadores serologicos. La infeccion con el VHC en
receptores de TR se asocia con una menor supervivencia del paciente y del injerto. Sin
embargo, la relacion entre el resultado de TR y VHC oculto positivo es desconocida.
Nuestro objetivo fue determinar en una poblacion de receptores de TR la prevalencia,
los factores de riesgo y sus implicaciones prondsticas. Evaluamos en 149 adultos
receptores de TR, la presencia de VHC oculto. El ARN del VHC se probé mediante RT-
PCR en CMSP y en 2 ml de plasma después de la ultracentrifugacion. El VHC oculto
fue positivo en 21 pacientes (14,1%). La transfusion de sangre previa fue un factor de
riesgo para adquirir el VHC oculto (p = 0,044). Aunque no hubo diferencias estadisticas
en las complicaciones clinicas post-TR y en la IS utilizada en ambos grupos, la
supervivencia del injerto y del paciente fue peor en el grupo VHC oculto positivo (p =
0,02y p=0,04), respectivamente. En resumen, hubo una alta prevalencia de VHC oculto
en nuestra poblacién con la transfusion de hemoderivados previa como el principal
factor de riesgo. La supervivencia a largo plazo del injerto y el paciente estaba
disminuida en comparacién con los receptores VHC oculto negativos, aunque la

contribucion de comorbilidades particulares no alcanzé significacion estadistica.
l.Introduccién

La infeccion crénica por el VHC se ha reconocido como un importante problema de salud
en los receptores de RT, con una prevalencia significativamente mas alta que en la
poblacion general (1-2). La tasa de supervivencia de los receptores de TR infectados
por el VHC es mejor que la de los pacientes con hemodialisis infectados por el VHC en
listas de espera para trasplantes (3). Sin embargo, en los receptores de TR, la infecciéon
por VHC (a menudo adquirida debido al tratamiento de dialisis) se asocia con
enfermedad hepatica y es un factor de riesgo independiente de pérdida de injerto,
rechazo crénico, glomerulopatia por trasplante, DM post-TR y glomerulonefritis asociada
a VHC. El mayor riesgo de muerte en receptores de aloinjerto renal infectados con VHC
se ha atribuido a la mortalidad cardiovascular, vinculada de alguna manera a la
resistencia a la insulina y al alto riesgo de DM post — TR en lugar de la enfermedad

hepatica progresiva relacionada con el VHC (4).
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La determinacién del mejor régimen de inmunosupresion después de TR en presencia
de infeccion por VHC sigue siendo un reto ya que tiene consecuencias significativas

sobre la replicacion y la enfermedad del VHC (5).

La infeccién oculta por VHC se caracteriza por la presencia de ARN del VHC en higado
o en CMSP en ausencia de marcadores serolégicos. (6) EL VHC oculto también se
puede diagnosticar concentrando 2 ml de suero mediante ultracentrifugacion seguida
de deteccion de ARN-VHC mediante PCR en tiempo real (7). Nuestro grupo ha
encontrado una alta prevalencia de VHC oculto en pacientes en hemodialisis (8) y
también en pacientes con nefropatias glomerulares primarias y secundarias. (9) En
ambos grupos, la presencia de VHC oculto se asoci6 con una peor evolucion, incluido
un posible papel en la progresiéon de la enfermedad renal. Sin embargo, Baid-Agrawal
et al. encontraron una baja prevalencia de VHC oculto positivo en hemodidlisis crénica
y receptores de TR. (10)

Nuestro objetivo fue comprender las implicaciones epidemiol6gicas y clinicas del VHC
oculto positivo en una poblacién de receptores de TR. Revisamos la funcién del injerto
renal segun la presencia de VHC oculto, su asociacion con neoplasias, infecciones
oportunistas, DM post-TR, RA, tratando de descubrir las mejores estrategias de IS y

revisando la supervivencia del injerto y los pacientes.
2. Material y métodos
2.1. Pacientes

Este estudio prospectivo incluyé 149 pacientes que asistian a una consulta de
Nefrologia debido a TR funcionante, en diferentes etapas. Todos los pacientes tenian
anti-VHC, asi como el antigeno de superficie de la hepatitis B y anti-VIH negativo por
una prueba comercial de rutina. No utilizamos donantes VHC positivos, debido a que en
nuestro centro su utilizacion esta reservada para los receptores VHC positivos, previo
consentimiento.

Todos los pacientes fueron seguidos por lo menos durante un periodo de un afio, y su
pronaostico vital no se vio afectado por ningun proceso conocido. Durante 2015 y 2016,
se reclutaron 149 adultos, pacientes no seleccionados. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital y se realizé con la Declaracion de Helsinki. Cada paciente
dio su consentimiento informado por escrito y luego fue evaluado para determinar la
presencia de VHC oculto. El tiempo medio de seguimiento fue de 119,8 +77 meses, en
los que se evaluaron la funcion renal y la incidencia de las complicaciones relacionadas

con el TR. Los ultimos dos afios de este seguimiento permitieron la observacién de todos
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los pacientes después de las pruebas presencia de VHC oculto para explorar su papel
en la supervivencia del injerto y el paciente.

Los parametros demograficos, epidemiolédgicos, clinicos y de laboratorio al final del
primer afio del seguimiento post-TR se muestran en la tabla 1.

El tipo y tiempo en didlisis, las transfusiones de sangre previas, los procedimientos
quirargicos, contactos en el hogar y parejas diagnosticadas de infeccién por VHC, la
presencia de tatuajes o piercings, se investigaron como posibles factores de riesgo para

la infeccion por el VHC.

Tabla 1: Parametros demograficos, clinicosy analiticos delos VHC oculto negativo VHC oculto positivo  Significacion Oddsratio  95% Intervalo
pacientes en el momento del estudio (N=128) (N=21) deconfianza
Edad (afios; media £ DS) 52,73114,43 55,19114,03 0,386

Varon (n; %) 83;64,8 12;57,1 0,625 0,723 0,283-1,845
Tiempo en programa de didlisis (meses; media £ DS) 31,10421,13 25,55+18,97 0,585

Tiempo de seguimiento post-trasplante renal (meses; mediatDS) ~ 120178,56 118,52168,6 0,475

Creatinina sérica (mg/dl; media £ DS) 1,58+0,49 1,44 40,86 0,096

Proteinuria (gr/24h; media£DS) 0,42 +0,65 0,300,30 0,247

Factores de riesgo para la adquisicin del VHC: (n;%)

Tipo dedidlisis 0,52 N/D N/D
Hemodialisis 52;43,7 10;55,6
Didlisis peritoneal 44:37 6;33
Ninguna 3;2,5 0;0
Ambas 20;16,8 2,111
Trasfusion sanguinea previa 91;71,7 18;94,7 (o044 7 0,916-5,5332
Contacto con VHC positivo 0;0 0;0 0 N/D N/D
Tatuajes/consumo de drogas 11;12,8 4,25 0,247 2 0,622-8,310
Infeccion VHB 19;15,7 5,278 0,199 2 0,659-6,467
Etiologia de la enfermedad renal (n;%) 0,081 N/D N/D
Nefropatia glomerular 37;29,8 1;4,8
Nefropatia hereditaria 35;28,2 4:19
Nefropatia por enfermedad sistémica 14;11,3 5,238
Nefropatia tibulo-intersticial 22,177 5:23,8
Nefropatia diabética 16;12,9 6;28,6

2.2 Métodos
Deteccion del ARN del VHC en PBMC y en muestras de plasma

Se aislaron CMSP y plasma a partir de sangre anticoagulada mediante centrifugacion
en gradiente de densidad de Biocoll (Biochrom, Berlin, Alemania). El plasma se alicuoté
y se almacend a -30°C. Las CMSP se lavaron tres veces en solucion salina tamponada
con fosfato y se almacenaron en solucion RNAlater (Ambion, Austin, TX) a -30°C.

El ARN total de CMSP se aislo con SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison,
WI). Después de la precipitacion, los granulos se disolvieron en agua tratada con dietil-

pirocarbonato y se determind la concentracion de ARN mediante espectrofotometria.
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Ademas, se ultracentrifugaron 2 ml de plasma sobre un colchon de sacarosa al 10% a
100.000 xg durante 17 h a 4°C. El sedimento se disolvié en 250 ml de tampdn TE (Tris-
HCI 10 mmol /1, EDTA 10 mmol /1, pH 7,5) y; el ARN total se aislé con Trizol LS Reactivo
(Invitrogen, Carlsbad, CA), se precipitd y el sedimento se disolvié en agua tratada con

dietil-pirocarbonato.

La amplificacion de la regiéon 5 'no codificante (NC) del ARN del VHC se llevo a cabo
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT) con sondas de transferencia de energia
de resonancia de fluorescencia. Dos microlitros de ARN total aislado de 2 ml de plasma
ultracentrifugado, o 0,5 ug de ARN total de CMSP se retrotranscribieron y amplificaron
en una reaccion de un solo tubo que contenia una mezcla de reaccion de ARN
(LightCycler Master Hybprobe, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), Las
condiciones de esta RT-PCR ha sido descrita previamente. Para la cuantificacién se usé
una curva estandar construida con diluciones de 10 veces de un ARN de VHC sintético.
El limite inferior de deteccién del ensayo de ARN del VHC fue de 10 Ul / ml (ciclo umbral
medio [Ct], 39,32) con un limite inferior de cuantificacion de 100 Ul / ml (Ct media,
35,64), segun lo determinado mediante pruebas de diluciones en serie de la muestra de
suero positiva al ARN del VHC, en la que se cuantifica el ARN del VHC

se evalu6 previamente mediante una prueba de VHC (Cobas TagMan, Roche

Diagnostics).

La deteccién del ARN del VHC fue realizada por personal de laboratorio que desconocia
el estado clinico de los pacientes. Cada serie de PCR incluyé un nimero méximo de 10
muestras junto con controles negativos (repetidamente sueros negativos a ARN del
VHC y muestras de CMSP) y reactivos en blanco en los que el ARN total se reemplaz6
con agua de grado PCR. Los controles y espacios en blanco negativos se procesaron
con las muestras y las acompafaron durante todo el proceso de PCR. Como controles
positivos, se usaron sueros positivos al ARN del VHC y CMSP de pacientes con
infeccién crénica por el VHC. Las pautas de Kwok e Higuchi (11) se observaron
estrictamente para evitar contaminaciones. Para confirmar alin mas los resultados de
VHC oculto, las muestras positivas y las negativas seleccionadas al azar se volvieron a

probar en dias diferentes por otra persona que estaba cegada a los resultados previos.
2.3 Analisis estadistico

Los datos fueron procesados por una base de datos en el programa SPSS versién 20,
para su tratamiento estadistico. Para la descripcion de variables cuantitativas continuas,
la media se utilizé junto con la desviacion estandar. Las variables cualitativas se

describieron por frecuencias absolutas y relativas expresadas como un porcentaje. Las
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comparaciones entre variables cuantitativas continuas entre los dos grupos
independientes se realizaron principalmente utilizando una técnica no paramétrica
(Mann-Whitney U Test). Para el analisis de frecuencias entre variables cualitativas, se
utilizé la prueba de chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher cuando fue posible. El
analisis de la evolucién temporal entre los momentos de las variables cuantitativas se
realizé en forma pareada, mediante el T-Test de muestras pareadas. Se utilizé un
método de Kaplan-Meier y una prueba de rango logaritmico para calcular la
supervivencia del injerto renal y del paciente. Un valor P <0.05 indic6 significacion

estadistica.
3. Resultados

De los 149 receptores de TR estudiados, 20 dieron positivo para la presencia de ARN
del VHC en CMSP con una concentracion media de 1727,35 copias por ug de ARN total
(rango 347 - 6810). Se detect6 ARN del VHC en el plasma después de la
ultracentrifugacién de 2 ml de plasma en otro paciente a una concentracion de 872
copias por ml de plasma. Por lo tanto, encontramos una prevalencia de infeccion por
VHC oculto de 21/149 (14,1%); estos pacientes tenian ARN viral detectable en CMSP o
en plasma después de la ultracentrifugacion a pesar de la ausencia de anticuerpos anti-
VHC. Registramos la inmunosupresion en el tratamiento de induccion (ATG,
Basiliximab) y luego una vez estabilizado en el momento del estudio. La Tabla 2 muestra
inmunosupresion de acuerdo con la presencia de VHC oculto. No se encontraron
diferencias significativas.

Tabla 2: Inmunosupresion segun infeccién del VHC oculto positivo/negativo

VHC oculto negativo  VHC oculto positivo Significacion Oddsratio 95% Intervalo de
(n=129) (n=21) confianza

Micofenolato mofetil (n; %) 99;79,2 18; 85,7 0,767 1.576 0,431-5,761
mTOR (n; %) 22;17,6 2;9,5 0,529 0.493 0,107-2,271
ATG (n; %) 42;49,4 7;46,7 1 0.896 0,298-2,691
Basiliximab (n; %) 28;32,9 6;40 0,572 1.357 0,439-4,192
Inhibidor de calcineurina (n; %) 0,639 N/D N/D
Tacrolimus 94,75,2 17;81
Ciclosporina 17;13,6 2;9,5
Ninguno 14;11,2 2;9,5
Esteroides (n; %) 89;71,8 14; 66,7 0,613 0,787 0,293-2,112

ATG: Inmunoglobulina anti-timocitica; mTOR: mammalian Target of Rapamycin.

Las complicaciones clinicas post-TR se muestran en la tabla 3. EI RA'y crénico tuvo que
confirmarse mediante una biopsia de injerto renal. El RFI se defini6 como la necesidad
de didlisis. La presencia de DM post- TR se defini6 como el requerimiento de
antidiabéticos orales o insulina por un periodo minimo de 30 dias post-TR. Se
registraron las infecciones oportunistas en los receptores de TR, asi como las

infecciones debidas a organismos con resistencia microbioldgica.

87



Tabla 3: Complicaciones clinicas post-trasplante renal de acuerdo a VHC oculto negativo/positivo

VHC oculto negativo VHC oculto positivo  Significacion Oddsratio  95% Intervalo

(n=128) (n=21) deconfianza
RFI (n; %) 17;13,5 2;9,5 1 0,675  0,144-3,161
Rechazo agudo (n; %) 13;10,3 2;9,5 0,603 N/D N/D
Infeccion oportunista (n;%) 46;36,5 7;33,3 1 0,87 0,327,310
Diabetes post-trasplante (n; %) 29;22,65 6;28,57 0,384 2 0,8345,433
Cancer (n;%) 24,189 7,333 0,151 2 0,781-5,893
Rechazo crénico (n; %) 5:3,9 29,5 0,257 3 0,469-14,310
Infarto miocardico (n;%) 14;11 4;19 0,289 2 0,559-6,449
ACVA (n;%) 4;31 1;4,8 0,54 2 0,163-14,467
Pérdidadelinjerto (n;%) 3;2,4 29,5 0,147 4 0,682-27,760
Exitus (n;%) 431 3;143 0,06 5 1,059-24,796

RFI: Retraso en la funcion del injerto. ACVA: Accidente cerebro-vascular agudo.

En el primer afio post TR, la funcién renal y la proteinuria fueron similares en ambos
grupos, aungue la creatinina plasmatica y la proteinuria en el grupo VHC oculto positivo
fueron ligeramente menores (1,44 + 0,86, 0,30 + 0,30 (mg/dL)) que en el grupo VHC
oculto negativo (1,58 +0,49; 0,42 + 0,65 g/dia) (NS). Al final del seguimiento con una
media de 10 afios, la funcién renal tendié a disminuir mas rapidamente y a detectarse
mas proteinuria en el grupo VHC oculto positivo (1,93 + 1,05; 0,86 + 1,14 (mg/dL)), que
en el grupo VHC oculto negativo, (1,74 + 0,80; 0,62 + 1,38 (g/dia)) aunque no fue
estadisticamente significativo.

El tiempo hasta la pérdida del injerto se calcul6é desde la fecha del TR hasta la fecha de
la pérdida del mismo. La supervivencia del paciente se calcul6 desde el TR hasta la
fecha de la muerte. El grupo VHC oculto positivo se asocié con una supervivencia
inferior del injerto y el paciente en comparacion con el grupo VHC oculto negativos, y
esto fue estadisticamente significativo p <0,02 y p <0,04 como se muestra en la figura 1
(A'y B). Hubo un receptor en el grupo VHC oculto negativo con supervivencia del injerto
a muy largo plazo (432 meses). El analisis estadistico se realiz6 de nuevo, excluyendo

a este paciente y la significacion estadistica se confirm6 p <0,02 y p <0,04.

La pérdida de injerto durante el seguimiento estuvo presente en 5/149 (3,3%)
receptores. La glomerulopatia del trasplante fue la principal causa de regreso al
programa de dialisis (3/5, 60%), y uno de estos pacientes fue VHC oculto positivo. Los
otros dos pacientes, un paciente VHC oculto positivo tenia mieloma mdltiple y el ultimo

(VHC oculto negativo), tenia un cancer pélvico.
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Figura 1A: Curva de Kaplan-Meier sobre la supervivencia del injerto renal

dependiendo de la presencia de infeccion por el VHC oculto. (Meses).

1 0T, Oculto
Nogilivo
im)
Fosilivo
-t + —= Negilive censurado
08 = T Fositvo consuriado
0,6 y
0,44
0,2
00 T T T T
U 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00

El tiempo de pérdida del injerto fue calculado desde el trasplante renal hasta |a fecha
de pérdida.

Los pacientes virus C oculto positivo tenian un aumento significativo de mayor pérdida
del injerto que los pacientes virus C oculto negativo (2; 9.5%) vs OCI (3; 2.4%),
p=0.02.

Figura 1B: Curva de Kaplan-Meier sobre la supervivencia del paciente

dependiendo de la presencia de la infeccion por el VHC oculto. (Ahos).
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La supervivencia del paciente se calculo desde el momento del trasplante renal hasta la fecha
de muerte.

Los pacientes virus C oculto positivo tenian una menor supervivencia de forma significativa
que los pacientes virus C oculto negativo (3; 14,3% muertes) vs (4; 3,1%), p=0.04.
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Registramos 7/149 (4.7%) exitus durante el seguimiento, 3/7 VHC oculto positivo y otros
4, VHC oculto negativo. En ambos grupos, el cancer fue la primera causa de muerte. En
el grupo VHC oculto positivo, los exitus se debieron a cancer de vias urinarias y
mieloma, y a muerte subita. En el grupo VHC oculto negativo a neoplasia del tracto

urinario, cuello uterino y cancer de pulmon y septicemia.
4. Discusion

La prevalencia de VHC oculto positivo en pacientes con TR en nuestro estudio fue del
14,1%, como lo demuestra la deteccion de ARN-VHC en CMSP o en plasma después
de una ultracentrifugacion inferior a la encontrada en pacientes en hemodialisis (45%) y
GNIM (38%) y mas que en pacientes con ND (8%) (8,9,12). La prevalencia de infeccion
por VHC en TR es bastante variable dependiendo de las areas geograficas. Un estudio
inform6 una disminucién progresiva y marcada en la prevalencia de la infeccién por el
VHC entre los receptores de trasplante renal en Espafa del 29,5% en 1990 al 10% en
1998 (13).

Baid y Agrawal (10) encontraron una baja prevalencia de OCI 2/398 (0,5%) en pacientes
con TR. Realizaron un seguimiento longitudinal medio de 30 meses de los 3 pacientes
con infeccion oculta por el VHC, y no hubo evidencia clinica o viroldgica de infeccion por
VHC. La diferencia encontrada en la prevalencia de VHC oculto en ambos estudios
puede ser explicada por la diferencia de prevalencia del VHC en la poblacién general

en Espafia (2%) y en Alemania (0,3%).

En el estudio epidemiolégico espafiol retrospectivo (GEHEP) del VHC, que abarco el
periodo 2000-2015, la via de transmision mas frecuente entre 10,441 pacientes para
quienes se dispuso de datos fue la parenteral (58,7%), seguida de origen desconocido
(38, 6%) y de transmision sexual (14). Segun este estudio, encontramos que la
transfusién de sangre previa era el principal factor de riesgo para la adquisicion del VHC
oculto positivo. Se ha sugerido una infeccion oculta de VHC en curso entre el 50% de
los donantes de sangre que resultaron positivos al anticuerpo especifico del nacleo del
VHC y fueron negativos para el anti VHC y el ARN del VHC en el cribado de rutina en
un estudio de cuarenta y dos donaciones (2,1%) (15). En otro estudio reciente realizado
en China que incluia muestras sanguineas de donantes de sangre que eran anti VHC
negativos y en los que se determindé en CMSP, se encontr6 una prevalencia del 2,2%
(16)

El efecto de la infeccion por VHC sobre el riesgo de RA es controvertido (7). Se ha
informado que la tasa de RA en pacientes con infeccion por VHC es del 14,5% en un

periodo de 20 afios (17). Los medicamentos inmunosupresores tienen diversos efectos
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sobre la viremia. (18-20). Nosotros no identificamos diferencias estadisticas entre
ambos grupos en estrategias de inmunosupresion en la supervivencia del injerto o del
paciente, y la neoplasia en el grupo VHC oculto positivo se relacion6 con la ERC, y no

con medicacién inmunosupresora (21).

Los receptores de trasplantes de 6rganos con una infeccion por VHC activa existente
tienen una mayor frecuencia de infecciones potencialmente mortales después de la
cirugia en comparacion con los receptores sin infeccion por VHC (13, 21). No

encontramos diferencias en los dos grupos segun el resultado del VHC oculto.

En TR, la DM post-TR es una causa importante de morbilidad y mortalidad postrasplante
(22). La incidencia es bastante variable segun su definicion, que varia entre el 2% vy el
53%. La prevalencia de DM post- TR ha aumentado (23, 24). Se ha sugerido que, en la
practica clinica, se debe evitar o minimizar el uso de tacrolimus en estos pacientes, y se
deben practicar estrategias de inmunosupresién con ahorradores de esteroides. No
encontramos diferencias en la inmunosupresion administrada entre ambos grupos pero
el positivo VHC oculto positivo tendia a tener mas DM post - TR.

Los receptores de TR con VHC tienen una posibilidad reducida de supervivencia en
comparacion con los receptores de trasplante sin infeccion por VHC. La tasa de
mortalidad en los receptores VHC positivos fue aproximadamente 3 veces mayor que la
de los no infectados (12;1% versus 3,7%) (3). EI mayor riesgo de muerte en los
receptores de aloinjerto renal infectados por el VHC se ha atribuido a la mortalidad
cardiovascular. Tampoco encontramos diferencias en los eventos cardiovasculares
(IAM o ACVA) y la neoplasia fue la primera causa de muerte en nuestro estudio. En el
grupo VHC oculto positivo las muertes se debieron a cancer de vias urinarias y mieloma,
relacionados con ERC, y en neoplasias del tracto urinario de grupo VHC oculto negativo,
cancer de cuello uterino, relacionado con ERC y céncer de pulmon relacionado con
inmunodeficiencia, segun Stewart et al (21) y septicemia. No tuvimos ningdn
hepatocarcinoma. El trastorno linfoproliferativo posterior al trasplante y el mieloma
multiple se han asociado con la infeccion por el VHC (25,26), y también hemos
encontrado una alta prevalencia de gammapatia monoclonal en la ND en pacientes VHC
oculto positivo (28). En un metanalisis reciente realizado por Yuying Li, el VHC aumenté

el riesgo de mieloma multiple en paises con alta prevalencia de VHC (27).
5. Conclusiones

En conclusion, en los pacientes con TR existe una menor prevalencia (14.1%) de VHC
oculto positivo en comparacion con la prevalencia en pacientes con GNIM (39%) o

hemodialisis (45%); La transfusion sanguinea previa fue el principal factor de riesgo para
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adquirir la infeccion por VHC oculto. La supervivencia a largo plazo del injerto y el

paciente estaba disminuida en comparacién con los receptores VHC oculto negativos,

aungue la contribucion de comorbilidades particulares no alcanzé significacion

estadistica. En el grupo con VHC oculto positivo, sin embargo, la progresion de la

enfermedad renal tendié a ser mas rapida. No identificamos diferencias estadisticas

entre ambos grupos en las estrategias de inmunosupresion para recomendar

claramente ningun régimen de inmunosupresion especifico.
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CAPITULO 6: RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN RECEPTORES DE
TRASPLANTE RENAL TRATADOS CON ANTIVIRALES.

LOS ANTIVIRALES DE ACCION DIRECTA SON EFECTIVOS EN LA
ERRADICACION TOTAL DEL VHC EN TRASPLANTADOS RENALES.

1. Introducciéon

El objetivo principal de nuestro estudio fue analizar la efectividad del tratamiento antiviral
(convencional o con antivirales de accion directa (AAD)) para la erradicacion total del
virus de la hepatitis C (VHC) en receptores de trasplante de rifién (TR). Los AAD son
medicamentos conocidos aprobados por la FDA para investigaciones clinicas y
preclinicas. La eficacia se analiz6 analizando la presencia de &cido ribonucleico (ARN)
del VHC en los granulos obtenidos después de la ultracentrifugacion de muestras de
plasma de seguimiento y en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
pacientes con infeccion por VHC gue habian logrado una respuesta viroldgica sostenida
(RVS). También se evalud la seguridad y las repercusiones renales y hepaticas del

tratamiento antiviral.
2.Pacientes y métodos

Evaluamos 18 adultos receptores de TR, cuya infeccién por VHC se habia tratado con
terapia antiviral. EIl ARN del VHC se prob6 mediante RT-PCR en tiempo real en CMSP

y en 2 ml de plasma después de la ultracentrifugacion.
3. Resultados

El genotipo del VHC predominante fue 1b (78,6%), seguido por 3a (14,3%) y 2a-2c en
1 paciente (7,1%). De los 18 pacientes, 13 recibieron tratamiento con AAD post-TR y
uno pre-TR (8 como primer tratamiento y 5 como retratamiento por haberse reactivado).
Los otros 4 pacientes fueron respondedores a INF o INF-RBV y 1 a AAD (pre-TR).

En ninguno de los 14 receptores de TR tratados con AAD se detect6 la presencia de
VHC ARN ni en CMSP ni en plasma tras ultracentrifugacion. Tampoco se detect6 el
ARN viral en las CMSP de los 5 pacientes con RVS tras tratamiento con IFN (en
monoterapia o con RBV). Sin embargo, uno de ellos fue positivo al ARN VCH en plasma
mediante ultracentrifugacion. Este paciente, varén y diagnosticado de VCH genotipo 1b,

habia recibido INF- PEG en monoterapia previo al TR.

Durante un tiempo de seguimiento medio de 26,61 + 6,03 meses post tratamiento
antiviral de los pacientes tratados con AAD, objetivamos un aumento significativo de

proteina/creatinina (P=0,001), de forma significativa, aunque no tuvo repercusion sobre
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la funcién renal del injerto. La funcién hepatica mejoré de forma significativa medida
como disminucién de AST y ALT (P=0,006 y P= 0,011), respectivamente. La peor
evolucién del injerto renal de la serie, fue en el paciente que present6 el ARN del VHC
por ultracentrigacion, debido a infeccién por virus del polioma después de un rechazo
humoral. La funcion hepética a pesar de tener RVS, Unicamente persistié alterada en

este paciente.
4. Conclusiones

Aungue se trata una pequefia serie de pacientes y se requieren mas estudios, el
tratamiento con AAD es eficaz para la erradicacibn completa del virus a diferencia de
los tratamientos convencionales con INF, en los que el VHC puede persistir siendo
indetectable con técnicas convencionales. Esta persistencia parece repercutir en la

evolucién post-TR.
Introduccioén

Entre un 1,8 y un 8 % de los pacientes receptores de trasplante renal estan infectados
por el virus de la hepatitis C (VHC)(1). A pesar del mayor riesgo complicaciones respecto
a pacientes trasplantados renales sin el VHC clasico, su supervivencia es mayor cuando
se compara a la de pacientes en hemodialisis. (2) Las terapias antivirales
convencionales no eliminaban el VHC de forma eficiente y segura. El interferén-a, la
ribavirina y las terapias basadas en inhibidores de la proteasa eran las mejores
opciones. (3) Sin embargo, el interferébn o est4 asociado a escasa respuesta viral
sostenida (RVS) (carga viral negativa después de 12 semanas de finalizacion del
tratamiento antiviral) (13-43%) y esta contraindicado en el post-trasplante renal debido
a la alta prevalencia de efectos adversos (rechazo del injerto renal). (4) La monoterapia
con ribavirina no era eficaz y respecto a los inhibidores de la proteasa, su empleo estaba
limitado en el post-trasplante renal debido a las interacciones con los inhibidores de la

calcineurina y severos efectos adversos. (5)

Los nuevos antivirales de accion directa (AAD) han sido considerados recientemente
seguros para el tratamiento del VHC en el post-TR. (6-9) Los receptores de trasplante
renal que recibieron por lo menos dos clases distintas de AAD consiguieron RVS a las
12 semanas un 90% (10). En una reciente revision se evaluo la eficacia y seguridad del
tratamiento con AAD en receptores de TR con infeccidn cronica por el VHC. EI 98,3 %
de los pacientes presento una RVS, y la funcion hepética mejoro6 significativamente vy,

sin embargo, no se registré6 empeoramiento de la funcion renal (11).
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Se ha comprobado en pacientes con hepatitis C y sin enfermedad renal, que el VHC-
ARN puede permanecer en higado y en CMSP después de obtenerse una RVS tanto
por tratamientos convencionales como por tratamiento con AAD (12-15). También se
ha demostrado que la presencia de VHC- RNA después de ultracentrifugacion de

muestras de suero, en pacientes con RVS puede predecir la reactivacion del VHC (14).

Siendo inmunolégicamente comprometidos los trasplantados renales, quisimos valorar
la eficacia de los tratamientos antivirales convencionales y AAD en aquellos con RVS,
evaluando el VHC-ARN mediante ultracentrifugacion o en CMSP. La combinacion de
estos ensayos permite la identificacion de méas del 80% de los pacientes con una
infeccion oculta de VHC oculta en el higado [15]), asi como revisar la seguridad de las

repercusiones hepdaticas y renales del tratamiento antiviral.
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Pacientes y métodos

Se analizaron 18 pacientes receptores de trasplante renal, mayores de 18 afos, cuya
infeccion por VHC habia sido tratada con antivirales y presentaban RVS, que acudian a
nuestro servicio de Nefrologia para seguimiento. Se obtuvo un consentimiento
informado y el estudio fue aprobado por el comité de ética para la investigacion clinica.
Se excluyeron aquellos pacientes que no hubieran alcanzado la RVS o tuvieran una
reactivacion de la viremia en el momento del estudio. El momento y el tipo de tratamiento

se encuentra recogido en la figura 1.

18 pacientes tratados
VHC

13 tratados post -trasplante

10 tratados pre- trasplante renal, todos con AAD

renal

/N /N

1 con ADD 9 con antivirales 5 con tratamiento 8 sin tratamiento
con RVS convencionales: previo al TR sin previo al TR.
RVS, tratados con

/ \ / AAD

4 con RVS 5 sin RVS:
(1 VHC oculto 3 recaidas.
positivo) 2 sin respuesta

\

18 pacientes con respuesta viral sostenida (RVS)

Figura 1: Tratamiento de la infeccion por el VHC de los 18 receptores de trasplante renal.
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Se recogieron distintas variables en relacion a la causa de la insuficiencia renal, el tipo
de didlisis recibida, el numero de trasplantes previos, el genotipo del VHC vy los
tratamientos antivirales recibidos, asi como el momento de tratamiento antiviral (dialisis

o con TR funcionante), cuyos datos se encuentran recogidos en la tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas demograficas y clinicas de los 18 pacientes.

Edad (media + DS) 55,4 +9,09
Vardn (n; %) 13;72,2
Enfermedad renal crénica (n; %)
Glomerular 10; 55,6
Hereditaria 4;22,7
Otras 4;22,7
Tipo de didlisis (n; %)
Hemodialisis 10; 55,6
Didlisis peritoneal 2;11,1
Ambas 5;27,7
Ninguno 1,5,6
Genotipo VHC (n; %)
1b 11;78,6
2a-2c 1;7,1
3 2;14,3
N/D 4;22,7
Momento del tratamiento antiviral (n; %)
Post-trasplante renal 13;72,23
Tratamiento antiviral (n; %) 18;100
INF o INF -PEG 3;16,7
INF-RBV 1;5,6
AAD 9;50
Varios 5;27,7
Tiempo desde el tto. Antiviral hasta determinacion (meses) (media + DS) 26,63+ 6,03
Tiempo de TR (meses) (media * DS) 146,66 +110,10

VHC: Virus hepatitis C, N/D: No disponible; INF: Interferén-a, INF- PEG: Interferén

pegilado, RBV: Ribavirina; AAD: antivirales de accién directa; TR: Trasplante renal.

En aquellos receptores de TR tratados post-TR se analizé la funcién hepética y renal
pre y post-tratamiento con AAD, asi como el niumero de rechazos del injerto renal,

interacciones y complicaciones del tratamiento antiviral.
Métodos

Se aislaron plasma y CMSP de sangre anticoagulada por centrifugacion en gradiente

de densidad (Biocoll, Biochrom, Berlin, Alemania). Las muestras de plasma se
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almacenaron a -30 °C y las CMSP a -30 °C en solucion RNAlater (Ambion, Austin, TX)
hasta la deteccion de VHC -ARN.

Dos mililitros de plasma se ultracentrifugaron en un cojin de sacarosa al 10% durante
17 horas a 100.000 xg y 4 ° C para concentrar las particulas de VHC (16). El sedimento
se disolvié en 250 ul de tampon TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM; pH 7,5) y el ARN
se aislé con el reactivo Trizol LS (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de la precipitacion,
el sedimento de ARN se disolvié en 10 ul de agua libre de nucleasas. El ARN total se
aisl6 de CMSP utilizando el Sistema de aislamiento de ARN total SV (Promega,
Madison, WI). Después de la precipitacion con isopropanol, el sedimento de ARN se
disolvi6 en 10 ul de agua libre de nucleasas y su concentracibn se midié por
espectrofotometria.

La deteccién de la region no codificante 5 'de VHC -ARN se realiz6 mediante
Transcripccion inversa (T1)-PCR en tiempo real con sondas de transferencia de energia
de resonancia de fluorescencia. Dos microlitros de ARN total aislados de 2 ml de
ultracentrifugado. El plasma, o 0,5 Ig de ARN total de CMSP se retrotranscribié y
amplificé en una reaccion de un solo tubo que contenia la mezcla de reaccion de ARN
(LightCycler Master Hybprobe, Roche, Mannheim, Alemania). Cebadores, sondas y
condiciones de esta reaccion de TI-PCR han sido reportados previamente (17). Para
evitar contaminaciones, las pautas de Kwok y Higuchi (18) se observaron estrictamente
para evitar los falsos positivos y los controles negativos y los blancos se copiaron con
las muestras y se acompafiaron durante todo el proceso de PCR. Como controles
positivos, se utilizaron plasma de ARN del VHC positivo y CMSP de pacientes con

infeccién crénica por VHC.
Estadistica

Las variables categoéricas fueron comparadas usando el test chi-cuadrado o el test
exacto de Fisher, segun correspondiera. Las variables continuas fueron calculadas las
medias usando t de Student para datos pareados, y la significacion mediante los tests

U de Mann- Whitney y Wilcoxon. Todo ello utilizando el programa SPSS versién 20.0
Resultados

Las caracteristicas de los pacientes TR, tratados con AAD, y los tratamientos utilizados
se recogen en la tabla 2. El régimen mas empleado fue sofosbuvir/ledipasvir y el FG
inicial en todos los pacientes el FG fue >30 ml/min. No hubo efectos adversos durante
el tratamiento antiviral relevantes que requirieran hospitalizaciébn o suspension de la

terapia. Todos los pacientes tratados post TR, recibieron la terapia después de los 6
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meses post TR, con funcién renal estable, niveles estables de anticalcineurinicos y dosis

bajas de esteroides, (en el caso de estar con estos tratamientos).

Tabla 2: Caracteristicas de los 14 receptores de TR tratados con AAD.

Nimero Edad Sexo GenotipoVHC Tratamientoinmunosupresor Tratamiento anti-viral

1 59F 1b CyA+MMF Sofosbuvir/ledipasvir

2 51H 1b FK+MMF+Pred Sofosbuvir/ledipasvir, previo INF

3 55H 1b MMF+Pred Sofoshuvir/ledipasvir

4 65F 1b Fk+MMF+Pred Elbasvir/grazoprevir

5 68H 2a-2¢ FK+Sirol Sofoshuvir/ledipasvir, previo INF

6 61F 1b FK+MMF+Pred Sofosbuvir/ledipasvir

7 61F 3a MMF+CyA Sofoshuvir/daclastavir

8 M4H 1b CyAtPred Sofoshuvir/ledipasvir

9 46 H 1b CyA+MMF+Pred Sofosbuvir/ledipasvir

10 42H N/D MMF Sofosbuvir/ledipasvir, previo INF

11 56 H 1b MMF+FK Sofosbuvir/ledipasvir, previo INF sin RVS
12 63H N/D FK+MMF+Pred Sofosbuvir/ledipasvir

13 52 H N/D FK+MMF+Pred Sofosbuvir/ledipasvir

14 74H 1b FK+MMF+Pred Ombitasvir/Paritaprevir/Ritonavir/Dasabuvir, previo INF sin RVS

TR: Trasplante renal; AAD: antivirales de accion directa, VHC: Virus de la hepatitis C, INF: Interferén-a;
N/D: No disponible; CyA: ciclosporina; MMF: micofenolato mofetil; FK: tacrolimus; Pred: Prednisona; Sirol:

Sirolimus;

En ninguno de los 14 receptores de TR tratados con AAD se detect6 la presencia de
VHC ARN ni en CMSP ni en plasma tras ultracentrifugacién. Tampoco se detecté el
ARN viral en las CMSP de los 4 pacientes con RVS tras tratamiento con IFN (en
monoterapia o con RBV). Sin embargo, uno de ellos fue positivo al ARN VCH en plasma
mediante ultracentrifugacion. Este paciente, varon y diagnosticado de VCH genatipo 1b,
habia recibido INF- PEG en monoterapia previo al TR, y durante el seguimiento posterior
de 103 meses no se detect6 la presencia de VHC-ARN en suero mediante técnica
convencional. La supervivencia del injerto y del paciente fue del 100% al final del
seguimiento.

La funcion hepatica mejor6 de forma significativa después del tratamiento con AAD, en
los 14 pacientes, medidos mediante la deteccion de AST, ALT, donde ambos

disminuyeron post tratamiento (P= 0,006 y P =0,011), respectivamente.

De los pacientes incluidos en el estudio, 17 habian recibido previamente didlisis
(hemodialisis en 55,6 %, dialisis peritoneal en 11,1 % y ambas en 27,8 %), y el paciente
restante se trasplantdé de donante vivo pre- didlisis. 10 pacientes (55,6%), tuvieron su

primer TR, 7 el segundo (38,9%) y 1 paciente habia recibido su tercer TR (5,6%).
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Respecto al tratamiento antiviral, 10 pacientes fueron tratados previamente al TR; 1 con
AAD (en el que no se objetivo recaida), 8 con INF-a, y en un caso, con INF-a y RBV (9
pacientes, tratados con antivirales convencionales). De ellos, 4 presentaron RVS, otros
3 se reactivaron tras finalizar el tratamiento y 2 no respondieron, siendo la eficacia del
tratamiento pre-TR con antivirales convencionales de un 50%. Los 5 pacientes que no
respondieron pre-TR o recayeron pre-TR fueron tratados post TR con AAD y otros 9
mas que no habian recibido tratamiento pre-TR. En total 14 pacientes fueron tratados
con AAD (13 post TR y uno pre TR). Todos los pacientes completaron el tratamiento
con AAD vy fueron seguidos un minimo de 12 meses post tratamiento antiviral con un
tiempo de seguimiento medio de 26,61 + 6,03 meses.

No se objetivaron diferencias significativas en la funcion renal del injerto pre y post
tratamiento con AAD (en los 13 pacientes tratados post TR). El indice proteina/
creatinina aumento de forma significativa, después del tratamiento, pero no se asocio6 al
tratamiento con ledipasvir/sofosbuvir, al genotipo, o al tipo de enfermedad renal de base,
de forma significativa. Los resultados sobre la funcidn hepatica y renal se encuentran
en la tabla 3.

Tabla 3: Parametros hepaticos y renales pre y post tratamiento antiviral.

pre-tratameinto post-tratamiento Significacion
AST (UI/1) (media £ DS) 44 35,9 18,86+ 8,7 0,006
ALT (UI/1) (media £ DS) 46,6 +45,36 18,86 £8,70 0,011
GGT(UI/l) (media +DS) 54,53+51,91 42,8+58,26 0,422
Bilirrubina total(mg/dl) (media DS) 0,64 0,22 0,57+0,24 0,463
Creatinina (mg/dl) (media + DS) 1,39+0,29 1,42 +0,62 0,278
CKD-EPI (ml/min/1,73 m2) (media £ DS) 55,96 +16,97 57,53+19,24 0,388
proteina/creatinina (mg/g) (media +DS) 63,25+ 13,48 327,5+41,50 0,001

AST: Alanino aminotransferasa; ALT: Aspartato aminotransferasa; GGT: Gamma glutamil transpeptidasa;

CKD-EPI: Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration.

Respecto a la evolucion del paciente con virus C oculto positivo, presentd una nefropatia
por virus del polioma con posterioridad al diagnostico y tratamiento de un rechazo
humoral. La funcion renal del injerto de este paciente no habia sido considerada para la
evaluacion renal dado que fue tratado previamente al TR con INF- PEG. Su funcion
renal y la evolucion del injerto renal ha sido la peor de la serie, a pesar de que
presentaba un tiempo de seguimiento de 103 meses, menor a la media de la serie. Por
ualtimo, su funcién hepatica no mejoré de forma significativa, a diferencia del resto de

pacientes de la serie.
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Discusioén

El principal hallazgo en este estudio es la seguridad que representa saber que la
infeccion por el VHC oculto es negativa en pacientes tratados con AAD aunque sea.

trasplantados renales y por tanto, inmunosuprimidos.

Solo en un varén diagnosticado de VHC genotipo 1b, tratado previo al TR con INF-PEG
en monoterapia, se detecté ARN del VHC en plasma mediante ultracentrifugacion. El
ARN del VHC no se detectd en ningln caso mediante RT-PCR en CMSP y tampoco en
los 14 receptores de TR tratados con AAD por RT-PCR en CMSP y en plasma después

de la ultracentrifugacion.
Eficacia

Todos los pacientes tratados con AAD, (1 pre-TR y 13 post-TR) completaron el
tratamiento prescrito. EI 100% de los pacientes tratados con AAD presentaron una RVS,
y en ningun caso se detectd el ARN del VHC mediante RT-PCR en CMSP ni en plasma

tras ultracentrifugaciéon, durante un periodo de seguimiento de 26,61 + 6,04 meses.
Seguridad y tolerancia del tratamiento con AAD:

La funcion hepatica mejoré de forma significativa después del tratamiento con AAD,
medidos mediante la deteccion de AST y ALT donde ambos disminuyeron post
tratamiento. No se objetivaron diferencias significativas en la funcion renal del injerto pre
y post tratamiento con AAD. Estos hallazgos han sido también encontrados en una
reciente revision, (11). Sin embargo, si se objetivdo un empeoramiento del indice proteina
/creatinina poco después de la terapia, en 4 pacientes que habian recibido AAD post-
TR, (28,5%). La supervivencia del injerto y del paciente fue del 100 %, por lo que
nuestros datos son muy similares a los de Lubetzky y col. En esta serie se analizaron
31 pacientes, tratados con nuevos AAD, post-TR de los cuales 6 presentaron un
empeoramiento de proteinuria (19,3%) y en los que hubo una tendencia a ser tratados
con ledipasvir/sofosbuvir, en comparacion con el grupo control (0,36 + 0,72 g/g, P=0,06).
De entre los 6 pacientes, en dos casos objetivaron un empeoramiento de funcién renal
(19). En nuestra serie Unicamente en un paciente la proteinuria basal fue positiva y al
final del seguimiento en 4 pacientes era positiva, a diferencia del trabajo de Lubetzky y
cols en el que ningun paciente desarroll6 proteinuria de novo. De entre estos pacientes,
1 paciente estaba en tratamiento con sirolimus por un linfoma, y otro habia sido
diagnosticado de una gammapatia monoclonal de significado incierto en el pasado y
presentaba una enfermedad de Von Willebrand severa, por lo que no se pudo realizar

biopsia renal, para descartar gammapatia monoclonal de significado renal. Tampoco se
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realizo biopsia renal en otro paciente con proteinuria de nueva aparicion en un paciente
con retraso mental, que se hizo intermitente con antiproteindricos. Todos los pacientes
con indice proteina /creatinina positivo recibian antiproteinuricos y habia sido biopsiado
un paciente y diagnosticado de un rechazo humoral, después de recibir el tratamiento
antiviral con AAD. En nuestra pequefia serie el aumento de proteina /creatinina no se
asocié al tratamiento con ledipasvir/sofosbuvir, al genotipo del VHC o al tipo de
enfermedad renal de base, de forma significativa. Otros trabajos también han descrito
aparicion de proteinuria en pacientes tratados con nuevos AAD, que incluyen 5
pacientes con desarrollo de glomerulonefritis focal y segmentaria y otro caso con

desarrollo de glomerulonefritis mediada por inmuno-complejos lupus-like. (19-22).

Se ha sugerido como hipotesis, el dafio directo podocitario, la reconstitucion inmune y

la interaccién con medicacién inmunosupresora concomitante (20).

Recomendamos por tanto vigilancia de andlisis orina antes, durante y después del
tratamiento con antivirales AAD, y en caso de aparecer proteinuria derivar al paciente al
nefrélogo. Si bien la proteinuria es un marcador de dafio renal, su escasa cuantia podria

no representar tanto dafo.

Respecto al paciente con infeccion por el VHC oculto por ultracentrifugacion la
persistencia de alteracion en las transaminasas refuerza la hip6tesis de dafio hepatico
silente, ya que esto no ocurrié en el resto de pacientes de la serie. Sin embargo, no
sufrié reactivacion de su hepatitis C y tampoco parece que esto afectara de forma directa

a su evolucion post-TR durante el tiempo de observacion.

La deteccion del virus por esta técnica sigue siendo un marcador de la evolucion del
paciente y cuando existan mas datos de investigacion podria orientar a la necesidad o

no de recibir tratamientos adicionales.

En conclusion, aunque se trata una pequefa serie de pacientes, y se requieren mas
estudios, el tratamiento con AAD es eficaz con erradicacion completa del virus, a
diferencia de los tratamientos convencionales, con INF, en los que el VHC puede
persistir, siendo indetectable con técnicas convencionales y esta persistencia parece

repercutir en la evolucion post-TR.
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CAPITULO 7. DISCUSION GENERAL

Existe una elevada prevalencia de hepatitis virus C oculta en nuestras muestras
poblacionales de pacientes con enfermedad renal cronica (enfermedad glomerular
(38%), ND (8%) y TR (14,1%), demostrada mediante deteccion de RNA-VHC en CMSP

0 en plasma tras ultracentrifugacion.

Baid- Agrawal y col. encontraron una baja prevalencia de VHC oculto positivo 2/398
(0,5%) en pacientes con TR y en programa de hemodidlisis. En un seguimiento
longitudinal medio de 30 meses de los 3 pacientes con infeccién oculta por el VHC, no
hubo evidencia clinica o viroldgica de infeccion por VHC. La diferencia encontrada en la
prevalencia de VHC oculto en ambos estudios puede ser explicada por la diferencia de
prevalencia del VHC en la poblacién general en Espafia (2%) y en Alemania (0,3%). Los
autores sugieren que la alta prevalencia de infeccion oculta por el VHC documentada
en nuestros estudios pueda deberse a la contaminacion cruzada durante la deteccién
del ARN del VHC, sin embargo, en estos estudios, se descarto la contaminacion cruzada
porque la positividad al ARN del VHC en células mononucleares de higado o sangre
periférica se confirmé amplificando una region diferente del genoma del VHC y mediante

clonacién, secuenciacion y analisis filogenético de los productos de PCR.

La incidencia de VHC determinado mediante técnicas convencionales, ha disminuido
progresivamente en los paises europeos en los Ultimos afios debido a la implementacién
de politicas activas para evitar la transmisién en unidades de dialisis, lo que podria
explicar como en nuestro primer estudio en enfermos con nefropatias glomerulares
realizado hace casi 5 afios, la prevalencia de virus de la hepatitis C oculto fue mayor, y
ésta ha disminuido en las siguientes poblaciones de nefropatia diabética y receptores
de trasplante renal realizadas con posterioridad (GEOPTE). Quiza la inmunosupresion
farmacoldgica, que forma parte de el tratamiento de algunos pacientes con enfermedad
glomerular y de los pacientes receptores de trasplante renal, pueda explicar que la
incidencia en estos dos grupos sea mayor, tal y como se ha demostrado con el VHC
clasico en los que la prevalencia de VHC esta aumentada en aquellos pacientes con
inmunosupresion.

De acuerdo a nuestros estudios, el numero de pacientes que refirieron factores de riesgo
para la adquisicion del virus de la hepatitis C clasico, estaba aumentado en pacientes
virus C oculto positivo, tanto en aquellos con enfermedades glomerulares, como en
especial en receptores de trasplante renal, en los que resulto estadisticamente
significativo, la relacion con transfusiones sanguineas. Se ha sugerido una infeccion

oculta de HCV en curso entre el 50% de los donantes de sangre que resultaron positivos
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al anticuerpo especifico del nucleo del VHC y fueron negativos para el anti VHC y el
ARN del VHC en el cribado de rutina en un estudio (2,1%) de cuarenta y dos donaciones.
Encontramos una alta incidencia de gammapatias monoclonales, en pacientes VHC
oculto positivo, diagnosticados de ND y un TR, que finalmente fallecio, lo que sugiere
una posible asociacion entre trastornos hematoldgicos y presencia de VHC oculto, tal y
como se ha sugerido en algunos estudios de VHC clasico. Esta relacién ha sido descrita
en un reciente metanalisis realizado por Yuying Li, en el que el VHC aumenté el riesgo
de mieloma mudltiple en paises con alta prevalencia de VHC. Otro estudio midi6 la
prevalencia de VHC oculto en pacientes con mieloma multiple, encontrandose que el
24,5% de los pacientes con MM tenian VHC oculto positivo en comparacion con el 3%
solo en el grupo control (valor p = 0,01), lo que sugirié una asociacion de VHC oculto
positivo con MM.

En cuanto a las diferencias encontradas atendiendo al tipo de enfermedad renal de base
en nuestro primer trabajo, encontramos una elevada prevalencia de GNIM en
comparacion con GNH, sin embargo, cuando analizamos la etiologia en los
trasplantados renales, en nuestro tercer trabajo, la prevalencia en enfermedades segun
la etiologia no se confirm6 y las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Nuestros trabajos pueden presentar problemas de potencia estadistica por la presencia
de un tamafo muestral limitado especialmente cuando estratificamos.

Sin embargo, independientemente de la etiologia de la enfermedad renal, en nuestros
tres estudios prospectivos, aunque no fue estadisticamente significativo, observamos
tal y cdmo esta descrito en infeccion por VHC clasico mayor progresiéon de insuficiencia
renal, en enfermos con infeccién VHC oculto positivo.

Aunque existe cierta controversia, sobre la repercusion y el posible riesgo
cardiovascular aumentado en pacientes con VHC clasico, nosotros no pudimos
confirmarlo en los trabajos en los que fue analizado (segundo y tercero), quiza porque

la enfermedad por el VHC oculto sea una expresion mas leve de la enfermedad viral.

También esta descrito, tal y cémo se indico en la introduccién una contribucion de la
infeccion por el VHC clasico a las complicaciones del TR y a la supervivencia del injerto
y del paciente en receptores de TR. Aunque en el trabajo de Baid-Agrawal, no referian
repercusion sobre la evolucién, durante un seguimiento medio de 30 meses, nosotros
aunque no demostramos ninguna contribucién en una comorbilidad especifica, nuestra
interpretacion de los resultados, del tercer trabajo, es que la suma de las pequefias
diferencias aunque no significativas, de mayores comorbilidades en el grupo de VHC
oculto positivo puede finalmente tras casi 10 afios de seguimiento medio explicar la

significacion en las diferencias de supervivencia del injerto y del paciente.
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Por ultimo, quisimos comprobar la prevalencia y si existian diferencias en la presencia
de VHC oculto, entre tratamientos antivirales, en una pequefia muestra de pacientes
VHC positivos tratados. Calculamos que existe una prevalencia de receptores de TR
con anti VHC positivos entre el 2,5-3%, en nuestro area sanitaria, en 2018. Unicamente
encontramos un receptor de TR, con presencia de VHC oculto que habia sido tratado
con INF en monoterapia previo a un segundo TR. Pardo et al. describieron la respuesta
al tratamiento antiviral con INF-PEG y RBV, del VHC oculto, en una muestra de 10
pacientes, durante un seguimiento de 6 meses. Los resultados del estudio demostraron
que las particulas intactas virales estan presentes en estos pacientes indicando

replicacion viral.

Este estudio fue realizado en una época en la que el tratamiento con INF-PEG y RBV
eran la forma habitual de tratamiento, con la aparicion de nuevos AAD, quisimos realizar
el estudio en pacientes en los que se emplearon estos farmacos para el tratamiento por
VHC, para evaluar su eficacia en la erradicacién del VHC oculto, lo que podria sugerir
beneficio en el tratamiento en esta entidad. Nuestros resultados en conjunto, sugieren
un beneficio en el tratamiento del VHC oculto con los nuevos AAD aungue se requieren

mas estudios que corroboren nuestros hallazgos.
Conclusiones generales

- Existe una elevada prevalencia de hepatitis virus C oculta en nuestras muestras
poblacionales de pacientes con enfermedad renal crénica (enfermedad glomerular,
nefropatia diabética y trasplantados renales), demostrada mediante deteccion de RNA-

VHC en CMSP o en plasma tras ultracentrifugacion.

- A pesar de que los datos no fueron estadisticamente significativos, la progresion de
la insuficiencia renal, tendi6 a ser mas rapida en aquellos pacientes con VHC oculto
positivo, en pacientes con nefropatias glomerulares, diabéticos y trasplantados renales,
indicando que el virus oculto por VHC puede ser un factor pronostico negativo universal
como ocurre con la infeccion por VHC clasico. Este hecho refuerza la significacion

biologica del virus de la hepatitis C oculto.
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Conclusiones particulares

- De acuerdo a nuestros estudios, el nimero de pacientes que refirieron factores de
riesgo para la adquisicion del VHC cléasico, estaba aumentado en pacientes VHC oculto
positivo, tanto en aquellos con enfermedades glomerulares, como en especial la

trasfusion de hemoderivados en receptores de TR.

- Encontramos una alta incidencia de gammapatias monoclonales, en pacientes VHC
oculto positivo, diagnosticados de ND y un TR, lo que les indujo una peor evolucion.
Este virus como modulador de la respuesta inmune parece ser capaz de inducir

fendbmenos de clonalidad.

- Nuestros datos indican que la presencia de VHC oculto juega un papel limitado, en el
control de la diabetes, el riesgo cardiovascular tanto en pacientes con ND como en

receptores de TR.

- Aunque la contribucion particular a las complicaciones propias del TR también fue
limitado, sin embargo, la supervivencia del injerto y del paciente, a largo plazo, estaba

disminuida en aquellos receptores de TR VHC oculto positivo.

- En pacientes trasplantados renales anti-VHC positivo, el empleo de los nuevos AAD

parece mas eficaz y seguro, que los antivirales convencionales.
Aplicacion clinica

La deteccién del virus de la hepatitis C oculto en nuestras muestras de pacientes con
nefropatia glomerular y diabética, asi como en trasplantados renales anti-VHC negativo,
proporciona una base racional para la administracion de terapia antiviral dado que su
presencia conlleva una peor evolucion de la funcién renal a medio plazo, y menor

supervivencia del paciente y del injerto a largo plazo del TR.
Fortalezas

Se ha comprobado la existencia de la infeccién oculta por VHC, y su repercusion clinica
en distintas subpoblaciones de enfermos renales, en los que su presencia confiere una
peor evolucion.

Se ha podido confirmar la eficacia (determinando la presencia de VHC oculto), y
seguridad del tratamiento con los nuevos AAD en comparacion con los antivirales

convencionales y su utilidad en la erradicacion total del VHC oculto.
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Limitaciones

- Limitado tamafio muestral y potencia estadistica. Nuestros trabajos pueden presentar
problemas de potencia estadistica por la presencia de un tamafio muestral limitado
especialmente al estratificar.

- Limitacion geogréfica y racial.
- Determinacion en una muestra aislada por paciente del VHC oculto.
Futuras lineas de investigacion

- Estudios de eficiencia sobre la deteccién y tratamiento del VHC oculto con nuevos
AAD.
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The association of hepatitis C virus (HCV) infection and
glomerulonephritis is well known. However, the relationship
between immune-mediated glomerulonephritis and occult
HCV, characterized by the presence of HCV-RNA in liver

or in peripheral blood mononuclear cells in the absence

of serological markers, is unknown. We tested this in

113 anti-HCV-negative patients; 87 with immune-mediated
glomerulonephritis and 26 controls with hereditary
glomerular nephropathies. All patients were serum HCV-RNA
negative by conventional real-time PCR. Significantly,

occult HCV-RNA (detectable viral RNA in peripheral blood
mononuclear cells or in serum after ultracentrifugation)

was found in 34 of 87 patients with immune-mediated
glomerulonephritis versus 1 of 26 control patients. The serum
creatinine levels were significantly higher in patients with
immune-mediated glomerulonephritis with than in those
without occult HCV (1.5 versus 1.1 mg/dl, respectively). A
multivariate analysis adjusted for gender showed a
significantly increased risk of occult HCV in patients with
immune-mediated glomerulonephritis versus the controls
(odds ratio of 13.29). Progression to end-stage renal disease
tended to be faster in patients with immune-mediated
glomerulonephritis and occult HCV than in the negative
cases. Thus, occult HCV is strongly associated with immune-
mediated glomerulonephritis and may have a role in the
progression of the disease.
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Hepatitis C virus (HCV) is a single-stranded RNA virus that
replicates by the synthesis of a complementary RNA molecule
(antisense HCV-RNA strand). Although liver is the main
target for HCV infection, a significant proportion of the
HCV-associated morbidity is due to extrahepatic patholo-
gies.! These extrahepatic manifestations may occur due to a
generalized autoimmunity induced by the virus or a direct
action of HCV, as HCV-RNA has been detected in several
extrahepatic cell types and organs including the kidney.>*

Different epidemiological studies have shown that HCV
infection is closely associated with several chronic kidney
diseases, such as type I membranoproliferative glomerulo-
nephritis with and without cryoglobulinemia, type III
membranoproliferative  glomerulonephritis, and mem-
branous nephropathy.*® The common feature of these
HCV-associated renal diseases is the existence of HCV
immune complexes in renal tissue.”?

The diagnosis of HCV infection is based on the detection
of antibodies against HCV proteins (anti-HCV) and HCV-
RNA in serum.!? However, the use of highly sensitive nucleic
acid amplification assays has demonstrated the presence of
HCV-RNA in serum of some anti-HCV-negative patients.
This status, termed ‘seronegative’ HCV infection, was found
not only in certain clinical conditions such as HIV infection
and hemodialysis but also in cryptogenic hepatitis and in
blood and organ donors.!'*® Another form of seronegative
HCYV infection named occult HCV was identified in patients
with chronic liver disease of unknown origin.?! This occult
HCYV infection is characterized by the detection of HCV-RNA
in liver in the absence of anti-HCV and HCV-RNA in serum
even on using highly sensitive techniques. Furthermore, a
proportion of patients with occult HCV may have HCV-RNA
in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and very low
levels of serum HCV-RNA may be detected after ultracentri-
fugation of large volumes of serum to concentrate viral
particles.”? These approaches can be useful for the diagnosis
of occult HCV when a liver biopsy is not available. Using
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these techniques, occult HCV infection was also described
in cryptogenic liver cirrhosis, hepatocellular carcinoma,
lymphoproliferative disorders, hemodialysis patients with
abnormal values of liver enzymes of unknown origin, and
even in healthy subjects without evidence of hepatic
disease.”>%?

On the basis of the above premises, this study aimed to
determine the prevalence and the possible clinical signifi-
cance of occult HCV infection in a population of anti-HCV-
negative patients with immune-mediated glomerulonephritis
(IMGN).

RESULTS

This prospective study included a total of 113 adult patients
with glomerulonephritis who were divided into two groups.
One of the groups comprised 87 cases with IMGN (65
patients with primary and 22 with secondary glomerulone-
phritis) and the other group (control group) had 26 patients

Table 1| Demographic and clinical characteristics of the 113
patients

Age {year; mean+s.d.) 493+178
Female {n (%)) 65 (57.5)
Duration of renal disease (months; mean+s.d) 133.5£1078
Serum creatinine {mg/dl; mean+s.d) 1.36£1.27
Creatinine clearance (ml/min per 1.73 m?% mean £s.d.) 88.6+429
Cockroft-Gault {ml/min; mean s.d.) 83.6140.1
Primary glomerular nephropathy (n (%))
Idiopathic nephrotic syndrome” 26 (23)
Membranous nephropathy 20{17.7)
Immunoglobulin A nephropathy 14 (12.4)
Membranoproliferative gk)merulonephritisb 3(26)
Immunotactoid nephropathy 2(1.8)
Secondary glomerular nephropathy (n (%))
Lupus nephropathy 15{13.3)
Anti-neutrophil cytoplasmic antibody-positive vasculitis 7 (6.2)
Hereditary glomerular nephropathy (n (%))
Alport syndrome 13 (1.5)
Thin basement membrane disease 8 (7.1)
Benign familial hematuria S (4.4)
“Incdudes minimal change i focal and I gl 1

sderosis, and IgM nephropathy.
l’l'ypa I, I, and lIl; normal values for serum creatinine <1.3mg/dl; normal values
for Cockroft-Gault > 90 ml/min.

with hereditary glomerular nephropathies (HGN) (Table 1)
When comparing the demographic and clinical features of
the two groups of patients included in the study, it was found
that the proportion of women {20/26: 77%) and the duration
of the renal disease (233 +99.5 months) were significantly
higher in the group of patients with HGN than in patients
with IMGN (45/87: 52%, P = 0.025 and 103.8 + 91.5 months,
P =0.001, respectively). By contrast, the number of patients
who reported risk factors for acquisition of HCV infection
(blood transfusions, tattoos or piercings, or household
contact with a chronic HCV carrier) was significantly higher
(P=0.007) in the IMGN group (25/87: 29%) than in the
control group (1/26: 4%). No other differences were found
between both groups of patients (Table 2).

Serum HCV-RNA was tested by conventional real-time
PCR (with 250l of serum) in the 113 patients and all of
them were negative. When detecting sense HCV-RNA strand
in PBMC samples, it was found that 29/87 (33%) patients
with IMGN who were serum HCV-RNA negative by
conventional PCR technique had HCV-RNA in PBMCs with
a mean load + s.e.m. of 4.7x10* + 1.7x 10* copies/pg of total
RNA. In 17 of these 29 patients (59%) the antisense HCV-
RNA strand (HCV replication) was also detected in PBMCs
(mean + s.e.am.: 2.6x10° + 1.8x10° copies/jig of total RNA).
In addition, HCV-RNA was detected in serum after ultra-
centrifugation in another five additional patients (mean +
se.m.: 99 +16 copies/ml). No patient was simultaneously
positive for HCV-RNA in PBMCs and in serum after ultra-
centrifugation. Thus, an occult HCV infection (HCV-RNA in
PBMCs or in serum after ultracentrifugation) was diagnosed
in 34/87 (39%) anti-HCV-negative patients with IMGN. By
contrast, occult HCV infection was identified only in PBMCs
of 1/26 (3.8%) patients with HGN (P=0.001). All the
negative controls included in the PCR assays were always
negative and the results of HCV-RNA detection performed in
a blind fashion by different operators on different days were
identical in all cases.

The sequence analysis of the HCV-core region isolated
from PBMCs of seven randomly selected patients and from
serum {after ultracentrifugation) of two other patients
showed that HCV isolates belonged to genotype 1b. The
phylogenetic tree proved that, in each patient, HCV clones
clustered together into the same branch but separately from

Table 2| Demographic and clinical features of the two groups of patients

Immune-mediated

Hereditary glomerular

glomerulonephritis (n =87) nephropathy (n= 26) P
Age {year; meants.d.) 49.81+186 47.6+14.5 0.577
Female {(n (%)) 45 (52) 20 (77) 0.025
Duration of renal disease (mo.; mean+s.d.) 103.81£91.5 2328+99.5 0.001
Serum creatinine {mg/dl; mean*s.d.) 124107 178+23 0.055
Creatinine clearance {(ml/min per 1.73 m’ mean £s.d.) 87.5%41.7 92.5%47.7 0.611
Cockroft-Gault {(ml/min; mean s.d.) 82.7%38 86.4147.2 0.694
Risk factors for acquisition of hepatitis C virus {n {%)) 25 (29) 1{4) 0.007

Normal values for serum creatinine < 1.3mg/dl; normal values for Cockroft-Gault > 90 ml/min. Risk factors for acquisition of hepatitis C virus: blood transfusions, tattoos/

piercings, household contact with a chronic hepatitis C virus carrier.
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the HCV clones of the other patients, indicating that no

cross-contamination among samples occurred (Figure 1).
By univariate analysis, it was found that the incidence of

occult HCV infection was significantly higher in patients with
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Figure 1| Phylogenetic tree constructed with the hepatitis C virus
(HCV)-core nucleotide sequences isolated from peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) of seven randomly selected patients,
designated by ‘P’, and from the serum, after ultracentrifugation,
of two different p desi d by ‘s’ ( k accession
numbers KF889406-KF889432), and those corresponding to HCV
genotypes 1, 2, and 3. Bootstrap values >70 obtained after 1000

replicates of the data sheet are shown in the nodes of the tree.

idiopathic nephrotic syndrome, membranous nephropathy,
Immunoglobulin A nephropathy, lupus nephropathy, and
anti-neutrophil cytoplasmic antibody-positive vasculitis in
comparison with patients with HGN (see Table 3).

In the group of IMGN patients, age, duration of the
renal disease, levels of liver enzymes, and risk factors for
acquiring HCV infection were comparable among patients
with and without occult HCV infection (Table 4). How-
ever, the frequency of female gender was significantly lower
(P =0.014) in the group of patients with occult HCV (12/34:
35%) compared with that in the negative group (33/53:
62%). In addition, patients with occult HCV infection had
significantly higher levels of serum creatinine compared with
those without occult HCV (1.5%+0.9 vs. 1.1+0.4 mg/dl,
P=0.015). Recorded data on the presence of rheumatoid
factor were only available for 47 patients (19 of them with
occult HCV), being positive in 1/19 (5%) cases with occult
HCYV infection and in 3/28 (11%) of those without occult
HCV (P=10.638). Cryoglobulins had been only tested in 11
patients (six with and five without occult HCV infection) and
all of them were negative.

The multivariate analysis adjusted for gender revealed an
increased risk of having an occult HCV infection in the group
of patients with IMGN (odds ratio = 13.29; 95% confidence
interval: 1.695-104.229; P=0.014).

After 42.5+ 8.5 months of the study entry, 81 patients
with IMGN (30 with occult HCV infection) were still
attending our Nephrology Departments. The remaining six
patients (four with occult HCV) were lost for follow-up.
Final serum creatinine levels did not differ significantly
among patients with and without occult HCV infection
(2.0£1.9 vs. 1.4+ 2.1 mg/dl, respectively), although creati-
nine clearance was significantly lower (P=0.032) among
patients with occult HCV (68.2 +45.1 ml/min per 1.73m?’)
than in those without occult infection (89.7 + 39.6 ml/min
per 1.73 m”). However, the rate of renal function decline was
comparable in both groups (data not shown). Relative to
clinical outcome, the frequency of end-stage renal disease
progression tended to be higher in patients with occult HCV
(5/30:17%) compared with that in the negative ones (2/51:
4%) but with no statistically significant difference
(P=0.062). A total of 24 patients (seven with occult HCV
infection) gave their consent to be retested for HCV-RNA in

Table 3 | Prevalence of occult HCV infection according to the type of glomerulonephritis

Number of Occult HCV 95% Confidence
patients positive (%) Odds ratio interval P

Idiopathic nephrotic syndrome® 26 8(31) 11 1.28-96.86 0.029
Membranous nephropathy 20 8 (40) 16.67 1.97-148.90 0.012
Immunoglobulin A nephropathy 14 7 (50) 250 2.62-238.79 0.005
Membranoproliferative glomerulonephritis® 3 1(33) 1250 0.55-284.12 0113
Immunotactoid nephropathy 2 0(0) 0.00 0.00 0.999
Lupus nephropathy 15 7 (47) 21.88 2.33-205.78 0.007
Anti-neutrophil cytoplasmic antibody-positive vasculitis 7 3 (43) 18.75 1.54-227.78 0.021
“Includes minimal change nephrotic sy , focal and glomerulosclerosis, and IgM nephropathy.

“Types |, II, and IIl.
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Table 4 | Comparison of patients with and without occult hepatitis C virus infection in i

(AP
itis

g P

S 1

§
phritis

k-
Positive occult hepatitis C ~ Negative occult hepatitis C P

Hereditary glomerular

virus {n=34) virus {n=53) nephropathy {n = 26)
Age (year; meantsd) 51.6+21.4 4871167 0.502 476+145
Female {n (%)) 12 (35) 33 (62) 0.014 20 (77)
Duration of renal disease (months; mean +s.d) 1002+103.9 106.1+83.6 0.774 23281995
Serum creatinine {mg/dl; mean£s.d) 15+09 11+04 0.015 1.78+23
Creatinine clearance {ml/min per 1.73 m% mean £ s5.d.) 78.6%38 932+428 0113 925+477
Cockroft-Gault (ml/min; mean +s.d.) 73.7%38 885+37.2 0.096 864+472
Risk factors for acquisition of HCV (n (%)) 12 (35) 13 {25) 0279 1{4)
Aspartate aminotransferase {IU/l, mean£s.d) 22.1+6.2 21.0£52 0377 210+115
Alanine aminotransferase (IU/l, mean  s.d.) 204+11 20+9 0.825 201132
Gamma-glutamyl transpeptidase {IU/l, mean*s.d) 254%128 34.6+34.1 0.078 284+35

Risk factors for acquisition of hepatitis C virus: blood transfusions, tattoos/piercings, household contact with a chronic hepatitis C virus carrier.
Aspartate aminotransferase {normal value <401U/l); Alanine aminotransferase {normal value <48IU/l); gamma-glutamyl transpeptidase (normal value <451U/l); normal

values for serum creatinine < 1.3 mg/dl; normal values for Cockroft-Gault > 50 ml/min.
i glomerulonephritis patients with and without occult hepatitis C virus.

“P-values ¢ to the ¢ ison of

PBMCs and in serum after ultracentrifugation. This HCV-
RNA detection was also done in a blinded fashion. The 17
patients without occult HCV remained HCV-RNA negative,
both in PBMCs and in serum after ultracentrifugation. Of the
seven patients with occult HCV, initially, one had viral RNA
in serum (after ultracentrifugation) and the other six patients
were HCV-RNA positive in PBMCs. In the follow-up sample,
all the seven patients were HCV-RNA negative in serum after
ultracentrifugation. However, viral RNA was detected in the
PBMC:s of the seven patients, confirming the presence of an
occult HCV infection.

DISCUSSION
Previous reports have shown an association between HCV
infection and glomerulonephritis.*® The routine laboratory
diagnosis of this HCV-related glomerulonephritis is based on
the presence of conventional HCV-serological markers (anti-
HCV and HCV-RNA). However, in the past years, the
existence of occult HCV infection {presence of viral RNA in
liver and in PBMCs with undetectable anti-HCV and serum
HCV-RNA) has been documented in different populations,
including patients with cryptogenic hepatitis, hemodialysis
patients, and healthy subjects without evidence of liver
disease. 212329

This work was aimed to investigate the prevalence of
occult HCV infection in anti-HCV and serum HCV-RNA-
negative patients with IMGN. We have found that 39% of
these patients had an occult HCV infection, as demonstrated
by the detection of HCV-RNA in PBMCs or in serum after
ultracentrifugation. The PCR results were considered reliable
because (i) the large number of negative controls included in
each PCR run were always negative, (ii) laboratory personnel
were blinded to the clinical status of patients and identical
results were obtained by different operators when testing the
samples on different days, and (iii) the results of the
phylogenetic analysis performed after the amplification of
the HCV-core region, which was a different region than that
amplified for the assessment of HCV-RNA (the 5’ noncoding

622

region) in all the samples included in the study. Finally, the
presence of occult HCV infection was confirmed when
repeating HCV-RNA detection in samples collected 42.5 + 8.5
months after the initial ones.

The prevalence of occult HCV infection in patients with
IMGN (39%) was significantly higher (P =0.001) than that
found in the group of patients with HGN {(3.8%).
Furthermore, the multivariate analysis showed that the risk
of having an occult HCV infection was 13 times higher for
patients with IMGN as compared with HGN, so all these data
suggest that occult HCV infection is clearly associated with
glomerular diseases.

In patients with classical HCV-associated glomerular
nephropathies, the pathogenesis of the kidney lesion is
related to the deposition of HCV immune complexes in the
glomeruli.” These immune complexes can be taken up by
mesangial cells, where viral RNA can trigger the production
of interferons and proinflammatory cytokines via Toll-like
receptor 3-dependent and -independent mechanisms.?%*!
Patients with occult HCV infection have neither detectable
anti-HCV nor detectable serum HCV-RNA by conventional
methods and therefore it could be argued that occult HCV
infection does not have a role in the kidney injury of our
studied patients. However, it has been reported that in an
anti-HCV-positive patient with glomerulonephritis but
negative to serum HCV-RNA for years, renal injury was
likely to be virus-induced because of the presence of HCV-
NS3 antigen in the kidney tissue of the patient.*? Moreover, a
recent work describes detection of HCV antigens and
visualization of HCV particles in the renal tissue of 1.8% of
anti-HCV-negative  patients ~ with  glomerulonephritis,
although the status of HCV-RNA in serum or PBMCs is
not provided.’® This percentage of occult HCV is lower than
that found in our study, but it should be considered that
immunohistochemistry is a lesser sensitive technique than
HCV-RNA detection. Therefore, taking together all these
previouly reported data and our results, it can be assumed
that occult HCV infection may be the underlying cause of a
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proportion of primary and secondary glomerular nephro-
pathies with negative serological viral markers. Although
in the present work immunohistochemistry or virologic
detection in the kidney biopsies {as no properly stored
material was available) were not performed, our data suggest
a possible direct pathogenic role of occult HCV infection in
the renal damage. In support of this hypothesis is the fact that
IMGN patients with occult HCV infection had significantly
worse renal function (serum creatinine levels and creatinine
clearance values) than the IMGN patients without occult
HCV. Although the renal function declining rate was similar
between both groups, the frequency of progression to end-
stage renal disease tended to be higher in patients with occult
HCV than in the negative cases, indicating that occult HCV
may be a negative prognostic factor, as occurs with the
dlassical hepatitis C infection in patients with IMGM.>
Finally, occult HCV infection could explain why interferon
therapy is of benefit, inducing clinical and laboratory
responses, in some HCV-negative patients with essential
mixed cryoglobulinemia.’>3¢ Therefore, detection of occult
HCYV infection provides the rationale basis for administration
of antiviral therapy in anti-HCV-negative glomerular
nephropathies.

In summary, occult HCV infection may be involved in the
pathogenesis of a significant proportion of IMGN but further
studies and a long-term follow-up of these patients must be
performed to confirm the clinical and pathological implica-
tions of this finding.

MATERIALS AND METHODS

From June 2009 to January 2012, 87 patients with primary and
secondary glomerular nephropathies and 26 patients with hereditary
glomerular nephropathy were enrolled in the study. The diagnosis of
the renal disease was based on a kidney biopsy, except for the cases
of benign familial hematuria diagnosed by clinical and familial data.
All patients had to be anti-HCV-negative, as well as hepatitis B
surface antigen and anti-HIV negative by routine commercial tests
(VITROS Anti-HCV Assay, Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ;
Enzygnost hepatitis B surface antigen 5.0 and Enzygnost Anti-HIV
1/2 Plus Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany). The
study was approved by the Ethic Committee of the Hospital
Universitario La Paz and was conducted according to the
Declaration of Helsinki. A written informed consent was obtained
from each patient.

Laboratory procedures

Blood samples were collected from all patients at the time of entry
into the study. Upon arrival of the blood to the laboratory, serum
samples were obtained from clotted blood, made into aliquots, and
stored at —80°C, whereas PBMCs were isolated from anti-
coagulated blood by Biocoll (Biochrom, Berlin, Germany) density
gradient centrifugation and stored at — 20 °C in RNAlater solution
(Ambion, Austin, TX). HCV-RNA detection was performed over the
inclusion period by laboratory personnel who were blinded to the
clinical status of the patients. Each PCR run included a maximum
number of six samples along with negative controls (repeatedly
HCV-RNA-negative sera and PBMC samples from five healthy
volunteers) and reagent blanks in which total RNA was replaced
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with PCR-grade water. All negatives controls were co-prepared with
the samples and accompanied the samples through the entire PCR
process. In addition, to avoid PCR contamination, the guidelines of
Kwok and Higuchi®” were strictly observed. Finally, all HCV-RNA-
positive samples, as well as randomly selected negative samples were
retested again on different days by another person who was blinded
to previous PCR results.

HCV-RNA detection

Total RNA was extracted from 250 ul of serum using Trizol LS
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA), and after precipitation the
pellet was dissolved in diethyl-pyrocarbonate water. Another 2 ml of
the serum was ultracentrifuged over a 10% sucrose cushion at
100,000 % g for 17 h at 4 °C. The pellet was dissolved in 250 ul of TE
buffer (Tris-HCl 10 mmol/l, EDTA 10 mmol/L; pH 7.5); total RNA
was isolated with Trizol LS Reagent (Invitrogen), precipitated, and
the pellet dissolved in diethyl-pyrocarbonate-treated water. Total
RNA from PBMCs was isolated with SV Total RNA Isolation System
(Promega, Madison, WI). After precipitation, pellets were dissolved
in diethyl-pyrocarbonate-treated water and RNA concentration was
determined by spectrophotometry.

The detection of the 5" noncoding region of the sense HCV-RNA
strand (using 5 pl of total RNA isolated from 250 pl of serum or
from 2ml of ultracentrifuged serum, or using 0.5 ug of total RNA
from PBMCs) and of the antisense HCV-RNA strand (in PBMC),
was performed by a strand-specific real-time RT-PCR using the
thermostable enzyme Tth for the synthesis of the corresponding
cDNA at high temperature as described.?” Real-time PCR was
performed with FRET probes in a LightCycler {(Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) with 2 ul of cDNA in a final volume of 20 ul,
using the LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Kit (Roche
Diagnostics), as reported.”> A standard curve constructed with 10-
fold dilutions of a synthetic HCV-RNA of sense polarity was used
for quantification of sense HCV-RNA strand in PBMCs and in
serum. As reported before, the sensitivity of this assay was of three
HCV-RNA copies per reaction.”

Sequence analysis

To further assure the specificity of the results, partial amplification
of the HCV-core gene (302 nucleotides) was performed as
described®! in total RNA isolated from PBMCs of seven randomly
selected patients with occult HCV infection and from the
serum, after ultracentrifugation, of two other patients. PCR
products were cloned into the pCR II TOPO vector (Invitrogen)
and clones were automatically sequenced. Nucleotide sequences of
HCV genotypes 1-3 were retrieved from GenBank and a phylo-
genetic tree was constructed by the Neighbor-Joining method
using the MEGA software version 4.0.°® The data set was boot-
strap-resampled 1000 times to ascertain support for major branches
of the tree.

Statistical analysis

Categorical variables were compared using chi-squared test or the
Fisher's exact test, as appropriate. Continuous variables were
compared using the Student’s t-test or the Mann-Whitney’s U-test.
A multivariate logistic regression analysis was performed to deter-
mine independent associated factors of the absence or presence of
occult HCV infection.
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Abstract— Background: A high prevalence of hepatitis C virus
(HCYV) inf inp with diabetic kidney di (DKD)
has been reported. However, the epidemiology and relationship
between DKD and occult HCV infection (OCI)ar
unknown.Objetives: To determine the prevalence of OCI in a
population without conventional markers of HCV infection
diagnosed with DKD, and to study its possible clinical
implications.Study design: This prospective study included 125
anti-HCV and serum HCV-RNA-negative patients with DKD
for the presence of OCI. HCV-RNA was tested by real-time
reverse transcription PCR in peripheral blood mononuclear
cells and in plasma after ultracentrifugation. Results: OCI was
positive in 10 patients (8%). The patients with OCI had
significantly higher ferritin levels (p=.002) and monoclonal
gammopathy (30% [3/10] vs. 0.87% [1/115] than the patients
without OCI [p=.003]). We found similar plasma ALT and GGT
levels and HbA1C in both groups. At the end of the follow-up,
the progression rate of renal disease tended to be faster in the
group with OCI relative to the negative one, but without a
significant difference. We did not find an association between
OCI and cardiovascular morbidity. Conclusions: There was an
8% prevalence of OCI in patients with chronic renal failure
secondary to DKD, higher than in the general population. This
occult infection does not appear to play a role in the control of
diabetes, cardiovascular risk or steatosis. However, the
progression rate of renal disease tended to be faster, and the
incid of iated lonal was

significant.
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P Ly

Index Terms— Diabetes Kidney Disease, Type 2 diabetes
mellitus, Occult hepatitis C virus.

I. INTRODUCTION
Type 2 diabetes mellitus (T2DM) and hepatitis C virus
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(HCV) are two major public health problems worldwide.
Previous reports have shown a high prevalence of HCV
infection in patients with diabetic kidney disease (DKD)
[1,2]. The association between these two diseases is a matter
of debate [3].On one hand, this association is supported by
two meta-analyses [4.5],longitudinal studies, and by
described pathophysiological mechanisms by which HCV
infection causes insulin resistance [6-10]. Both entities share
metabolic complications such as resistance to insulin, fatty
liver, subclinical inflammation and perhaps cardiovascular
disease, resulting in a significant increase in morbidity and
premature mortality [3]. On the other hand, a recent cohort
study of 15,128 American patients (NHANES) has
challenged this dogma because it found that the prevalence of
diabetes or prediabetes was not associated with HCV
infection status[11].

Occult HCV infection (OCI) is characterized by the
presence of HCV-RNA in the liver or in peripheral blood
mononuclear cells in the absence of serological markers [12].
Complementary studies have demonstrated that OCI can also
be diagnosed by concentrating 2ml of serum by
ultracentrifugation, followed by HCV-RNA detection by
real-time PCR [13]. OCI, as a state of nonapparent but real
HCV infection, could explain these differences between
HCV infection and T2DM. Furthermore, our group has
demonstrated an association between OCI and a large
spectrum  of immune-mediated glomerular diseases,
including a role in the progression of the disease [14].

II. OBJETIVES

We have aimed to better understand the epidemiological
and clinical implications of OCI in a population of T2DM and
DKD. We also reviewed the progression of DKD according
to OCI status, and its association with steatosis, diabetes
control and cardiovascular complications.

A. Study design

This prospective study included 125 adult patients visiting
the nephrology departmentdue to DKDbetween 2012 and
2013. Diabetes was defined using the standard American
Diabetes Association criteria, and was confirmed by
laboratory testing. DKD was characterized as long-term
diabetes with albuminuria (ratio of albumin to creatinine >30
mg/g), impaired renal function (estimated glomerular
filtration rate [eGFR] <60 ml/minute per 1.73 m2), or both.
Other nephropathies were ruled out by an expert
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nephrologist. All the included patients tested negative for
anti-HCV, hepatitis B surface antigenand anti-HIV using a
routine commercial test INVITROS Anti-HCV Assay, Ortho
Clinical Diagnostics, Raritan, NJ; Enzygnost hepatitis B
surface antigen 5.0and Enzygnost Anti-HIV % Plus Siemens
Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany).

The study was approved by the Research Ethics Committee
of University Hospital La Paz and was conducted according
to the Declaration of Helsinki. Each patient provided written
informed consent and was then tested for occult HCV
infection. An average follow-up of 17.5 + 9 months was used
to explore outcomes of kidney function and incidence of
cardiovascular complications. Demographic,
epidemiological, clinical and laboratory parameters of the
125 patients with DKD at OCI testing are shown in Table 1.

Hematuria was defined as a red blood cell count greater
than 5 per high-power field in urinary sediment. Waist
circumference <102 ¢cm for men and <88 cm for women were
considered normal. Previous blood transfusions, surgical
procedures, household contacts and partners diagnosed with
HCYV infection, as well as the presence of a tattoo or piercing
were recorded as potential risk factors for HCV infection

Toble I: graphic ond clinicol ics of the potients ot inclusion.
Age (years, mean + §D) 73.7410.04
Male (n; %) 115,92
Type of diabetes: (n; %)
I 10,8
I 115,92
Risk Factors for HCV infection: (n; %)
Previous blood transfusion 3528
Tattoo/drug addiction %16
Household HCV contad: 216
HBV infection (r; %) %15
ALT (IU/L; mean + SD) 243+234
AST (TU/L; mean + SD) 432422
GGT (TU/L; mean £ SD) 478667
Creatinine (mg/dl) 191083
Creatinine clearance (ml/min per 1,73 ), 4424268
Proteinuria (g/24h) 124518

HBV: hepatitis € virus; ALT: alanine ransaminase; AST:
aspartats transaminase; GGT: gamma-glutamy transferase

B. HCV-RNA detection

Plasma and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated from anticoagulated blood samples collected
from all patients at the time of inclusion in the study. The
plasma samples were stored at -80°C and the PBMCs at
-20°C in RNAlater solution (Ambion, Austin, TX) until
detection of HCV-RNA.

Two milliliters of plasma were ultracentrifuged over a 10%
sucrose cushion for 17 h at 100,000 x g and 4°C to
concentrate HCV particles [13]. The pellet was dissolved in
TE buffer (Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM; pH 7.5). Total
RNA was isolated with the Trizol LS Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA), then precipitated, and the RNA pellet was
dissolved in diethyl-pyrocarbonate-treated water. Total RNA
from the PBMCs was isolated with SV Total RNA Isolation
System (Promega, Madison, WI). After precipitation, the
pellets were dissolved in diethyl-pyrocarbonate-treated water,

w =
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and the RNA
spectrophotometry.

Detection of HCV-RNA was performed using 5 ul of total
RNA isolated from 2ml of ultracentrifuged plasma or using
0.5 pg of total RNA from PBMCs by real-time reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) with the
Tth enzyme for cDNA synthesis as described [13]. Real-time
PCR was performed with FRET probes in a LightCycler
{(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) with 2 ul of
¢DNA in a final volume of 20 pl, using the LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe Kit (Roche Diagnostics), as
reported [13]. For HCV-RNA quantification, a standard
curve constructed with 10-fold dilutions of a synthetic
HCV-RNA was used. The sensitivity of this assay was of
three HCV-RNA copies per reaction [13].

Negative controls (repeated HCV-RNA-negative plasma
and PBMC samples from four healthy volunteers) and
reagent blanks, in which total RNA was replaced with
PCR-grade water, were included in each PCR run. All these
negative controls were coprepared with the samples and
accompanied the samples through the entire RT-PCR
process.

concentration was determined by

C. Statistical analysis

The categorical variables were compared using the
chi-squared test or Fisher’s exact test, as appropriate. The
continuous variables were compared using Student’s t-test or
the Mann-Whitney U-test.

III. RESULTS

Of the 125 studied patients, 7tested positive for the
presence of HCV-RNA in PBMCs, with a median
concentration of 1980 HCV-RNA copies per pg total RNA
(range 110-4820). In addition, HCV-RNA was detected in
plasma after ultracentrifugation of 2 ml of plasma in another
three patients at concentrations of 120, 135 and 140
HCV-RNA copies per ml plasma. No patient was
simultaneously positive for HCV-RNA in PBMCs and in
plasma after ultracentrifugation. Thus, we found a prevalence
of OCI in our series of 10/125 (8%). these patients had
detectable viral RNA in PBMCs or in plasma after
ultracentrifugation despite the absence of anti-HCV
antibodies.

Table 2 displays the demographic characteristics, clinical
features and cardiovascular risk factors of the two groups of
patients with DKD according to the presence or not of OCL
Most of the variables were similar.
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Table II: Demographie, clinical and analytical data according to occult negative/positive HCV

infection.

Figure 1. Evolution of renal function in patients with occult negativelpositive
HCV infection. (A) Initial and final plasma creatinine levels (mg/dl) (B) Initial and final
creatining clearance (MImin1,73 m?).

PROGRESSION OF RENAL DISEASE

Occult negative HCV

Occult positive HCV  Signif

infection (n = 115) infection (n=10) /""
Age (sears, mean +5D) 737£10 749486 S
Male (2. %) 78,709 60,61.3 i
Risk factors for acquisition of HCV (%) 14 11
Smoking (a; %) 7118 295
Systolic blood pressure (mmHg) 1346+12.1 13554226
Diastolic blood pressure (mmHg) 640£179 668+109 = AN e R, SRR RN N
BMI (kg/m?) 317465 3086
Waist circumference (cm) 11452133 1071414
Cholesterol (mg/di) 1404271 147.6+33.1 J (mw/d) A tma/dly
HbAIC (%) 71£131 66+070
Myocardial infarction (n, %) 23,209 2,20 AR Y e o e
Cerebrovascular ischemia (n; %) 12,109 1,10

HCV: hepatitis C virus, BMI: body mass index; HbAlc: hemoglobin glycosylate.

At the beginning of the follow-up, plasma levels of liver
enzymes, renal function and proteinuria were the samefor
both groups; however, a significantly higher plasma ferritin
level (mean + SD: 325.8 = 194.4 ng/ml) in patients with OCI
was demonstrated (patients with no OCI showed 139.1 +
136.8 ng/ml; p=.002). The number of patients who reported
risk factors for acquisition of HCV infection (blood
transfusions, tattoos or piercings, or household contacts with
a chronic HCV carrier) was similar in both groups. At the end
of the follow-up (mean + SD:17.5 + 9 months), there was no
difference in plasma levels of liver enzymes, diabetes control,
cardiovascular  events  (myocardial  infarction  or
cerebrovascular ischemia), renal function and proteinuria, as
shown in Table 3.
le 11: Kidney and liver parametersat the end of the follow-up.

Occult negative Oceult positive
HCV infection HCV imfection  Significance
(=115 =10)
Serum creatinme (mg/dl, mean D) 2111 25113 0.282
CrCl (mlfmin per | 3, mean §D) 4244234 831 0.07%
Proteinuria (go24 b, mean ¢ 5D) 13¢18 05205 0.7
Hematuria (n, %) 13,118 Il 067
ALT (IUL; mean £ §D) N4 166445 0.136
GGT (UL, meant §D) 5094399 DU 0l
Ferritn (ng/ml; mean 4 §D) 1502413038 1324814 00

ALT: alanine aminotransferase
GGT: gamma-glutamg transpeptidase

Although there were no significant differences in the liver
and kidney parameters, the renal function decline rate tended
to be more rapid in the group with OCI, as demonstrated by
plasma creatinine and clearance values (Figure 1).

W=

We did not identify an association between occult HCV
infection and cardiovascular morbidity, but interestingly, we
found that the patients with occult HCV infection had an
incidence of 30% (3/10) monoclonal gammopathy vs. 0.87%
(1/115) of the patients without OCI (p=.003), over the
follow-up.

IV. DISCUSSION

OCI is a situation characterized by the absence of
serological markers and the presence of HCV-RNA in the
liver or in PBMCs. The presence of OCI has been
documented in various populations, including patients with
immune-mediated glomerulonephritis, cryptogenic hepatitis,
NAFLD (non-alcoholic  fatty liver disease) and
lymphoproliferative disorders, as well as those undergoing
hemodialysis, HIV-infected patients, drug users andthe
healthy population [12].

Previous studies from our group had reported a high
prevalence of OCI in groups of chronic kidney disease
patients (hemodialysis 45%, immune-mediated
glomerulonephritis 39%) [14, 15].The prevalence of
anti-HCV in Spain is 1.7 % (0.4%-2.6%) [16]. HCV
infectiondetected by conventional serological markers is
known to be highly prevalent in patients with DKD, reaching
19.5% [17,18]. On these bases, this prospective study aimed
to determine the prevalence of OCI and the possible clinical
implications in a population of patients with DKD.

The prevalence of OCI found in patients with DKD in our
study was 8%, as demonstrated by the detection of
HCV-RNA in  PBMCs or in  plasmaafter
ultracentrifugation—higher than that found in the group with
hereditary glomerulonephritis (3.8 %) [14]. In our study, risk
factors for HCV infection were greater than those previously
found in hereditary nephropathies (4%, and less than those
described in immune-mediated glomerulonephritis.

Chronic HCV infection is recognizably associated with
liver steatosis [19]. Both HCV and metabolic syndrome are
frequent disorders, and there is the possibility of overlapping.
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We did not find any difference in the liver parameters
according to the presence of OCI.The only parameter we
found with significant differences was serum ferritin,which
could reflect liver inflammation.

The overweight patients were encouraged to reach ideal
body weight because weight loss reduces liver steatosis and
albuminuria and improves kidney function in patients with
diabetes [20].For most patients, glycated hemoglobin (A1C)
goals were <7.0% to avoid diabetic comorbidities. Although
BMI and waist circumference tended to be higher in the OCI
group, we did not find significant differences in the HbAIC
insulin requirement for either group.

Whether HCV is an independent risk factor for
cardiovascular disorders remains controversial [19]. The
presence of HCV infection increased the risk of coronary
artery disease in several studies [21-27].In addition, two
community-based studies found that HCV infection was an
independent predictor of cerebrovascular death, and also
noted an association between serum HCV RNA levels and
cerebrovascular mortality, hinting at a dose effect mechanism
[28]. Other studies, however, have failed to identify an
association between HCV infection and cardiovascular
morbidity [29-30].We did not identify an association
between OCI and cardiovascular morbidity, but we found that
the patients with OCI had an incidence of 30% (3/10)
monoclonal gammopathy vs. 0.87% (1/115) of the patients
without OCI (p=.003). The incidence of HCV infection and
other non-hepatic malignancies was examined in a Swedish
cohort of patients infected with HCV. The study showed that
the risk of B-cell non-Hodgkin’s lymphoma and multiple
myeloma were significantly increased [31]. OCI has also
been described in patients with lymphoproliferative
disorders, with a prevalence between 1.9% and 20% [32-33].
Another study reported that the HCV-NS3 antigen is
frequently expressed in the lymph nodes of anti-HCV- and
serum HCV-RNA-negative patients with non-Hodgkin's
lymphoma, suggesting the possibility of OCI in these
patients[34]. Although these findings remain to be confirmed,
they suggest that HCV infection could be important in the
pathogenesis of posttransplant lymphoproliferative disorder
and other hematological malignancies.The lymphotropism of
this virus could explain the relationship between infection by
HCV and some lymphoproliferative disorders, particularly
mixed cryoglobulinemia and B-cell non-Hodgkin’s
lymphoma [35]. In our cohort, it is difficult to establish a
connection between, OCI, DKD and monoclonal
gammopathy, particularly given the small number of patients
with OCI, but the remarkable incidence (30%) suggests new
areas for research.The primary clinical manifestations of
DKD are albuminuria, occasionally microscopic hematuria,
and in manypatientsprogressive kidney disease [36-38]. We
did not find a higher prevalence of hematuria in the OCI
group.At the end of the follow-up period, the progression of
kidney disease tended to be more rapid in the group with
occult HCV infection; however, the difference was not
statistically significant. Proteinuria was similar in both
groups,as was the use of RAAS therapy. Our group has also
described the tendency for patients with immune-mediated
glomerulonephritis and OCI to progress to end stage renal

W=
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disease more rapidly than patients OCI negative ones.
[14].One of the limitations of our study is the size of the
series. However, the trends that are complementary with
previous findings justify a preliminary recognition of these
associations, specifically those related to the more rapid
progression of kidney disease in patients with OCI.

V. CONCLUSIONS

In conclusion, for patients with chronic renal failure
secondary to DKD, there is a lower prevalence (8%) of OCI
compared with the prevalence in patients with
immune-mediated glomerular nephropathies (39%), but OCI
is higher than in the general population and in hereditary
nephropathies [14]. These data indicate that the presence of
OCI plays a limited role in the control of diabetes,
cardiovascular risk or liver steatosis in these patients. In the
group with OCIL, however, the progression of renal disease
tended to be more rapid than in the non-OCI group and
showed a remarkable and unexpected prevalence of
monoclonal gammopathy.
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Abstract

Occult Hepatitis C virus (HCV) infection (OCI) is characterized by the presence of HCV-RNA in liver
or in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in the absence of serological markers. HCV infection
in kidney transplant (KT) recipients is associated with lower patient and graft survival. However, the
relationship between KT outcome and OCI is unknown. Our aim was to determine in KT recipients the
prevalence, risk factors for OCI, and its prognostic implications. We tested 149 adults KT recipients for the
presence of OCl. HCV-RNA was tested by a RT-PCR in PBMC and in 2 ml of plasma after ultracentrifugation.
OCI was positive in 21 patients (14.1%). Previous blood transfusion was a risk factor for acquiring OCI
(p=0.044). Although there were no statistical differences in clinical complications post-KT and in the
immunosuppression, graft and patient survival were worse in the OCI positive group (p=0.02 and p=0.04,
respectively). In summary, there was a high prevalence of OCI in our KT population with previous blood
transfusion as the main risk factor. Long-term graft and patient survival were reduced as compared to
OCI negative recipients although the contribution of particular co-morbidities did not reach statistical

significance.

Abreviations

ATG: Antitymocite Immunoglobulin; CKD: Chronic Kidney
Disease; DGF: Delayed Graft Function; HCV: Hepatitis C
virus; HCV: RNA: Hepatitis C virus-Ribonucleic Acid; HIV:
Human Immunodeficiency Virus; IMGN: Immune Mediated
Glomerulonephritis; KT: Kidney Transplantation; mTOR:
Mammalian Target of Rapamycine; NC: Non Coding; NODAT:
New Onset Diabetes After Transplantation; OCI: Occult HCV
Infection; PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells; PTLD:
Post-Transplant Lymphoproliferative Disease; RT-PCR: Real
Time Reverse Transcription;

Introduction

Chronichepatitis Cvirus (HCV) infection has beenrecognized
as an important health problem in kidney transplant (KT)
recipients, witha significantly higher prevalence than in general
population [1]. The survival rate for HCV-infected KT recipients
is better than that for HCV-infected hemodialysis patients on
transplant waiting lists [2]. However, in KT recipients, HCV
infection (often acquired because of dialysis treatment) is
associated with liver di andisanindependentriskfactor for
graft loss, chronic rejection, transplant glomerulopathy, post-
transplant diabetes and HCV- associated glomerulonephritis
[3). The increased risk of death in HCV-infected renal allograft

recipients has been attributed to cardiovascular mortality,
linked someway to the insulin resistance and high risk of new
onset diabetes after transplantation (NODAT) rather than the
progressive of HCV- related liver disease [4]. Determining the
best immunosuppressive regimen after KT in the presence
of HCV infection remains challenging as it has significant
consequences on HCV replication and disease [5].

Occult HCV infection (OCI) is characterized by the presence
of HCV-RNA in liver or peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) in the absence of serological markers [6]. OCI
may also be diagnosed by concentrating 2 ml of serum by
ultracentrifugation followed by HCV-RNA detection by real-
time PCR [7]). Our group has found a high prevalence of OCI
in hemodialysis patients (8] and also in patients with primary
and secondary glomerular nephropathies [9]. In both groups
the presence of OCI was associated with a worse outcome
including a potential role in the progression of the renal
disease. To our knowledge, there is only one study reporting
a low prevalence of OCI in KT recipients [10]. Thus, we aimed
to determine the prevalence as well as the epidemiological
and clinical implications of OCI in a Spanish population of KT
recipients. In addition, we also studied the possible association
of OCI with renal graft function, development of NODAT and
cancer, opportunistic infections, kidney rejection and graft and

patient survival
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Material and Methods
Patients

This prospective study included 149 patients attending
a Nephrology consulting due to functioning KT, at different
stages. All patients had to be anti-HCV and serum HCV-RNA
negative as well as hepatitis B surface antigen and anti-HIV
negative by routine commercial tests. We did not use HCV
positive donor as in our center these are reserved for HCV
infected recipients.

All patients had to be followed up after KT for a period
longer than one year, and their vital prognostic had to be
unaffected by any known process. Over 2015 and 2016, 149
adults, non-selected patients, were recruited. The study was
approved by the Ethic Committee of the Hospital and was
conducted according to the Declaration of Helsinki. Each
patient gave a written informed consent and afterwards
was tested for OCI. All the participants were followed-up as
recommended by the European Best Practice Guidelines for
renal transplantation [11]. Recommendations for prevention
and treatment about infections, cardiovascular risk (obesity,
smoking, hiperlipidaemia NODAT, hypertension) or cancer
development (skin, solid organ and PTLD) were strictly
followed. A follow-up period of (119.8 +77 months) was used to
explore kidney function stability, needs of immunosuppression
and the incidence of complications related with KT outcome.
The last 24 months of this follow-up allowed the observation
of all patients after OCI testing to explore its role on graft and
patient survival.

Type and time on dialysis, previous blood transfusions,
surgical procedures, household contacts and partners diagnosed
of HCV infection, as the presence of tattoo or piercing were
recorded as potential risk factors for HCV infection. The acute
and chronic rejection had to be confirmed by a kidney graft
biopsy. The delayed graft function (DGF) was defined as the need
for dialysis the first week post-KT. The presence of NODAT was
defined as the requirement of oral antidiabetics or insulin fora
minimum period of 30 days post-KT. Opportunistic infections
were registered in KT recipients, as well as infections due to
organisms with microbiological resistance. The time until the
loss of the graft was calculated from the date of the KT until the
date of graft loss. The patient’s survival was calculated from
the KT until the date of death.

Methods

HCV- RNA detection in PBMC and in plasma samples:
PBMC and plasma were isolated from anticoagulated blood
by Biocoll (Biochrom, Berlin, Germany) density gradient
centrifugation. Plasma was aliquoted and stored at -30°C.
PBMC were washed three times in phosphate-buffered saline
and stored in RNAlater solution (Ambion, Austin, TX) at -30°C.

Total RNA from PBMC was isolated with SV Total RNA
Isolation System (Promega, Madison, WI). After precipitation,
pellets were dissolved in diethyl-pyrocarbonate-treated water

3

and RNA concentration was determined by spectrophotometry.
In addition, 2 ml of plasma were ultracentrifuged over a 10%
sucrose cushion at 100,000 xg for 17 h at 4°C. The pellet was
dissolved in 250 ml of TE buffer (Tris-HCl 10 mmol/l, EDTA
10 mmol/l; pH 7.5} and, total RNA was isolated with Trizol
LS Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA.), precipitated, and the
pellet dissolved in diethyl-pyrocarbonate-treated water.

Amplification of the HCV-RNA 5’ noncoding (NC) region
was performed by quantitative real-time reverse transcription
(RT)-PCR with fluorescence resonance energy transfer
probes. Two microliters of total RNA isolated from 2 ml of
ultracentrifuged plasma, or 0.5 pg of total RNA from PBMC
were retrotranscribed and amplified in a single tube reaction
containing RNA reaction mix (LightCycler Master Hybprobe,
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), The conditions of
this RT-PCR have been previously described [12-16]. A standard
curve constructed with 10-fold dilutions of a synthetic HCV-
RNA was used for quantification. The lower limit of HCV-RNA
detection of the assay was 10 [U/ml (mean threshold cycle [Ct],
39.32) with a lower limit of quantification of 100 IU/ml (mean
Ct, 35.64), as determined by testing serial dilutions of HCV-
RNA positive serum sample, in which HCV-RNA quantification
was previously assessed by an HCV test (Cobas TagMan, Roche
Diagnostics).

HCV-RNA detection was performed by laboratory personnel
who were blinded to the clinical status of the patients. Each
PCR run included a maximum number of 10 samples along
with negative controls (repeatedly HCV-RNA negative sera and
PBMC samples) and reagent blanks in which total RNA was
replaced with PCR-grade water. Negative controls and blanks
were processed with the samples and accompanied them
through the entire PCR process. As positive controls, HCV-
RNA positive sera and PBMC from patients with chronic HCV
infection were used. The guidelines of Kwok and Higuchi [12],
were strictly observed for avoiding contaminations. To further
confirm OCI results, positive samples and randomly selected
negative ones were tested again on different days by another
person who was blinded to previous results.

Statistical analysis

The data were processed by a database in the program SPSS
version 20, for its statistical treatment. For the description of
continuous quantitative variables, the mean was used together
with the standard deviation. Qualitative variables were
described by absolute and relative frequencies expressed as a
percentage. The comparisons between continuous quantitative
variables between the two independent groups were performed
primarily using a non-parametric (Mann-Whitney U Test)
technique. For the analysis of frequencies between qualitative
variables, the chi-square test or Fisher's exact test was
used when possible. The analysis of the temporal evolution
between moments of the quantitative variables was performed
in paired form, by the Wilcoxon signed rank test. A Kaplan-
Meier method and log-rank test were used to calculate kidney
graft and patient survival. A P value <0.05 indicated statistical

significance.

Citation: Olea T, Castillo |, Jiménez C, Diez J, Bartolomé J, et al. (2019) Epidemiological and clinical i

ions in Kidney Transpl ion of occult Hepatitis C

virus infection. Arch Clin Nephrol 5(1): 009-014. DOI: http://dx.doi.org/10.17352/acn.000036

127



™ Peertechz Publications Pvt. Ltd.

Results

Of the 149 KT receptors studied, 20 tested positive for the
presence of HCV RNA in PBMC with an average concentration
of 1727.35 copies per pg of total RNA (range 347-6810). HCV
RNA was detected in the plasma after the ultracentrifugation
of 2 ml of plasma in another patient at a concentration of
872 copies per ml of plasma. Positive results were obtained
in different runs on different days, excluding intersample
cross-contamination and the retesting of positive and negative
samples in a blind fashion by different operators, confirmed
the results. Therefore, we found a prevalence of occult HCV
infection of 21/149 (14.1%); these patients had viral RNA
detectable in PBMC or in plasma after ultracentrifugation
despite the absence of anti-HCV antibodies.

When comparing demographic and clinical features (12
months after KT) of the patients according to their OCI status
(Table 1) it was found that previous history of blood transfusion
was significantly higher (p=0.044) in the OCI group (18; 94.7%)
than in the negative one (91; 71.7 %), (odds ratio=7.121; 95%
confidence interval: 0.916-55.332).

At this first year of post KT follow-up, renal function and
proteinuria were similar in both groups although plasma
creatinine and proteinuria in the OCI positive group were
mildly lower (1.44 + 0.86 (mg/dl); 0.30 + 0.30 (g/24h)) than
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in the OCI negative group (1.58 + 0.49 (mg/dl); 0.42 + 0.65
(g/24h)). However, at the end of the whole follow-up period
(119.8 + 77 months), renal function tended to decline faster and
proteinuria values were higher in the OCI positive group (1.93
+ 1.05 (mg/dl); 0.86 + 1.14 (g/24h)), than in the OCI negative
group, (1.74 + 0.80 (mg/dl); 0.62 + 1.38 (g/24h)), although
these differences did not reach statistical significance (p=0.44
and 0.77).

Type of immunosuppression at induction therapy and once
stabilized at the time of the study, did not differ between OCI
positive and negative group (Table 2).

Clinical complications post-KT were similar in both group
of patients (Table 3).

Graft loss occurred in 5/149 (3.3%) patients, being 2 of
them OCI positive (Table 2). In 3 of these 5 patients (60%),
transplant glomerulopathy was the cause of returning to
dialysis programme (one patient was OCI positive). In the
remaining 2 cases, it was due to development of myeloma
multiple (patient with OCI) and pelvic cancer (OCI negative).
During the follow-up, it was recorded a total of 7/149 (4.7%)
exitus. In the group of patients with OCI there was a trend of
more deaths (3/21; 14.3%) than in negative ones (4/128; 3.1%)
but without statistical difference (p=0.06) (Table 3). In the

Table 1: Demographic, epidemiological, clinical and analytical parameters of the patients at the study.

Occult negative HCV infection | Occult positive HCV infection | Significance | Odds ratio | 95% Confidence

(N =128)

Age (years; mean + SD) 52.73+14.43
Male (n; %) 83;64.8

Time on dialysis programme {months; mean + SD) 31.10£21.13

Time of follow up after renal transplantation {months; mean 120 £78.56

+8D)
Serum creatinine (mg/cl; mean  SD) 1.58 + 0.49
Proteinuria (gr/24h; mean % SD) 0.42 + 0.65
Risk factors for HCV infection: (n;%)
Type of dialysis
Hemodialysis 52,437
Peritoneal dialysis 44;37
None 325
Both 20;16.8
Previous Blood Transfusion 9 7.7
Household HCV contact 00
Tatoo/drogadiction 11;128
HBV infection 18;15.7
Etiology of renal disease (n%)

Glomerular nephropathy 37,298
Hereditary nephropathy 35;28.2
Systemic nephropathy 14;11.3
Tubulointersticial nephropathy 22,17.7
Diabetic nephropathy 16:129

(N=21) interval
55.19+14.03 0.386
12,571 0.625 0.723 0.283-1.845
2555+18,97 0.585
118.52¢ 68.6 0.475
1.44£0.86 0.096
0.30:0.20 0.247
0.520 N/A N/A
10; 55.6
6;33
00
214
18;94.7 0.044 7127 0.916-55332
00 0 N/A N/A
4,25 0.247 2,273 0.622-8.310
5;27.8 0.198 2,065 0.659-6.467
0.081 N/A N/A
1,48
4;19
5,238
5;238
6;28.6

HCV: Hepatitis C virus; HBV: Hepatitis B virus; SD: standart desviation; N/A: Not available.

Citation: Olea T, Castillo |, Jiménez C, Diez J, Bartolomé J, et al. (2019) Epidemiological and clinical implications in Kidney Transplantation of occult Hepatitis C
virus infection. Arch Clin Nephrol 5(1): 009-014. DOI: http://dx.doi.org/10.17352/acn.000036

128



™ Peertechz Publications Pvt. Ltd.

OCI positive group deaths were due to urinary tract cancer,
myeloma, and one of sudden death, while in the OCI negative
group causes were urinary tract neoplasia, cervix and lung
cancer and septicaemia. Therefore, neoplasia was the first
cause of death in both groups.

Wwith respect to the outcome of renal transplantation, in
terms of graft and patient survival at (9.98 + 6.41years) (Figure
1), it was found that OCI patients had significant greater loss of

Table 2: Inmunosuppression according to occult HCV infection.

Occult
Occult negative | positive |.. . 95%
HCV infection HCV Sigpificance Confidence

infection

Mﬂ]"g‘:;:?’f? 99;792 15857 0767 1576 04315761
mTOR (n; %} 22,176 2;9.5 0.529 0.493 0.107-2.271
ATG (n; %) 42, 49.4 7,46.7 1 0.896 0.298-2.691
Basiliximab (n; %) 28;32.9 6;40 0.572 1,357 0.439-4.192
I:::l::t”;”(rr']”'f) 0639  NA  N/A
Tacrolimus 94,75.2 17; 81
Cyclosporin 17,136 2;9.5
None 14;11,2 2,95
Steroids (n; %} 89;,71.8 14; 66.7 0.613 0.787 0.293-2.112

HCV: Hepatitis C virus; mTOR: mammalian Target of Rapamycine; ATG: antitymocite
immunoglobulin; N/A: Not available.

Table 3: Clinical complications post renal transplantation according to negative/
positive occult HCV infection.

Occult Occult Odds

Significance 0%
negative HCV |positive HC' 9 ratio

Confidence

infection

infection
(n=128) (n=21)

DGF (n; %) 17135 295 1 0.675 0.144-3.161
SCUTEIIECHON 5y 295 0.603 N/A /A

(0: %)

Opportunistic . 65 7,333 1 0870 0.327-2.310
infection (n;%)

NODAT (%  2922.65 62857 0384 2,129 0.3345433
Cancer (%) 24 18.9 7:33.3 0.151 2,146 0.781-5.893
Ehronig 53.9 2,05 0.257 2589 0.469-14.310
rejection (n; %)

Myocardial

. S 141 419 0.289 1,899 05596449
infartion (n;%)

CErEbIOVasCUIATh puy 1;48 0540 1,538 0.163-14.467
ischemia (n;%)

Graft loss (n;%)  3;2.4 295 0.147 4351 0.682-27.760
Deaths (%) 4;3.1 3143 0.06 5125 1.059-24.796

Acute and chronic rejection had to be confirmed by a renal allograft biopsy.
Delayed graft function (DGF) was defined as need of dialysis. New-onset diabetes
after transplantation (NODAT) was defined as the requirement of oral antidiabetics
or insulin for a minimum period post-KT (often 30 days). Common infections
in solid organ transplant recipients as well as infections due to organisms with
microbiological resistance were recorded.

N/A: Not available.
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Time to allograft loss was calculated from KT until the date of allograft loss

OClI positive patients had significant greater loss of the graft (2; 9.5%) vs OCI OO
negative ones (3; 2.4%),
p=0.02

r plot for Graft survival
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The patient’s survival was calculated from the KT until the date of death.

OCl positive patients had significant less survival (3; 14,3% deaths) than
negative ones {4; 3,1%), p=0.04.

the graft (2; 9.5%) (p= 0.02) and patient (3; 14.3%) (p= 0.04,)
than negative ones (3; 2.4% Vs 4; 3.1%) respectively.

There was a recipient in the OCI negative group with an
extremely long-term graft survival (432 moths). Statistical
analysis was repeated excluding this patient and statistical
significances were still confirmed (p=0.02 and p=0.04).
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Discussion

The prevalence of positive occult HCV in patients with KT
in our study was 14.1%, as evidenced by the detection of HCV
RNA in PBMC or plasma after a lower ultracentrifugation than
that found in patients on hemodialysis (45%) and IMGN (38%)
and more than in patients with diabetic nephropathy (8%)
[8,9,13]. The prevalence of HCV infection in KT is quite variable
depending on the geographical areas. One study reported a
progressive and marked decrease in the prevalence of HCV
infection among kidney transplant recipients in Spain from
29.5% in 1990 to 10% in 1998 [15].

Baid and Agrawal [10], found a low prevalence of positive
occult HCV infection 2/398 (0.5%) in patients with KT. They
performed a 30-month longitudinal follow-up of the 3
patients with occult HCV infection, and there was no clinical or
virological evidence of HCV infection. This contrasts with our
results in which we observed worse outcome of renal function,
perhaps due to a longer follow-up period.

The difference found in the prevalence of occult HCV in
both studies can be explained by the difference in prevalence of
HCV in the general population in Spain (2%) and in Germany
(0.3%).

In the retrospective Spanish epidemiological study (GEHEP)
of HCV, which covered the period 2000-2015, the most frequent
route of transmission among 10,441 patients for whom data
were available was parenteral (58.7%), followed by unknown
origin (38, 6%) and sexually transmitted [16]. According to this
study, we found that prior blood transfusion was the main risk
factor for the acquisition of positive occult HCV. In this sense,
occult HCV infection has been described in progress among
50% of the blood donors who tested positive for the HCV core-
specific antibody and were negative for anti-HCV and HCV RNA
in routine screening in a study of forty two donations (2.1%)
[16] (The study was in 2007 blood donors negative for anti HCV
and HCV RNA in routine screening, of which 42 were positive
for anti-HCV. Three of these 42 donors (7.1%) had occult HCV
infection. In another recent study in China that included blood
samples from blood donors that were anti-HCV negative and
in which it was determined in PBMC, a prevalence of 2.2% was
found [17].

The effect of HCV infection on the risk of acute rejection
is controversial [7]. It has been reported that the rate of acute
rejection in patients with HCV infection is 14.5% over a 20-year
period [18]. Immunosuppressive drugs have various effects on
viremia. [19-21]. We did not identify statistical differences
between both groups in immunosuppression strategies in graft
survival or of the patient, and the neoplasm in the positive occult
HCV group was related to CKD, and not to immunosuppressive
medication [22].

Recipients of organ transplants with an existing active
HCV infection have a higher frequency of life-threatening
infections after surgery compared to recipients without HCV
infection [14,22]. We did not find differences in the two groups
according to the result of the occult HCV infection.

3

In KT, NODAT is an important cause of post-transplant
morbidity and mortality [23]. The incidence is quite variable
according to its definition, which varies between 2% and 53%.
The prevalence of NODAT has increased [24,25]. The cause
is multifactorial and infection by HCV has been implicated
in the pathogenesis. We did not find differences in the
immunosuppression administered between the two groups, but
the positive occult HCV infection tended to have more NODAT.
KT recipients with HCV have a reduced chance of survival
compared to transplant recipients without HCV infection. The
mortality rate at HCV positive receptors was approximately
3 times higher than that of non-infected recipients (12;
1% versus 3.7%) [3]. The increased risk of death in renal
allograft recipients infected with HCV has been attributed to
cardiovascular mortality. We also did not find differences in
cardiovascular events (myocardial infartion or cerebrovascular
ischemia) and neoplasia was the first cause of death in our
study.

In the positive occult HCV group deaths were due to
cancer of the urinary tract and myeloma, related to CKD, and
in urinary tract neoplasms of occult negative HCV group,
cancer of the cervix, related to CKD and lung cancer related
to immunodeficiency, according to Stewart et al [22] and
septicemia. In our group, the 5-year survival rate of patients
is 90% and so, the number of not included dead patients is
limited and in no case their cause of death was due to a liver
problem.

We did not have any hepatocellular carcinoma. Post-
transplant lymphoproliferative disorder and multiple myeloma
have been associated with HCV infection [26,27], and we have
also found a high prevalence of monoclonal gammopathy
in diabetic nephropathy patients with positive occult HCV
patients [14]. In a recent meta-analysis by Yuying Li, HCV
increased the risk of multiple myeloma in countries with a high
prevalence of HCV [28]. It has been also reported by Hashem
A. et al a prevalence of 24,5% of OCI in patients diagnosed of
multiple myeloma compared to a 3 % OCI in a control group
(p=0.01) suggesting association of OCI and multiple myeloma
[29]. Besides, Farahani M. et al have also detected a prevalence
of 1.9% of OCI in patients who suffer lymphoproliferative
disorders [30].

Limitations of the study

Given the difficulty in recruiting patients for this study,
this study can present statistical power problems due to a
limited sample size especially when there is stratification. For
example, in the comparison between positive and negative OCI
and presence of cancer we have a power of 25.5% or a beta error
of 74.4%. In another study [10], the prevalence of the occult
hepatitis C virus was low, which corroborates the difficulty in
recruiting a sufficient sample size. For all these reasons, we
believe that the difficulty in obtaining a sufficiently powerful
study in this field should be taken into account.

In conclusion, in patients with KT there is a lower prevalence
(14.1%) of occult positive HCV compared to the prevalence in
patients with immune -mediated glomerulonephritis (39%)
or hemodialysis (45%). Blood transfusion prior to KT was the

Citation: Olea T, Castillo |, Jiménez C, Diez J, Bartolomé J, et al. (2019) Epidemiological and clinical i

ions in Kidney Transpl ion of occult Hepatitis C

virus infection. Arch Clin Nephrol 5(1): 009-014. DOI: http://dx.doi.org/10.17352/acn.000036

130



™ Peertechz Publications Pvt. Ltd.

main risk factor for acquiring occult HCV infection. The long-
term survival of the graft and patients of OCI positive receptors
were diminished compared to that of OCI negative receptors,
although the contribution of particular comorbidities did not
reach statistical significance. In the group with positive occult
HCV, however, the progression of kidney disease tended to be
faster. We did not identify statistical differences between both
groups in immunosuppressive strategies and it seems not to
affect OCI.
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The main obj of our study was to analyze the effectiveness of antiviral treatment
(conventional or with direct-acting antivirals (DAA)) for total eradication of Hepatitis C Virus (HCV) in
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Patients and methods: We evaluated 18 adults receiving KT, whose HCV infection had been treated
with antiviral therapy. HCV RNA was tested by real-time RT-PCR in PBMC and in 2 ml of plasma after
M) Check for updates ultracentrifugation.

Results: The predominant HCV genotype was 1b (78.6%), followed by 3a (14.3%) and 2a-2c in 1
patient (7.1%). Of the 18 patients, 13 received treatment post-KT with DAA (8 as first treatment and 5 as
retreatment due to relapse). The other 5 patients were responders to INF, INF-RBV and one to DAA pre-KT.

In none of the 14 recipients of KT treated with DAA the presence of HCV RNA was detected neither
in PBMC nor in plasma after ultracentrifugation. Viral RNA was also undetectable in the PBMC of the 4
patients with SVR after treatment with IFN (monotherapy or with RBV). However, one of them was positive
to HCV RNA in the ultracentrifuged plasma. This patient, male, and diagnosed with HCV genotype 1b, had
received INF-PEG monotherapy prior to KT.

During a mean follow-up time of 26.61 * 6.03 months after antiviral treatment of the patients treated
with DAA, we observed a significant increase in protein / creatinine ratio (P = 0.001), although there was
noimpact on the renal function of the graft. Liver function improved significantly as a decrease in AST and
ALT (P = 0.006 and P = 0.011), respectively. The worst evolution of the renal graft of the serie was in the
recipient with detectable HCV RNA in the ultracentrifuged plasma, due to infection by polyoma virus after
a humoral rejection. Liver function despite having SVR, only persisted altered in this patient.

Conclusions: Although a small series of patients are treated and more studies are required, treatment
with DAA is effective for complete eradication of the virus unlike conventional treatments with INF, in
which HCV can persist being undetectable with conventional techniques. This persistence seems to
affect post-KT evolution.

Introduction

Between 1.8 and 8% of patients receiving Kidney
Transplantation (KT) are infected with the Hepatitis C virus
(HCV) [1]. Despite the higher risk of complications compared
to KT recipients without classical HCV, their survival is
greater when compared to that of patients on hemodialysis
[2]. Conventional antiviral therapies did not eliminate HCV

efficiently and safely. Interferon-c, ribavirin and therapies
based on protease inhibitors were the best options [3]. However,
interferon o is associated with poor sustained viral response
(SVR) (negative viral load after 12 weeks of antiviral treatment
termination) (13-43%) and is contraindicated in the post-KT
due to the high prevalence of adverse effects (rejection of the
renal graft) [4]. Monotherapy with ribavirin was not effective
and compared to protease inhibitors, its use was limited in
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post-KT due to interactions with calcineurin inhibitors and
severe adverse effects [5].

The direct-acting antivirals (DAAs) have recently been
considered safe for the treatment of HCV in post-TR [6-9]. KT
recipients who received at least two different classes of DAA
achieved SVR at 12 weeks by 90% [10]. A recent review evaluated
the efficacy and safety of treatment with DAA in KT recipients
with chronic HCV infection: 98.3% of the patients had a SVR,
and liver function improved significantly and, nevertheless,
there was no deterioration in renal function [11].

It has been proven in patients with HCV and without renal
disease that HCV RNA can remain in the liver and in PBMC after
SVR has been obtained both by conventional treatments and
by treatment with DAA [12-15]. It has also been shown that
the presence of HCV RNA after ultracentrifugation of serum
samples in patients with SVR can predict the reactivation of
HCV [14]. As KT recipients are immunologically compromised,
we wanted to assess the efficacy of conventional antiviral
treatments and DAA in those with SVR, testing for HCV RNA
in PBMC and in the pellets obtained by ultracentrifugation of
plasma samples (the combination of these assays allows the
identification of more than 80% of patients with a confirmed
occult HCV infection in their liver [15]), as well as to review
the safety of the hepatic and renal repercussions of antiviral
treatment.

Material and methods

We analyzed 18 renal transplant recipients, older than 18
years, whose HCV infection had been treated with antivirals
and had SVR, who came to our Nephrology Department for
follow-up. An informed consent was obtained and the study
was approved by the Ethics Committee for clinical research.
Patients who did not reach SVR or had a reactivation of viremia
at the time of the study were excluded. HCV treatment of the 18
recipients of KT is shown in figure 1.

18 recipients of KT treated for
HOV

13 treated post - KT all, with
10treated pre- KT DAA

y Iwitn
Tt DA conventional 5 with previous 8 without previous
S S, antivirals tréatment treatment
without SVR,
P \ treated with DAA
2 uith SVR 5 vithout SVR:
(1occult HCY | | 3relapses.
patient) 2 vithout
1| response

!

’ 18 patients with sustained virological response (RVS) [

Figure 1: HCV treatment of the 18 recipients of kidney transplantation (KT).

3

Different parameters were collected in relation to the cause
of renal failure, the type of dialysis received, the number of
previous transplants, the HCV genotype and the antiviral
treatments received, as well as the time of antiviral treatment
(dialysis or with functioning KT), whose data are shown in
table 1.

In those KT recipients treated post-KT, hepatic and renal
function were analyzed before and after treatment with DAA,
as well as the number of renal graft rejections, interactions and
complications of antiviral treatment.

Methods

Plasma and PBMCs were isolated from anticoagulated
blood by density gradient centrifugation (Biocoll, Biochrom,
Berlin, Germany). Plasma samples were stored at -30°C and
the PBMCs at -30°C in RNAlater solution (Ambion, Austin, TX)
until detection of HCV-RNA.

Two milliliters of plasma were ultracentrifuged over a 10%
sucrose cushion for 17 h at 100,000 x g and 4°C to concentrate
HCV particles [16]. The pellet was dissolved in 250 pl of TE
buffer (Tris-HCl 10 mM, EDTA 10 mM; pH 7.5) and RNA was
isolated with the Trizol LS Reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA). After precipitation, the RNA pellet was dissolved in 10 pl
of nucleases-free water. Total RNA was isolated from PBMCs
using the SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison,
WI). After isopropanol precipitation, RNA pellet was dissolved
in 10 of nl nucleases-free water and its concentration was
measured by spectrophotometry.

Detection of the 5 ‘non-coding region of HCV-RNA was
performed by real-time reverse transcription (RT)-PCR with
fluorescence resonance energy transfer probes. Two microliters
of total RNA isolated from 2 mL of ultracentrifuged plasma,
or 0.5 pg of total RNA from PBMCs was retrotranscribed and
amplified in a singletube reaction containing RNA reaction
mix (LightCycler Master Hybprobe, Roche, and Mannheim,
Germany). Primers, probes and conditions of this RT-PCR
reaction have been previously reported [17]. For avoiding
contaminations, the guidelines of Kwok and Higuchi [18],
were strictly observed and negative controls and blanks were
coprepared with the samples and accompanied them through
the entire PCR process. As positive controls, HCV RNA—positive
plasma and PBMCs from patients with chronic HCV infection
were used.

Statistics

The categorical variables were compared using the chi-
square test or Fisher’s exact test, as appropriate. The continuous
variables were calculated using Student’s t-test for paired
data, and significance using the U-tests of Mann-Whitney and
Wilcoxon. All this using the SPSS program version 20.0

Results

The characteristics of the KT patients, treated with DAA,
and the treatments used are listed in table 2. The most used
regimen was sofosbuvir / ledipasvir and the initial FG in all
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Table 1: Clinical data of the 18 patients.

Years (mean + SD) 55.4+9.09
Male (n; %) 13; 722
Renal kidney disease (n; %)
Glomerular 10; 55.6
Hereditary 4,227
Others 4,227
Type of dialysis (n; %)
Hemodialysis 10; 55.6
Peritoneal dialysis 2; 111
Both 5,27.7
None 1,56
Genotype HCV (n; %)
1b 11,786
2a-2¢ 171
3 2,143
N/A 4227
Moment of the antiviral treatment (n; %)
Post-kidney transplantation 13;7223
Antiviral treatment {n; %) 18; 100
INF o INF -PEG 3,167
INF-RBV 1,56
DAA (first treatment) 9; 50
Second treatments with DAA, due to HCV relapse 5, 27.7
Time from antiviral treatment to analysis occult HCV {months) 26,63+ 6.03

(mean £ SD)
Time from Kidney Transplantation (months) (mean + SD) 146.66+110.10
Table 2: Characteristics of the 14 patients treated with direct-acting antivirals.

Number
Years | Sex
Years genotype

1 5¢ F 1b

Immunosupression Direct-acting antiviral

CyA + MMF
Tacro + MMF +

Sofosbuvir / ledipasvir

2 51 M 1b Sofosbuvir / ledipasvir,

Pred previous INF
3 55 M 1b MMF + Pred Sofosbuvir / ledipasvir
Tacro + MMF + - .
4 65 F 1b Prec Elbasvir / grazoprevir
5 68 M 2594 Taarewitiel Sofosbuvir / ledipasvir,

previous INF

Tacro + MMF +

6 61 F 1b Sofosbuvir / ledipasvir

Prec
7 61 F 3a MMF + CyA Sofosbuvir / daclastavir
8 4 M 1b CyA + Pred Sofosbuvir / ledipasvir

9 46 M 1b CyA + MMF + Pred  Sofosbuvir / ledipasvir

Sofosbuvir / ledipasvir,

10 2 M N /A MMF 2
4 % previous INF

Sofosbuvir / ledipasvir,

W 56 || M 18 previous INF wiyhout SVR

MMF + Tacro

Tacro + MMF +
Prec
Tacro + MMF +
Pred

12 63 M N/A Sofosbuvir / ledipasvir

13 52 M N/A Sofosbuvir / ledipasvir

Ombitasvir / Paritaprevir
/Ritonavir/ Dasabuvir,
previous INF without SVR

Tacro + MMF +
Prec

3

the recipients were > 30 ml / min. There were no adverse
effects during antiviral treatment that required hospitalization
or discontinuation of therapy. All patients treated post-KT
received the therapy after 6 months post KT, with stable renal
function and levels of calcineurin inhibitors and low doses of
steroids (in the case of being with these treatments).

In none of the 14 recipients of KT treated with DAA, the
presence of HCV RNA was detected neither in PBMC nor
in plasma after ultracentrifugation. Viral RNA was also
not detected in the PBMCs of the 4 patients with SVR after
treatment with IFN (monotherapy or with RBV). However,
one of them was positive to HCV RNA in the pellet obtained by
plasma ultracentrifugation. This patient, male, and diagnosed
with HCV genotype 1b, had received INF-PEG monotherapy
prior to KT, and during the subsequent follow-up of 103
months the presence of HCV-RNA in serum was not detected
by conventional technique. Graft and patient survival were
100% at the end of follow-up.

In the 14 patients treated with DAA, liver function improved
significantly when comparing basal and post-treatment levels
of AST and ALT (P = 0.006 and P = 0.011, respectively.

Of the patients included in the study, 17 had previously
received dialysis (hemodialysis in 55.6%, peritoneal dialysis
in 11.1% and both in 27.8%), and the remaining patient was
transplanted from a pre-dialysis live donor. 10 patients (55.6%)
had their first KT, 7 the second (38.9%) and 1 patient had
received his third KT (5.6%). Regarding antiviral treatment, 9
patients were previously treated with KT; 1 with DAA (in which
no relapse is targeted), 7 with INF-«o, and in one case, with INF-
and RBV. Of these, 3 had SVR, another 3 suffered a reactivation
after finishing the treatment and 2 did not respond, with the
efficacy of pre-KT treatment with conventional antivirals of
50%. The 5 patients who did not respond to pre-KT or relapsed
pre-KT were treated post-KT with DAA and another 8 who had
not received pre-KT treatment. In total 14 patients were treated
with DAA (13 post KT and one pre KT). All patients completed
the treatment with DAA and were followed for a minimum of 12
months after antiviral treatment with a mean follow-up time
of 26.61 + 6.03 months.

No significant differences were observed in the renal
function of the graft before and after treatment with DAA (in
the 13 patients treated after KT). The protein / creatinine index
increased significantly after treatment, but was not associated
with ledipasvir / sofosbuvir treatment, the genotype, or the
underlying type of kidney disease, significantly. The results on
liver and kidney function can be found in table 3.

Regarding the evolution of the patient with occult HCV, a
nephropathy due to the polyoma virus after the diagnosis and
treatment of a humoral rejection, was diagnosed. The kidney
function of this patient’s graft had not been considered for
renal evaluation since it was previously treated with KT with
INF-PEG. Its renal function and the evolution of the renal graft
was the worst in the serie, despite the fact that he had a follow-
up time of 103 months, which was lower than the mean of the
serie. Finally, his liver function did not improve significantly,
unlike the rest of the patients.
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Table 3: Hepatic and renal parameters according to pre and post antiviral treatment.

pre-treatment| post- treatment| p

AST (UI/1) (mean + SD)
ALT (UI/1) {mean + SD)
GGT (UI/l) (mean £ SD)
Total bilirrubin (mg/dl) (mean + SD)

44+£359
46.6+4536 18.86+870 0011
5453+51.91 42845826 0.422

18.86+ 87 0.006

0.64 £0.22 057+0.24 0463

Creatinine (mg/dl) {(mean % SD) 1.39£0.29 142062 0278

CKD-EPI (ml/min/1,73 m2) (mean £+ SD) 55.96£16.97 57.53+19.24 0.388

urine protein/creatinine ratio (mg/g)

63.25+ 13.48 327.5+41.50 0.001
{mean + SD)

Discussion

The main finding in this study is the safety of knowing
that occult HCV infection is negative in patients treated with
DAA, even if they are kidney transplants and, therefore,
immunosuppressed.

Only in a male diagnosed with HCV genotype 1b, treated
prior to KT with INF-PEG monotherapy, HCV RNA was detected
in the ultracentrifuged plasma. In the 14 KT receptors treated
with DAA, HCV RNA was not detected in any case in PBMC or in
plasma after ultracentrifugation.

Effectiveness

All patients treated with DAA (1 pre-KT and 13 post-KT)
completed the prescribed treatment. 100% of the patients treated
with DAA had a SVR, and in no case was HCV RNA detected by
RT-PCR in PBMC or in plasma after ultracentrifugation, during
a follow-up period of 26.61 + 6.04 months.

Safety and tolerance of AAD treatment

Liver function improved significantly after treatment
with DAA, measured by the detection of AST and ALT, where
both decreased after treatment. No significant differences
were observed in renal function of the graft before and after
treatment with DAA. These findings have also been found in
a recent review [11]. However, a worsening of the protein /
creatinine index was observed shortly after the therapy, in 4
patients who had received post-KT DAA, (28.5%). The survival
of the graft and the patient was 100%, so our data are very
similar to those of Lubetzky et al (20). In this series, 31 patients
were analyzed, treated with new DAA, post-KT of which 6
presented a worsening of proteinuria (19.3%) and in which
there was a tendency to be treated with ledipasvir / sofosbuvir,
in comparison with the control group (0.36 + 0.72 g / g, P =
0.06). Of the 6 patients, in two cases they showed a worsening
of renal function [16].

In our series in only one patient, baseline proteinuria
was positive and at the end of follow-up in 4 patients it
was positive, unlike the work of Lubetzky et al., [19,20], in
which no patient developed de novo proteinuria. Among
these patients, 1 patient was treated with sirolimus for a
lymphoma, and another had been diagnosed with a monoclonal
gammopathy of uncertain significance in the past and had a
severe von Willebrand disease, so that a renal biopsy could not

3

be performed to rule out monoclonal gammopathy of renal
significance. Neither a renal biopsy was performed in another
recipient with new onset proteinuria in a patient with mental
retardation, who became intermittent with antiproteinuric
drugs. All patients with a positive protein / creatinine index
were receiving antiproteinurics and a patient had been
biopsied and diagnosed with humoral rejection after receiving
antiviral treatment with DAA. In our small series, the increase
in protein / creatinine index was not associated with the
treatment with ledipasvir / sofosbuvir, the HCV genotype or
the type of renal disease, in a significant way. Other studies
have also described the appearance of proteinuria in patients
treated with DAAs, which include 5 patients with focal and
segmental glomerulonephritis development and another case
with development of glomerulonephritis mediated by lupus-
like immune complexes [19-23].

Podocyte direct damage, immune reconstitution and
interaction with concomitant immunosuppressive medication
have been suggested as hypotheses [20].

We therefore recommend monitoring urine analysis
before, during and after treatment with antiviral drugs, and
if proteinuria develops, refer the patient to the nephrologist.
Although proteinuria is a marker of kidney damage, its small
amount may not represent as much damage.

Regarding our patient with occult HCV infection the
persistence of alteration in transaminases reinforces the
hypothesis of silent liver damage, since this did not occur in
the rest of the patients in the series. However, he did not suffer
reactivation of his hepatitis C and neither does this seem to
directly affect his post-KT evolution during the observation
time.

The detection of the virus by this technique is still a marker
of the evolution of the patient and there is a need for more
research data that could guide the need or not to receive
additional treatments.

In conclusion, although a small series of patients is treated,
and more studies are required, treatment with DAA is effective
with complete eradication of the virus, unlike conventional
treatments, with INF, in which HCV can persist, being
undetectable with conventional techniques and this persistence
seems to affect post-KT evolution.
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INTRODUCCION GENERAL A LA TESIS DOCTORAL

Este trabajo reldne cuatro estudios independientes distribuidos en cuatro capitulos
diferentes. En conjunto del trabajo nos introduce en el estudio epidemiolégico de la
infeccién oculta por el VHC en una poblacién de pacientes con enfermedad renal cronica
centrandose en tres grupos segun su diagnéstico (glomerulopatias, ND) y un tercer
grupo de trasplantados renales. En cada grupo ademas de establecer la prevalencia y
posibles formas de transmisién del VHC, trata de determinar las implicaciones clinicas
que la infeccion oculta por el VHC pueda tener. Incluimos un cuarto grupo de pacientes
VHC positivos tratados con antivirales que alcanzaron la RVS en los que quisimos
comprobar la eficacia, seguridad y repercusion clinica (hepatica y renal), del tratamiento
antiviral. Dado que el mayor nimero de pacientes tratados en nuestro servicio se
encontraba dentro del grupo de trasplantados renales, lo decidimos realizar en este
grupo, dada la baja prevalencia de anti VHC positivos tratados, en enfermos con

nefropatias glomerulares o diabética.

La Tesis Doctoral se inicia con una introduccion general que ofrece una perspectiva
global de los aspectos mas relevantes que abarca el estudio y las controversias vigentes
en torno al VHC. Posteriormente, se describen la justificacion, hipétesis, objetivos y
metodologia del estudio. A continuacién, se presentan los cuatro estudios de
investigacion; los tres primeros de cardcter prospectivo, y el Ultimo retrospectivo.

Finalmente, se realizan una discusion y conclusiones generales.
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