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RESUMEN

Aunque la infeccion por el virus de la hepatitis C se asocia con varias enfer-
medades extrahepadticas, la deteccion de RNA viral en las estructuras glomerula-
res es dificil. No obstante, algunos autores lo han encontrado, con resultados dis-
pares. Describimos un paciente con glomerulonefritis membranoproliferativa,
crioglobulinemia mixta tipo Ill e infeccion por virus de la hepatitis C con pre-
sencia de RNA VHC en suero, crioprecipitado y tejido renal mediante RT-PCR.
Estos hallazgos apoyan el papel directo del VHC en el dario renal.
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DETECTION OF HEPATITIS C VIRUS IN RENAL TISSUE IN
MEMBRANOPROLIFERATIVE GLOMERULONEPHRITIS AND
CRYGLOBULINEMIA

SUMMARY

Although hepatitis C virus infection has been documented in several extrahepatic
diseases, the deposition of HCV RNA in glomerular structures has proved to be dif-
ficult to demonstrate. We report a patient with membranoproliferative glomerulo-
nephritis, type Il circulating cryoglobulins and hepatitis C virus infection with de-
tection of HCV RNA in serum, cryoprecipitate and renal tissue using specific RT-PCR
technique. These data confirm that HCV could have a direct role in renal damage.
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INTRODUCCION

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) se
asocia con varias manifestaciones extrahepaticas. Entre
ellas destacan la glomerulonefritis (GN) membrano-
proliferativa (GNMP) con o sin crioglobulinas circu-
lantes, nefropatia membranosa y otras'”. No obstan-
te, el papel directo del VHC en estas nefropatias es
dificil de establecer por la dificultad para identificar
material viral en las estructuras renales, por diversos
motivos: escasa cantidad de proteinas del VHC en los
tejidos, disminucion de su antigenicidad por el pro-
cesamiento de la muestra y enmascaramiento de los
antigenos por los anticuerpos. De hecho, la bisqueda
de antigenos del VHC en rifidén se ha investigado por
varios autores con resultados negativos' o dispares®?.

Presentamos un paciente con GNMP, crioglobuli-
nemia mixta tipo Il e infeccion por VHC donde
hemos detectado RNA viral (RNA VHC) en suero,
crioprecipitado y tejido renal mediante RT-PCR. Estos
hallazgos sugieren la participacion directa del VHC
en las lesiones glomerulares.

CASO CLINICO

Varén de 66 anos diagnosticado hace 4 afos de he-
patitis crénica, sin biopsia hepatica, con serologia po-
sitiva para VHC. No tiene antecedentes de transfusio-
nes, adiccion a drogas u otros factores de riesgo. Unos
meses antes de su primera visita desarrolla una vascu-
litis cutanea con hipocomplementemia y crioglobulinas
circulantes positivas. Posteriormente presenta elevacion
de las cifras de presion arterial que se controlan con
felodipino. Ademas se detecta proteinuria de 4,6 g/dia,
microhematuria y deterioro de funcién renal (creatini-
na sérica 1,4 mg/dl). La albimina sérica es normal. Los
datos de laboratorio mas relevantes son: AST 31 U/I,
ALT 54 U/, Fosfatasa Alcalina 186 U/l, yGT 54 U/
Los anticuerpos para los virus de la hepatitis B y VIH
se investigan mediante ELISA de 32 generacion (Axsym
System®, Abbott) con los siguientes resultados: AgHBs
(-), Anti-HBs (-), Anti-HBc (+), Anti-HBc IgM (-), Anti-
HBe (+) y Anti HIV (-). El valor de complemento he-
molitico total (Complement Activation EIA Test System®,
DiaSorin) es 56 U. CAE/mL (normal 80-160), con C;
normal y C, 6,1 mg/dL (Behring BNA nephelometer).
Los anticuerpos para VHC son positivos con ELISA de
32 generacion (Abbott Diagnostics HCV 3.0®, Maiden-
head, UK), confirmados mediante LIA (Inno-Lia HCV
Ab 111®, Innogenetics). La deteccion de RNA VHC es
positiva mediante técnica RT-PCR (Amplicor PCR 2.0®.
Diagnostics, Roche Diagnostics System, Lewes, UK) y
la carga viral cuantificada mediante el mismo proce-
dimiento es 350.000 copias/mL. El genotipo del VHC
es 1b (Inno-lipa®, Innogenetics).
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Las criolglobulinas circulantes son positivas. La
cuantificacion de inmunoglobulinas en el crioprecipi-
tado se estima mediante nefelometria con los siguien-
tes resultados: IgM 436 mcg/mL, IgG 293 mcg/mL, con
criterios de tipo Il (policlonal-policlonal). La actividad
de factor reumatoide en el crioprecipidado es 78,5
Ul/mL. La deteccion de VHC RNA en el crioprecipi-
tado es positiva empleando el mismo método.

Se realiza biopsia renal percutanea cuyo resultado,
tras estudio con microscopio éptico e inmunofluores-
cencia, es GNMP tipo I. Guardamos un fragmento en
fresco para estudio inmunoldgico e investigamos la pre-
sencia de VHC RNA en tejido renal no fijado mediante
RT-PCR. Antes de este procedimiento se hace elucion
acida para eliminar complejos inmunes circulantes. La
deteccion de genoma viral VHC es positiva con el
mismo procedimiento empleado en suero y criopreci-
pitado. Asimismo, en el tejido renal, el genotipo del
VHC es 1b y la carga viral 34.000 copias/ml (fig. 1).

Fig. 1.—Electroforesis en agarosa. Linea 1: Amplificacion tisular de
VHC en caso control con tejido hepatico infectado por VHC. Linea
2: Amplificacion renal de VHC de nuestro paciente. Linea 3: Am-
plificacion en suero de VHC de nuestro paciente. Linea 4: Control
de pesos moleculares. Linea 5: Control de migracién (300 pb) de
VHC. Linea 6: Amplificacion tisular en control con tejido hepatico
no infectado con VHC. Linea 7: Control con agua estéril destilada.



DISCUSION

A pesar de que existe una clara asociaciéon entre
la infeccion por VHC y ciertas formas de GN, la de-
teccion de este virus formando parte de los com-
plejos inmunes depositados en el glomérulo es difi-
cil. En la revision de los trabajos publicados hemos
encontrado (PubMed usando ProCite 5.0, hasta di-
ciembre de 2002). Diez publicaciones en las que
por diferentes métodos se han detectado proteinas
del VHC o su RNA en tejido renal'®". Los proce-
dimientos empleados son inmunofluorescencia, mi-
croscopio electronico y PCR tisular. En nuestro caso
hemos confirmado la presencia de VHC en suero y
en tejido renal en un paciente con crioglobulinemia
tipo Il 'y GNMP tipo I.

Horikoshi y cols. en 19930 encontraron particu-
las « VHC-like» en los depdsitos densos paramesan-
giales en un paciente con GN proliferativa asocia-
da a infeccion por VHC. Poco después,
Doutrelepont™ y Misiani'? describieron la presen-
cia de este virus mediante PCR de tejido renal.
Davda y cols.'? detectaron VHC RNA mediante RT-
PCR de RNA total extraido de biopsias renales fija-
das en parafina de 2 pacientes con GN membra-
nosa asociada a VHC, aunque no pudieron detectar
este RNA mediante hibridacion in situ. Poco des-
pués, Yamabe y cols.' utilizaron un anticuerpo po-
liclonal anti-core y mediante inmunofluorescencia
indirecta encontraron, en 2/6 casos de GNMP aso-
ciada a infeccion por VHC, depésitos en la pared
capilar glomerular y en el area mesangial. Okada y
cols.’™ detectaron también mediante inmunofluo-
rescencia indirecta la presencia de VHC en los com-
plejos inmunes glomerulares de 2 pacientes con ne-
fropatia membranosa asociada a VHC, usando
anticuerpos monoclonales y policlonales frente a los
antigenos E1, E2, NS2 y NS3. Sansonno y cols.'®
utilizando una técnica similar encontraron depdsi-
tos en 8/12 casos de GNMP y crioglobulinemia
mixta tipo Il asociada a VHC. Stokes y cols.!” de-
tectaron RNA del VHC en tejido renal mediante PCR
tisular en 7/11 pacientes infectados simultaneamen-
te por VHC y VIH.

En nuestro paciente no hemos podido hacer in-
munofluorescencia especifica ni microscopio elec-
tronico por no disponer de estas técnicas. Recurri-
mos a la extraccion renal de RNA y posteriormente
RT-PCR especifica para VHC, con resultados clara-
mente positivos: presencia de VHC genotipo 1b,
idéntico al encontrado en suero y crioprecipitado.
No obstante, el hallazgo de VHC tisular mediante
esta técnica no significa obligatoriamente que el
virus esté depositado en el rifién, sino que puede
ser debido a contaminacién de proteinas virales sé-

VIRUS C, GNMP Y CRIOGLOBULINEMIA

ricas o de células circulantes infectadas. Para evitar
esta posible contaminaciéon hemos lavado exhausti-
vamente la muestra mediante elucion. Por otro lado,
la presencia del VHC detectada por PCR tisular tam-
poco implica necesariamente un papel causal en el
dano renal. De hecho, varios autores han encontra-
do particulas del VHC en rifiones de pacientes in-
fectados por VHC sin nefropatia aparente' o con
diversas enfermedades renales no asociadas a este
virus como poliquistosis, amiloidosis o nefroangios-
clerosis'®. Muy posiblemente la infeccion por VHC
necesita la participacion de factores genéticos o in-
munoldgicos para causar dafo renal.

Recientemente, Sabry y cols.! han realizado un
estudio muy completo sobre GN asociadas a VHC
en un grupo de 50 pacientes, investigando la pre-
sencia de VHC en tejido renal mediante las tres téc-
nicas comentadas. En los resultados de microscopia
electrénica han identificado particulas virales en la
mitad de las biopsias, mientras que con RT-PCR tie-
nen resultados positivos en el 21% de los casos. Cu-
riosamente no encuentran depo6sitos en la inmuno-
fluorescencia.

La infeccion por VHC se asocia con crioglobuli-
nemia mixta. Hay datos que hacen suponer que el
VHC infecta células mononucleares de sangre peri-
férica y de la médula 6sea. Probablemente, estas cé-
lulas B infectadas sintetizan crioglobulinas policlo-
nales con caracteristicas de factor reumatoide®. En
nuestro caso, hemos documentado la presencia de
crioglobulinemia mixta tipo Ill, con IgG e IgM poli-
clonal y baja actividad de factor reumatoide, sin le-
siones histologicas sugerentes de GN crioglobuliné-
mica. Sabry y cols.’ han vuelto a demostrar que el
66% de los pacientes con GN vy crioglobulinemia
contienen particulas virales en el crioprecipitado.

Concluimos que los pacientes con GNMP y crio-
globulinemia asociada a VHC tienen particulas de
este virus en las estructuras renales. Muy posible-
mente la presencia de VHC renal juega un papel im-
portante en las lesiones glomerulares.
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