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Por el cual se aprueba el proyecto de investigacion Bvaluacion de la
inmunogenicidad de la vacuna recombinante anti-hepatitis B HEPRECOMB Berna en
adultos sanos.

EL CONSEJO ACADEMICO DE LA UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
en uso de sus facullades legales y en especial de las que le confiere el Articulo 27 del
Acuerdo No. 001 del 27 de mayo de 1996, expedido por el Consejo Superior Universitario

CONSIDERANDO:

Que la icerrectara Académica de la Universidad present6 el proyecto de investi-
gacion previamente revisado por la division de investigaciones.

Que el proyecto se enmarca en las lineas de investigacion definidas por la Universi-
dad

ACUERDA:

ARTICULO PRIMERO.- APROBAR el proyecto de investigacion Evaluacion de
la inmunogenicidad de la vacuna recombinante anti-hepatitis B HEPRECOMB
Berma® en adultos sanos.  Andlisis del efecto de la dosis vacunal sobre la in-
duccion de seroconversion/seroproteccion.

ARTICULO SEGUNDO .- las especificaciones del proyecto de investigacion son las
siguientes.

Investigador Principal Maria Teresa Herrera Mendoza

Co-investigadores Jaime Escobar Lopez
Claudia Robles Roa
Clara Inés Saavedr

Asesor Especial: Antonio Iglesias Gamarra

1. INTRODUCCION

La investigacion biomédica debe ser concebida como un proceso encaminado
a brindar respuestas precisas a preguntas concretas relacionadas con probie-
mas de salud de la poblacion en la cual la investigacion se desarralia. Un pais
como el nuestro requiere ante todo un sistema de diagndstico eficiente de alto
nivel tecnolégico que permita realizar el oportuno y adecuado manejo de las
patologias de mas frecuente ocurrencia en nuestro medio. En forma paralela,
debe existir un programa de investigacion clinica que aborde el estudio de pro-
blemas concretos de salud y suministre elementos inmediatos para la preven-
cion, diagndstico y tratamiento de nuestras patologias.
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En esta linea de pensamiento, la iInmunoprevencién e inmunodiagnéstico de las
enfermedades infecciosas ocupa un lugar relevante de incuestionable trans-
cendencia. B empleo de una vacuna debe ser validado mediante estudios dlini-
cos en los cuales se evalle su efecto comparando esquemas Yy dosis altemati-
vas en diferentes grupos de edad, con el fin de definir el protocolo ideal de
aplicacién de la vacuna para una poblacion determinada. En nuestro pais, el
empleo de las vacunas utilizadas en las campafias masivas de vacunacion se
apoya, salvo excepciones aisladas, en trabajos de investigacion realizados ha-
bituaimente en el pais productor de la vacuna. Sin emmbargo, reviste una indis-
cutible importancia validar el empleo de una vacuna mediante estudios realiza-
dos con la poblacion nativa, que permitan definir la dosis éptima y el esquema
adecuado a emplear con el fin de obtener los mejores resuitados e inducir me-
diante la aplicacién de la vacuna la tasa més alta de seroconversién y el indice

més elevado de seroproteccion para lograr, finaimente, la prevencion de la
enfermedad.

En nuestro pais, las vacunas anti-hepatitis B de 2® generacién o recombinan-
tes, han sido aplicadas desde 1986 y utilizadas en programas masivos de va-
cunacion desde 19980. Tres vacunas diferentes han sido comercializadas y em-
pleadas, a sabet Heprecomb Berm, Heberbiovac HBy Engerix B®.

Los estudios realizados y publicados en nuestro pals, se han concentrado en el
empleo y evaluacion de las vacunas Heberbiovac HB® y Engerix B®, demos-
trando la capacidad de estas vacunas para inducir seroconversion y provocar
seroproteccion. Sin emmbargo, y a pesar de ser empleada en alguncs progra-
mas de vacunacion, no existen estudios, hasta donde es de conocimiento de
los autores de este trabajo, que apoyen el empleo de la vacuna Heprecomb
Bema®, cuya utilizacion se basa en trabajos realizados en Suiza y Japén. Ca-
recemos entances de informacién sobre la inmunogenicidad de esta vacuna en
nuestra poblacion, especiaimente en relacion con el efecto de la dosis vacunal
scbre |a respuesta de los individuos vacunados. Siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante se ha empleado una dosis para adultos de 10 ug de la vacu-
na Heprecomb Berma®, esta dosis podria ser o no ser adecuada para nuestra
pablacién considerando sus caracteristicas étnicas, genéticas, demograficas,
dlinicas y epidemiociégicas y la endemicidad de la enfermedad en el pais y su
efectividad debe ser evaluada en la poblacion nativa. Por ctra parte el Ministe-
rio de Salud, a través del Plan Nacional Control de las Hepatitis Virales B y D
Colombia 1992-1997, ha recomendado la aplicacién de una dosis para adultos
de 20 ug siguiendo un esquema 0,1,6 meses, sin que otras dosis hayan sido
evaluadas y, salvo algunas excepciones, sin que cotros esquemas hayan sido
probados para nuestra poblacion. La aplicacion de la vacuna Heprecomb Ber-
na® a la dosis recomendada por el fabricante para nifios y aduitos, podria re-
presentar quiza una excelente alternativa para la poblacién pedidtrica y aduita
con un adecuado balanceosto-beneficio para el paciente.

Este proyecto representa el punto de partida de la investigacion en inmuno-
diagndstico de las enfermedades infecciocsas en el naciente Laboratorio de In-
mundlogia del Senvicio de Salud de la Universidad Calegio Mayor de Cundina-
marca. Simultaneamente, el proyecto aborda la inmunoprevencién como as-
pecto fundamental de la hepatitis B, una enfermedad infecciosa que representa
un problema de salud publica en Colomiiatinoamerica y el mundo.
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2. JUSTIFICACION

La hepatitis B representa un problema mundial de salud publica. La infeccién
por e virus, cominmente adquirida por inoculacion parenteral o contacto se-
Xual, determina la aparicion de un cuadro agudo o crénico de enfermedad he-
pética y se asocia con el desarrdlio de cirrosis hepética o carcinoma hepato-
celular.

La inmunizacion activa empleando vacunas hemoderivadas o recombinantes,
constituye la unica medida eficaz de prevencion y contra de la enfermedad. La
hepatitis B puede afectar individuos en todos I0os grupos etérios, y algunos gru-
pos caracterizados por conductas o actividades laborales particulares son es-
pecialmente susceptibles. La vacunacion anti-hepatitis B debe ser realizada, de
acuerdo con las recomendaciones de la Organizacion Mundial de Salud, en los
pacientes pedidtricos y adultos (pertenecientes a grupos de alto, mediano o
bajo riesgo).

Las vacunas anti-hepatitis B han estado disponibles desde 1982, iniciaimente
como vacunas constituidas por particulas virales (antigeno de superficie) obte-
nidas del plasma de portadores crénicos (vacunas de 1* generacién o biologi-
cas). A partir de 1986 se impuso el empleo de las vacunas anti-hepatitis B de
2* generacion o biosintéticas, producidas mediante el empleo de la tecnologia
del DNA recombinante en sistemas biclégicos. B uso de estas vacunas esta

exento de los riesgos inherentes al empleo de las vacunas biclégicas prepara-
das a partir del plasma.

En nuestro pais a partir de 1990 ha sido de comiin empleo la vacuna recombi-
nante anti-hepatitis B HEBERBIOVAC HB producida en el Instituto de Bictec-
nologia e Ingenieria Genética de la Habana, Cuba. La vacuna ha sido emplea-
da en programas masivos de vacunacién utilizando los esquemas 0,1,2 meses
6 0,1,6 meses 6 0,1,2+12 meses. Sin embargo, cotras dos vacunas recombi-
nantes existen en el mercado, a saber: Heprecomb (Berma) y Engerix B
(SmithKlinedBeechamBiolodrals).

La mayoria de los estudios realizados y publicados en nuestro medio han eva-
luado y validado el empleo de las vacunas Heberbiovac HB y Engerix B. Estos
estudios han demostrado la capacidad de estas vacunas para inducir serocon-
version y provocar seroproteccion en los individuos vacunados aplicando dosis
de 20 pg a los pacientes adultos y de 10 ug a los pacientes pediétricos. Sin
embargo, en estos trabajos no se ha realizado un estudio detallado de la ciné-
tica de la respuesta inmune y a pesar de que sus resultados permiten estable-
cer la existencia y determinar la prevalencia de respondedores altos y bajos y

de no respondedores a la vacuna, en general estos trabajos no se han con-
centrado en el andlisis del fenémeno de la ho respuesta a la vacuna. Por ctra

parte, los estudios actuaimente disponibles no han evaluado el estado de inmu-
nizacién de los individuos vacunados y su comportamiento en el tiempo mucho
después de la aplicacion del esquema primario de vacunacion.

En Coombia, de acuerdo con las recomendaciones de la casa fabricante, la
vacuna HEPRECOMB ha sido utilizada empleando un esquema 0,1,6 meses y
aplicando una dosis de 10 ug en pacientes adultos o pediatricos. B empleo de
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esta vacuna se ha apoyado en trabajos de investigacion clinica realizados en
Suiza y Japdn, en los que se estudia el efecto de la vacuna en una poblacidn
con caracteristicas étnicas, genéticas, demogréficas y epidemiclGgicas dife-
~ rentes de las caracteristicas de nuestra poblacién. No se cuenta con estudios

realizados en nuestro medio en los cuales se evalue la vacuna utilizando la do-
sis sugerida por el fabricante y en los que se determine la inmunogenicidad de
la vacuna en la pobLion adulta nativa.

M.,-‘JJ‘A

Puesto que un indviduo se encuentra en riesgo potencial de adauirir la enfer-
medad antes, durante o después del momento en el cual la vacuna comienza a
ser aplicada, resulta de capital importancia definir la cinética de la respuesta
inmune después de la primera dosis de la vacuna y establecer como ésta res-
puesta se comporta como resuitado de la aplicacion de las dosis sucesivas con
&l fin de determinar cuando y en qué medida el indhviduo vacunado experimenta
seroconversion y alcanza el estado de seroproteccion. Asi mismo, resulta im-
portante establecer para nuestra poblacion la existencia de individuos no res-

pondedores, respondedores altos y resgedores bajos.

La evaluacion de una vacuna cuyo empleo se propone como medida eficaz pa-
ra el contral de una enfermedad, y el estudio de la cinética de la respuesta in-
ducida por su aplicacion y del efecto de la dosis aplicada sobre su inmunogeni-
cidad, brinda elementos inmediatos y objetivos para validar su empleo y per-
mite definir su valor real como herramienta en el contral y prevencion de la en-
fermedad.

3. OBJETIVOS
3.1. GENERALES

3.1.1. Bvaluar la inmunogenicidad de una vacuna anti-hepatitis B recombinante,
empleando y comparando dos dosis diferentes de la vacuna, en individuos sin
contacto previo con el virus de la heifiatB.

3.1.2. Realizar el andlisis de la cinética de la respuesta inmune humoral nducida
por la aplicacion de una vacuna anti-hepatitis B recombinante.
3.2. ESPECIFICOS

3.21. BEvaluar el efecto de la dosis aplicada sobre la inmunogenicidad
(seroconversion y seroproteccion) de una vacuna anti-hepatitis B recombinante
comparando dos dosis diferentes de la vacuna.

3.2.2. Analizar la cinética de la produccién de anticuerpcs IgG anti-antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B inducida por una vacuna anti-hepatitis B re-
combinante.

3.3.3. Establecer el efecto de la dosis de la vacuna sobre la cinética de la pro-

duccion de anticuerpos IgG anti-antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B.
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3.3.4. Determinar la existencia y frecuencia de individuos no respondedores a
la vacuna anti-hepatitis B.

4. MARCO TEORICO

Las hepatitis de eticlogia viral son las hepatopatias méas frecuentes en el mun-
do. Las hepatitis Virales son causadas por virus hepatotrdpicos, aunque enfer-
medades analogas a la hepatitis pueden ser causadas por virus no hepatotré-
picos como el virus de Epstein Barr, el citomegalovirus y el virus cocsakie.
Bxisten seis tipos de hepatitis viral causadas por virus hepatotrépicos las cua-
les se cecnhominan A, B, C,D,EyG.

La Hepatitis B (HB) es una enfermedad hepdtica causada por un virus ADN
clase |, perteneciente a la familia Hepadnaviridae subfamilia Orthchepadnaviri-
dae (16,18), denominado Virus de la Hepatitis/BiB).

B periodo de incubacién de la hepatitis B es de 45 a 120 dias (18) y el cuadro
clinico se caracteriza por malestar general, anorexia, nauseas, vomito, darrea,
febricula, coluria, acdlia, ictericia, hepatomegalia y dolor abdominal (21). La
enfermedad se caracteriza por elevacion en los niveles de aminctransferasas,
hiperbilirrubinemia (con predominio de bilirrubina directa) e incremento en la
concentracion de fosfatasa alcalina. La enzima alanino amino transferasa per-
manece elevada por més tiempo y su determinacion es Util para seguir el curso
de la enfermedad (26).

La enfermedad puede presentar un curso agudo o crénico y desde el punto de
vista clinico puede adoptar dos formas diferentes: hepatitis anictérica 6 hepati-
tis ictérica. La tercera parte de los pacientes con HB aguda presenta una in-
feccién subclinica y no desarrdlia sintomas de enfermedad. Estos pacientes
poseen marcadores seroldgicos de infeccidn y la enfermedad se detecta por
elevacién en los niveles de alanino y aspartato aminctransferasa. La tercera
parte de los pacientes con HB aguda desarrolla una enfermedad leve sin icteri-
cia, semejante a una gripe. Finalmente solo un tercio de los pacientes con HB
aguda desarrdia ictericia acompafiada de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad (21). En resumen dos terceras partes de los cuadros de hepatitis
aguda cursa sin ictericia. Cuando aparece como sintoma de la enfermedad, la
ictericia habituaimente alcanza su nivel méximo en 1-2 semanas y entonces ex-
perimenta remision gradual.

Bxsten cuatro formas de transmision de la enfermedad, a saber: transmision
horizontal, vertical, parental y sexual (2,3,7,13,14,33,37). B vehicuo principal
para la transmision del virus es la sangre, pero otros fluidos biologicos poten-
ciaimente infecciosos incluyen sudor, lagrimas, saliva, leche matema, orina y
semen. B ADN del VHB ha sido encontrado en muestras concentradas de sali-
va, arina y liquido seminal de pacientes positivos para el antigeno e del VHB
(40). La transmisicn horizontal se produce entre parientes y contactos familia-
res y es posible que la saliva y la sangre sirvan como vehiculos para transmi-
sion del virus. La transmision vertical se produce a partir de las madres porta-
doras del virus y tiene lugar durante el nacimiento como resultado de la mezcia
de sangre matermna y fetal. La transmision parenteral se produce a través de
sangre y productos hemoderivados por inoculacién accidental o intencional. La
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transmision sexual es la foma de transmision més importante y es particular-
mente frecuente en las areas de baja endemicidad en las cuales la transmision
horizontal yperinatal es infecuente.

La respuesta individual a la infeccién y el curso clinico de la enfermedad puede
adoptar diversas formas. Transcurrido el periodo de incubacién, el paciente
puede desarrallar un cuadro de infeccién dlinica (ictérica o anictérica) o de in-
feccién subclinica. La infeccién clinica o subdlinica puede evolucionar hacia la
recuperacion y el desarrdio de inmunidad o hacia el estado de portador créni-
co. Los pacientes con infeccion clinica pueden desarrallar un cuadro de hepati-
tis fulminante, casi siempre fatal (40).

B paciente en estado de portador crénico puede comvertirse en un portador
sano o desarrollar un cuadro de hepatitis crénica persistente o activa. La hepa-
titis crénica persistente puede experimentar reactivacion y dar lugar a hepatitis
crénica activa o evolucionar hacia el desarrdio de cirrosis hepética que a su
vez puede degenerar en carcinoma hepatocelular primario. Por su parte la he-
patitis crénica activa puede también dar lugar al carcinoma hepatocelular pri-
mario. Finalmente, la cirrosis hepédtica y el carcinoma hepatoceluar primario
pueden conducir a la muerte del paciente (40).

En resumen, el paciente infectado con el VHB puede experimentar recupera-
cidn o desarradllar hepatitis fuminante, hepatitis crénica, cirrosis hepética o car-

cinoma hepatocelular. La recuperacion total de la enfermedad puede tomar 6
meses 0 mas y se caracteriza por cansancio persistente e intolerancia al alco-
hol.

La hepatitis fuminante se caracteriza por necrosis hepética masiva e insufi-
ciencia hepédtica aguda. La enfermedad se caracteriza por prolongacién del
tiempo de protrombina y de tromboplastina parcial y elevacion de la concentra-
cidn de transaminasas (= 200 UI/L) y de bilirrubina (5-20 mg/dl) con predominio
de bilirrubina directa. La evolucién dinica de la enfermedad se caracteriza por
encefalopatia progresiva, hemorragia generalizadepsis (26).

Los pacientes que no experimentan recuperacién total después de un episodio
de hepatitis aguda se corMerten en portadores crénicos, estado caracterizado
por persistencia del antigeno de superficie del VHB en sangre por mas de 6
meses. B cuadro de infeccion crénica se presenta con mayor frecuencia cuan-
do la infeccién es asintomética o cuando ocure a edad temprana y es mas
comin en pacientes de sexo masculino (16,40). Entre los pacientes adultos
infectados por el VHB, el 90% experimenta recuperacion y el 10% desarrolia el
estado de portador crénico, mientras que el 1% desarrdila un cuadro de hepa-
titis fuminante (21). Entre los neonatos el desarrdlio del estado de portador
cronico es més frecuente y se produce en el 90% de los pacientes infectados.
Durante la infeccién crénica la cocirculacién de antigencs virales y anticuerpos
anti-antigencs virales lleva al deposito de inmunocomplejos y puede dar lugar a
una enfermedad por inmunocomplejos (16). La aparicion de enfermedad por
inmunocomplejos depende de la proporcién relativa de antigenos y anticuerpos

circulantes.
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La hepatitis crénica se clasifica como hepatitis cronica persistente o hepatitis
crénica activa. La hepatitis crénica persistente es una enfermedad hepética le-
ve no progresiva caracterizada por alteraciones inflamatorias limitadas a la
triada portal sin necrosis o fibrosis hepética. La enfermedad suele ser asinto-
mética o presentar un cuadro caracterizado por malestar general, fatigabilidad
y pérdida de peso, anorexia y dolor a nivel del hipocondrio derecho. La enfer-
medad se caracteriza por elevacion en la concentracion de aminotranferasas
(50 - 200 UI/L) y bilirrubina normal o ligeramente elevada (rara vez por encima
de 3 mg/dl) con concentracion de albumina y tiempo de protrorbina normales
(26).

La evolucién de la hepatitis crénica persistente a hepatitis crénica activa o ci-
rrosis hepética es rara, apradmadamente el 5 % de los pacientes con hepatitis
crénica persistente desarrdla hepatitis crénica activa, aunque la enfermedad
no suele experimentar reperacion espontanea (26).

La hepatitis crénica activa presenta un curso progresivo hacia la cirrosis hepéa-
tica y la insuficiencia hepética aguda. La enfermedad se caracteriza por necro-
sis irregular del lobulillo hepético (necrosis parcelar periférica). B cuadro clini-
co de la enfermedad esta constituido por fiebre, malestar intenso, ictericia,
dolor en hipocondrio derecho, edema, ascitis, artralgia, artritis, erupcion cuta-
nea y pleuritis. La enfermedad cursa con elevacion de la concentracion de
transaminasas (>1000 UI/L), hipoalbuminemia, hipoprotrombinemia e hiper-

. B 20 - 30 % de los pacientes presentan antigeno de su-
perficie deWHB (26).

En unién con factores aun desconocidos el VHB provoca carcinoma hepatoce-
iuar primario (6). B desarrdiio de carcinoma hepatocelular es particuarmente
frecuente después de la infeccién crénica que comienza en la lactancia o la
primera infancia. Los pacientes con infeccién crénica por el VHB tienen un ries-
go 200 veces mayor de desarrollar carcinoma hepatocelular primario compara-
dos con los individuos sanos. B genoma completo del VHB puede ser integra-
do en el genoma de la célula huésped y el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B es detectado en el citoplasma de las células que contienen el ADN
viral integrado (31). B ADN integrado del VHB ha sido encontrado en las cé-
lulas de carcinoma hepatocelular primario en el hombre, aunque el papel exacto
del virus en el desarrdlio de la enfermedad nho es conocido. Es posible que la
integracién del genoma Vviral altere la transcripcion de un gen celular regulador
de la division celular o que el producto del gen viral X, denominado antigeno X,
induzca la transcripcion de otros genesales (16).

B inmunodiagndstico de la hepatitis B se realiza con base en la deteccion de
marcadores serolégicos de la enfermedad, que indican la existencia de infec-
cién y suministran informacion acerca de su progreso. Los marcadores serolo-
gicos de infeccion por el VHB son los antigenos del virus y los anticuerpos pro-
ducidos por el organismo en respuesta a estos antigenos virales. Asi mismo,
se emplea la deteccién del ADN viral como marcador de la infeccion por el VHB
e indicador de la evolucion de la enfermedad. La deteccion de antigencs virales

y anticuerpos, en suero o plasma, se realiza empleando técnicas de radicinmu-
noensayo o inmunocensayo enzimético. La deteccion del ADN del VHB, en suero
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O plasma, se realiza empleando la técnica de Southern biot. Han sido descritos

tres sistemas de antigho/anticuerpo para éVHB (40):

a) Antigeno de superficie del VHB (HBsAQ): Es el primer marcador que se
detecta en el suero. indica infeccidn activa aguda o crénica. Cuando esta
presente junto con anti-HBc IgM indica infeccién aguda y cuando esta pre-
sente junto con anti-HBc 1gG indica infeccién crénica. Si persiste positivo
por més de 6 meses indica infeccion crénica. Su desaparicion indica que la
infeccion ha sido superada.

b) Antigeno central del VHB (HBcAg): No se detecta libre en sangre, suero o
plasma (38,40).

c) Antigeno e del VHB (HBeAg): Indica infeccién con alta tasa de replicacion
viral y alta infectividad. Puede detectarse tanto en la infeccién aguda como
en infeccion crénica. Su presencia indica infeccion aguda y su persistencia
por mas de 6 meses indica infeccion dodn

d) Anticuerpos anti-antigeno de superficie del VHB (anti-HBs): Es el ultimo
marcador que aparece en el suero. indica inmunidad para la HB por resolu-
cion de la enfermedad (o por vacunacion).

e) Anticuerposanti-antigeno centralenti-HBc):

Anti-HBc IgM : Es la primera clase de anticuerpos detectados en el pa-
ciente infectado. Su presencia indica infeccién actual o reciente. Indican in-
feccion aguda cuando su tituo es alto o infeccién crénica cuando su titulo
es bajo. Cuando aparece junto con HBsAg indica infeccién aguda. Puede
permanecer positivo hasta por 6 meses.

Anti-HBcAg IgG : Su presencia indica infeccion antigua o crénica. Indica in-
feccion antigua cuando aparece con HBsAg negativo ¢ infeccién crénica
cuando aparece con el HBsAg positivo. Indica infeccion resuelta cuando
aparece con anti-HBs positivos. Permanece positivo durante varios afios.
Puede ser el inico marcador detectable en el periodo de ventana (después
de la desaparicion del HBsAg y antes de la aparicion de anti-HBs). Cuando
aparece aislado, el paciente se encuentra en el periodo de ventana inmu-
nologica y requiere ser evaluado nuevamente 6 mesespdés.

f) Anticuerpos anti-antigeno e (anti-HBe): Aparece cuando el HBeAg ya no es
detectable. Indica convalecencia o infeccidn crénica. La presencia de anti-
HBe en ausencia de HBsAg o anti-HBs indica que el paciente se encuentra
en la fase de convalecencia de la enfesdad.

g) ADN del VHB: Es el indicador mas sensible de replicacién viral. Indica la
existencia de infeccion activa. Permite cuantificar la carga viral y determinar
el momento de iniciar la terapia anti-viral. Se emplea en e monitoreo de la
terapia anti-viral y es Util en el seguimiento y prondstico de la infeccién por
VHB.

B estudio de pacientes con infeccién aguda e infeccién crénica por el VHB ha
permitido definir el comportamiento de los marcadores serddégicos de infeccion
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por ef VHB. Estos marcadores serologicos aparecen en un orden secuencial
definido : HBsAg, HBeAg, anti-HBc, anti-HBe y anti-HBs. Frecuentemente el
HBsAg y el HBeAg aparecen simultéaneamente, generaimente HBsAg aparece 6
semanas después de la infeccion y desaparece 6 meses después, en todos los
casos la aparicion de anti-HBe coincide con la desaparicion del HBsAg mien-
tras que la aparicién de anti-HBs se produce 1 a 6 meses después de la desa-
paricion deHBsAg (32).

Diferentes perfiles serdégicos han sido definidos para la infeccion aguda por
VHB : a- Perfil caracterizado por la desaparicién de HBeAg seguida por la apa-
ricién inmediata de anti-HBe. La seroconversion de HBeAg a anti-HBe usual-
mente ocuTe 2 a 4 semanas antes de la desaparicion del HBsAg ; b- Perfil ca-
racterizado por la desaparicion de HBeAg seguida de un lapso de 1 a 4 sema-
nas antes de la aparicion de anti-HBe. En muchos casos el Unico marcador se-
rolégico de infeccion por el VHB durante este periodo es anti-HBc. B marcadior
anti-HBe aparece dentro de las dos semanas que siguen a la desaparicion de
HBsAg ; c- Perfil caracterizado por la desaparicion de anti-HBe 2-3 meses
después de su aparicion con persistencia de anti-HBc y anti-HBs y d- Perfil ca-
racterizado por la desaparicion de anti-HBe y anti-HBs 6 meses después de su
aparicién con persistencia de anti-HBc. En este caso anti-HBc es el Gnico mar-
cador serolégico de infeccion presente en el suero (32). Los perfiles mencio-

nados aparecen en el 73%, 18%, 3% y 2%, respectivamente, de los pacientes
estudados.

Tres perfiles serolégicos tipicos han sido descritos para la infeccion crénica
por el VHB : a Perfil caracterizado por la presencia persistente de HBsAg y
HBeAg, b- Perfil caracterizado por la presencia persistente de HBsAg y anti-
HBe (asociado con el estado de portador crénico asintomético) y c- Perfil ca-
racterizado por la presencia de HBeAg por un periodo pralongado seguido de
serocomversicn a anti-HBe con persistencia de HBsAg (32). En todos los casos
estudiados los pacientes presentan antigenemia HBsAg persistente. B perfil
mas frecuentemente observado es aquel caracterizado por la persistencia de
HBsAg y HBeAg.

B VHB es el miembro principal de la familia Hepadnaviridae conformada por
los agentes causantes de hepatitis en el hombre, la marmcta, la ardilla y el
pato (31). La infeccion por hepadnavirus se asocia con hepatitis aguda y créni-
ca, enfermedad mediada por inmunocomplejos y carcinoma hepatocelular (38).
Los virus de la familia hepadnaviridae se caracterizan por tener un rango de
huéspedes y un tropismo tisular muy limitado. En la naturaleza el VHB infecta
solamente al hombre, aunque experimentaimente se ha producido la infeccion
en chimpanceés (38). B VHB infecta el higado y posiblemente el pancreas del

?m#eymmwmdMydmdddm
31).

B VHB infecta 200 miliones de personas en todo el mundo provocando enfer-
medad hepética aguda, enfermedad hepética crénica y carcinoma hepatoce-
luar (16). Se ha calculado que existen 300 millones de portadores del VHB en
el mundo. En Colombia la prevalencia del antigeno de superficie del VHB es
4.7% y oscila entre 2.8% para la regién criental y 7.1% para la region central
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del pais (23). B virus infecta a personas de todos los grupos éticos pero las
personas de origen chino son particularmente susceptibles (16).

Los viriones del virus de la hepatitis B son particulas esféricas de 42-47 nm de
diametro que muestran una porcion central esférica electrodensa de 22-25 nm
de diametro y una envoitura externa de 7 nm de espesor (38). La porcién es-
férica interma contiene el antigeno central (HBcAg), el antigeno e (HBeAg), el
ADN viral, la polimerasa de ADN y una proteina kinasa que fosforila polipépti-
dos estructurales de la particula central del virus. La envoitura viral que contie-

ne lipidos, porta el antigeno de superficie (HBsAg) con el cual reaccionan los
anticuerpos neutralizantes del virus de la hepatitis B (38).

La concentracién de viriones en el suero de pacientes infectados por el virus de
la hepatitis B puede ser superior al 10°%ml. Ademas de los viriones, existen
formas particuladas esféricas y tubulares més numerosas (10'*/ml), en el suero
de los pacientes infectados por el virus de la hepatitis B. Estas particulas por-
tan el HBsAg del virus de la hepatitis B (38). Las particulas contienen lipidos,
proteinas y carbohidratos pero no contienen componentes de la porcién central
del virién y se consideran formas incompletas de la envoitura del virus (38). B
contenido (apraximadamente 30%) y la composicion (fosfalipidos libres y este-
rificados con colesterd y triglicéridos) de los lipidos de las particulas esféricas
de HBsAg indican que estas particulas se originan a partir de la membrana ce-
lular (36,38).

B ADN de los hepadnavirus esta constituido de una cadena sencilla larga o
banda (-) de longitud constante (3000-3300 bases) y una cadena sencilla corta
© banda (+) de longitud variable (1.700-2.800 bases). La secuencia de la ban-
da (-) de ADN viral es complementaria de la secuencia del ARNm viral. Una en-
Zma con actividad de ADN polimerasa en el virién repara la regién monocate-
naria en el ADN viral para formar moléculas complemente bicatenarias (38). En
este proceso, la sintesis de ADN es iniciada en el extremo 3 de la banda (+) y
es concluida en el extremo 5° de esta molécula. Bxiste un palipéptido unido co-
valentemente al extremo 5™ de la banda (-) de ADN viral el cual actia como un
iniciador para la sintesis de esta banda. Un dligorribonuciedtido de 19 nucledti-
dos se encuentra unido en forma cowvalente al extremo 5'de la banda (+) de

ADNviral y funciona como un iniciador para la sintesis de esta banda (16,38).

B genoma del VHB es una pequefia molécula de ADN cdircular parciaimente
monocatenario y parciaimente bicatenario (38) que codifica para una enzima
con actiidad de transcriptasa reversa y experimenta replicacién a través de
un ARN intermediario (31). B genoma del virus esta constituido por una molé-
cula de ADN conformada por una banda lineal (<) ligada en forma convalente a
una proteina en su exdtremo 5° y una banda lineal (+) complementaria que re-
presenta una copia incompleta de la molécula (16). La banda (+) de ADN se
scbrepone a la union 5°- 3" de la banda (-) y coMerte la molécula de ADN li-
neal en una molécula circular.

B genoma del virus de la hepatitis B esta constituido por cuatro genes (marcos
de lectura abierta), localizados en la banda (-) de ADN, denominados genes C,
S, Py X (38). Estos genes parciaimente sobrepuestos son transcritos en dife-
rentes marcos de lectura y ninguno de ellos se encuentra interrumpido por se-
cuencias interpuestas.
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a- Gen C y Antigeno ¢

B gen C codifica la estructura del pdlipéptido carespondiente al HBcAg y del
palipéptido correspondiente al HBeAg (38). B HBcAg y el HBeAg son especifi-
cidad antigénicas diferentes de la proteina codificada por el gen C. B HBcAg
es un palipéptido Unico de 22.000 daltons (p22°) con una longitud de 183 - 185
aminocécidos. Los 34 aminoécidos carbaxiterminales de p22° son ricos en arg-
nina y se unen al DNA viral. B HBeAg es un pdiipéptido de 16.000 daltons
(p16°) que caresponde a la forma truncada de p22° carente de los 34 aminoé-
cidoscarboxiterminales o dominio basico de uniGARN (38).

Una actividad de prateina kinasa encontrada en la porcion central del virion
fosforila el polipéptido p22° en residucs de serina y treoning, y el polipéptido
fosforilado es clivado para producir una proteina de 16.000 daltons (38). La
existencia de una secuencia de aminocacidos correspondiente a un sitio activo
de proteasas, en el extremo amincterminal de p22°, sugiere que p22° podria
tener actiidad de proteasa y experimentar autoclivaje para formar la proteina
p16’.

B HBcAg es un inmundgeno potente y una respuesta de anticuerpos y de cé-
lulas T es detectada en casi todos los pacientes infectados por el VHB. La in-
munizacion de animales experimentales con el antigeno central purificado pro-
tege a los animales contra la infeccién por el VHB, lo cual indica que esta anti-
geno induce una respuesta inmune protectora. En animales experimentales el
HBcAg ha demostrado se mucho niésunogénico que ¢IBsAg (38).

b- Gen S y Antigeno S
B gen S codifica Ia estructura de los pdiipéptidos del HBsAg de la envoltura de

Virion y de las particuas del HBsAg encontradas en la sangre y el higado de
los individuos infectados (38).

B gen S esta constituido por 3 regiones denominadas pre-S1, pre-S2 y S. Los
palipéptidos codificados por el gen S consisten de formas glicosiladas y no gili-
cosiladas de tres palipéptidos codificados respectivamente por las regiones S,
pre-S2/S ypre-S1pre-S2/S del gen S (38).

El antigeno de superficie esta constituido por geiipéptidos (31,38).

* Polipéptidos codificados por la region S

p24° (PM 24.000) ygp27 (PM 27.000)

Son los pdlipéptidos predominantes en las preparaciones del antigeno de
superficie y poseen la capacidad de ensamblarse en particulas esféricas de
20 nm que son liberadas a partir de las células infectadas sin requerir de
secuenciagpre-S (38).

¢ __Polipéptidos codificados por la reghie-S2/S
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p33 (PM 33.000) ygp3€ (PM 36.000)
e Poli idos codificados lar S1pre-S
p39 (PM 39.000) ygp4Z (PM 42.000)

La secuencia codificada por pre-S1 corresponde a los residucs de aminoaci-
dos 1-119, la secuencia codificada por pre-S2 corresponde a los residuos de
aminoacidos 120-174 y la secuencia codificada por S corresponde a los resi-
duos de aminoacidos 175-400 déBsAg (38).

Las particulas esféricas de 20 nm del antigeno de superficie del virus de la he-
patitis B contienen casi exclusivamente los polipéptidos pequefios p24° y p27°
codificados por la region S. Las formas filamentosas contienen principaimente
los palipéptidos p24° y gp27° y pecuefias cantidades de los polipéptidos p33° y
gp36° codificados por las regiones pre-S2/S y los viriones contienen todos los
polipéptidos del antigeno de superficie en cantidades eqsimolares (38).

Después de la infeccion primaria por el VHB los pacientes desarrollan una res-
puesta inmune anti-pre-S1, anti-pre-S2 y anti-S. In vivo la respuesta anti-pre-
S1 antecede a la respuesta anti-S (34). Los pacientes con hepatitis B aguda
desarrolian anticuerpos que reaccionan con péptidos sintéticos correspondien-
tes a las regiones pre-S1, pre-S2 y S (30), y se ha demostrado la respuesta
proliferativa de linfocitos T a péptidos sintéticos corespondientes a la region S
en todos los casos de hepatitis B aguda (30). En la etapa tardia de la enfer-
medad esta respuesta blastogénica disminuye para reaparecer durante la eta-
pa de convalecencia.

Las particulas del HBsAg son antigénicamente complejas y al menos cinco es-
pecificidades antigénicas son encontradas en estas particulas: un determinante
especifico de grupo (a) presente en todas las preparaciones del antigeno de
superficie y cuatro determinantes de subtipo (dYy y w/i) que son mutuamente
exciuyentes y se comportan como alelos. La combinacion de estos determi-
nantes antigénicos da lugar a los subtipos del HBsAg. Existen siete subtipos
del HBsAg denominados ayw, ayw2, ayw3, ayr, adw2, adw4 y adr (38). No
existen diferencias bicldgicas entre virus de diferentes subtipos antigénicos, sin -
embargo los subtipos del antigeno de superficie estan distribuidos en forma
iregular alrededor del mundo y constituyen asi marcadores epidemiclégicos
Utiles de la propagacion del virus en las poblaciones humanas.

Los polipéptidos codificado por la region S (p24° y gp27°) cortienen los deter-
minantes especificos de grupo (a) y los determinantes especificos de subtipo
(dly - wir) del antigeno de superficie (31,38). Los antigencs de grupo (a) y de
subtipo (df) han sido localizados en un péptido sintético correspondiente a
los aminoacidos 284-311 (6 296-311) codificados posdion S (38).

Las secuencias pre-S2 contienen un antigeno capaz de inducir inmunidad pro-
tectora. La inmunizacion de animales experimentales con un péptido sintético
correspondiente a los aminoacidos 120-153 de la region pre-S2 protege a es-
tos animales de la infeccion por el virus de la hepatitis B y la mezcia del virus
con anticuerpos producidos contra este péptido previene la infeccién por ino-
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culacién subsecuente. Este péptido posee un antigeno que puede provocar una
respuesta inmune protectora e inducir la produccion de anticuerpos neutrali-
Zzante anti-VHB (38). Los péptidos sintéticos con secuencias pre-S2 contienen
epitopes especificos de grupo (a.a. 133-139) y especificos de tipo (a.a. 137-
143) (38).

B pdiipéptido codificado por pre-S1 ha sido implicado en la union del antigeno
de superficie del virus a los hepatocitos. Este polipéptido también ejerce un
efecto sobre la secrecion de las proteinas de la envoltura viral y parece afectar
el ensambilaje del virus (38).

c- Gen P

B gen P codifica para un polipéptido de 90.000 daltons que se une al extremo
5de la banda (-) de ADN y actia como iniciador proteico para la sintesis de
esta banda (38).

d-Gen X

B gen x codifica para un polipéptido de 154 aminocécidos denominado proteina
X (antigeno X) (38). La proteina X se encuentra involucrada en la regulacion

positiva o activacion de la transcripcion de genes heterdlogos virales y celula-
res (38).

Después de la penetracion del virus en la célula, la nucleocapside y el genoma
del virus son liberados en el nicleo celuar. La cadena sencilla corta del geno-
ma es completada para formar un ADN bicatenario completo que es transcrito
en moléculas individuales de ARNm por polimerasas de ARN de la célula hués-
ped (31).

Una molécula de ARNm de 3.200 pares de bases es sintetizada como un tem-
plete para la replicacion del genoma viral. B virus de la hepatitis B utiliza una
enzima transcriptasa reversa para sintetizar un ADN complementario (ADNC) a
partir de esta molécula de ARN (31). B ADNc asli sintetizado es la banda (-)
del genoma del virion. B templete de ARN y la pdiimerasa son encapsulados
dentro de la nucleocapside Y la sintesis de la banda (-) del ADN viral se pro-
duce a partir de un iniciador prateico codificado por el genoma viral también in-
cluido en el centro del virus. H ARN es degradado a medida que el ADN es
sintetizado. La banda (+) de ADN es sintetizada a partir de la banda (-) de
ADN (31). La capside es envuelta dentro de las membranas que contienen el
HBsAg tan pronto como es formada, capturando genomas que contienen cir-
culos de ARN-ADN con ARN de diferentes longitudes. La degradacién continua
del ARN remanente en el virién produce un genoma de ADN parcialmente bi-
catenario (31).

La HB es una enfermedad para la cual no existe tratamiento, salvo por el em-
pleo de reciente del interferén alfa para e manejo de los pacientes con hepati-
tis B crénica (15). Sin embargo la enfermedad puede ser prevenida a través de
la inmunizacién activa o pasiva. La inmunizacién con particulas altamente purifi-
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cada¥ deY VRRAYAF  administracion de preparaciones de inmunoglobulina con
un alto titulo de anticuerpos contra el HBsAg determina la proteccion contra la
infeccién por el VHB, lo cual indica que la respuesta inmune contra este antige-
no confiere inmunidad (38).

Existen dos tipos de vacunas anti-hepatitis B

a) Vacunas de 1* generacion : Vacunas anti-hepatitis B derivadas del plasma
de pacientes portadores crénicos #8sAg Heptavax).

b) Vacunas de 2® generacién : Vacunas recombinantes cbtenidas a partir de
cultivos de céluas eucaridticas mediante el empleo de la tecnologia del
ADN Recombivax, Engerix B, Heberbiovac y idepmb).

Las vacunas anti-hepatitis B derivadas del plasma y las vacunas anti-hepatitis B
recombinantes estan constituidas por particuas del HBsAg y contienen solo
determinantes antigénicos codificados por la region S, pero no determinantes
codificados por las regiones pre-S1 y pre-S2 del gen S (38). La capacidad de
estas vacunas para proteger contra la infeccién por el VHB indica que la res-
puesta inmune para los determinantes S, confiere proteccidn contra la infec-
cion. Por otra parte, la proteccion contra la reinfeccion por el VHB del mismo
subtipo o de subtipos diferentes sugiere que la respuesta inmune dirigida con-
tra el determinante a es suficiente para proteger al indviduo. La respuesta in-
mune dirigida contra los determinantes especificos de subtipo confiere protec-
Cion contra virus del mismo subtipo pero no contra virus de subtipos diferentes
(34).

Las vacunas derivadas del plasma han sido evaluadas, empleando dosis de 10
y 20 pg con esquemas de aplicacion 0,1,2 y 0,1,6 meses, en estudios clinicos
en los cuales se ha demostrado su capacidad para provocar seroconversion e
inducir niveles protectores de anticuerpos en los indMiducs vacunados
(19,29,34) .

En los Uitimos afios las vacunas recombinantes han sido utilizadas con édto en

la prevencién de la hepatitis B y han reemplazado, en muchos palses, a las va-
cunashemoderivadas.

Las vacunas recombinantes son producidas en sistemas biclégicos, habitual-
mente cultivos de la levadura Saccharomyces cerevisiae, mediante insercién en |
el vector de expresién de la secuencia que codifica para e HBsAg (28,44). B ;
gen del HBsAg coresponde a una secuencia de 892 pares bases que codifica |
para un polipéptido de 226 aminoacidos con un PM de 25.398 daltons (43). B l
HBsAg recambinante producido en estos sistemas biclégicos esta compuesto }
de particuas esféricas de 22 nm de diametro constituidas por un paolipéptido

de 24.000 daltons, corespondiente a la forma no glicosiiada del pdlipéptido |
codificado por la region S del gen S (36, 39). |

Las vacunas anti-hepatitis B recombinante han sido evaluadas en diferentes
estudios (5,12,20,22,24,35,41) y comparadas con las vacunas anti-hepatitis B i
derivadas del plasma (8,39). Las vacunas recombinantes han demostrado su '
- capacidad para provocar seroconversion e inducir seroproteccién cuando son -‘
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utilizadas en dosis de 10 pg o 20 pg con esquemas 0,1,2 6 0,1,6 meses. La
comparacion con las vacunas derivadas del plasma demuestra cue las vacunas
recombinantes poseen la misma inmunogenicidad de las vacunas hemoderiva-
das (8,39). Un estudio ha demostrado, que en los pacientes que reciben la va-
cuna recombinante, la respuesta inmune se desarrolla mas lentamente durante
la fase inicial y la tasa de seroconversion y los niveles de anticuerpos anti-HBs
son ligeramente mas bajos (22). Sin embargo, en este estudio se emplearon
dosis de 10 ug de la vacuna recombinante y de 20 ug de la vacuna hemoderi-

vada y es posible que el resultado obtenido sea producido por el empleo de
una dosis menor de la vacuna racbinante.

Tanto para las vacunas hemoderivadas como para las vacunas recombinantes
se ha descrito la existencia de indviduos no respondedores, los cuales no ex-
perimentan seroconversion es respuesta a la aplicacion de la vacuna, y de indi-
viduos hiporespondedores, con una respuesta de anticuerpos anti-HBs < 10
UI/L. B estudio de los individuos que no responden o presentan una respuesta
deficiente demuestra que la respuesta a la vacuna anti-HB se encuentra ligada
a los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y que se asocia
con los hapictipos extendidos HLA-B8,SC01,DR3 (1,25) y HLA-Bw54-DR4-
DRw53-DQw4 (45,46).

Se ha sugerido que la respuesta al HBsAg depende de la presencia de un gen
de respuesta inmune en el Complejo Mayor de Hstocompatibilidad (CMH) y
que la respuesta deficiente a la vacuna es el resultado de la carencia de este
gen y de la presencia del haplctipo HLA-B8,SC01,DR3. La comparacién de in-
dividuos homocigotos y heterocigotos para este hapictipo ha demostrado que
los individuos homocigetos producen niveles significativamente mas bajos de
anticuerpos anti-HBsAg en respuesta a la vacuna anti-HB (1). B estudio de
grupos familiares demuestra que los individuos homocigotos para el haplatipo
HLA-B8,SC01,DR3 son no respondedores o respondedores bajos y que los in-
dividuos heterocigotos para el haplctipo siempre desarrollan niveles mas altos
de anticuerpos cuando se comparan con los individhamsocigtos (25).

Los estudios in vitro demuestran que las céiulas mononucieares de sangre pe-
riférica de los individuos no respondedores, en contraste con las células mono-
nucleares de individuos respondedores, no producen anticuerpos anti-HBsAg
cuando la respuesta al antigeno se evalia 2 y 4 semanas después de la ultima
dosis de la vacuna (esquema 0,1,6 + 18). Ha sido propuesto que la no res-
puesta temprana (incapacidad para sintetizar anticuerpos anti-HBsAg en res-
puesta a la estimulacion in vitro con PWM y HBsAg en la 2° semana) es debida
a un defecto en el repertorio de células B, mientras que la no respuesta tardia
(incapacidad para sintetizar anticuerpos anti-HBsAg en respuesta a la estimu-
lacién in vitro con PWM y HBsAg en la 4* semana) es provocada por la exis-
tencia de células Bupresoras especificas déiBsAg (10).

La cinética de la respuesta de anticuerpos 1gG anti-HBs ha sido estudiada, in
Miro, en pacientes vacunados con la vacuna anti-hepatitis B derivada del plas-
ma empleando un esquema 0,1,6 meses (17). La presencia de anticuerpos an-
ti-antigeno de superficie no es detectada después de la primera dosis de la
vacuna (dias 0-28), pero la respuesta es detectada pocos dias después de la
aplicacién de la segunda dosis (dias 32 y 36). B nivel de anticuerpos se man-

105i
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tiene por 6 meses (dia 180) y experimenta un incremento en respuesta a la
aplicacion de la tercera dosis de la .

Por otra parte, la respuesta blastogénica de linfocitos T estimulados con
HBsAg es detectada 28 dias después de la aplicacién de la primera dosis de la
vacuna, momento en el cual no se detecta la presencia de anticuerpos en el
suero (17). La respuesta al antigeno de superficie es suprimida 4 dias después
de la aplicacién de la segunda dosis y experimenta una lenta recuperacién con
una respuesta secundaria detectada en el dia 36 y una respuesta aun mas in-
tensa en el dia 56.

Las células mononucieares de sangre periférica aisladas de indviduos a quie-
nes se ha aplicado la vacuna anti-HB (derivada del plasma) prdliferan, in vitro,
después de 5-7 dias de incubacion con el HBsAg y desarrallan células forma-
doras de placas secretoras de anticuerpos anti-HBs después de 7-10 dias de
estimulacién con el HBsAg. Este resuitado demuestra que células T y B espe-
cificas del HBsAg estan presentes en la circulacion de los individuos vacunados
con la vacunanti-HB (9).

Después de inmunizacién con la vacuna anti-HB es posible inducir la produccién
de anticuerpos IgG anti-HBsAg por estimulacion in Mitro con pequefias concen-
traciones del HBsAg. Las células mononucieares de sangre periférica de indivi-
ducs que han recibido la vacuna anti-HB producen espontaneamente anticuer-
pos IgG anti-HBsAg 2 semanas después de la ultima dosis de la vacuna
(esquema de 0,1,6 meses). La produccion de anticuerpos IgG anti-HBsAg
puede ser inducida, por pequefias dosis del HBsAg, 4 semanas después de la
ultima dosis de la vacuna, a pesar de que la secrecion espontanea de anti-
cuerpos especificos es este momento es baja. Sin embargo, y aundque la pro-
duccién espontanea o inducida de anticuerpos anti-HBsAg es dependiente de
linfocitos T, no es posible inducir una respuesta proliferativa de linfocitos T por
estimulacién con el HBsAg durante este periodo en los individuos vacunados
(11). ‘

Se ha demostrado una relacion entre la respuesta inmune a la vacuna anti-
hepatitis B recombinante y el fenctipo de la proteina haptoglobina expresado
por los individuos vacunados. La magnitud y la cinética de la respuesta a la va-
cuna anti-hepatitis B se encuentra influenciada por el fenctipo del individuo va-
cunado (27). La respuesta a la vacuna de los individuos que portan el fenctipo
Hp 2-2 es significativamente més baja que |a respuesta de los pacientes que
portan otros fenctipos. Los pacientes que expresan el fenctipo Hp 2-2 desarro-
llan titulos medios méas bajos que los pacientes que expresan los fenctipos Hp
1-1 y 2-1, un mes después de la tercera dosis, inmediatamente antes de la
cuarta dosis y un mes después de la cuarta dosis, cuando la vacuna se aplica
utilizando un esquema 0,1,2+12 meses. Asi mismo, la frecuencia del gen Hp 2
es mayor en los pacientes respondedores lentos 6 no respondedores.

5. METODOS Y MATERIALES
5.1. METODOS

B trabajo ha sido disefiado como un estudio clinico descriptivo, comparativo y
prospectivo de dos grupos de individuos adultos sanos con caracteristicas fisi-
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cas (sexo, edad, talla y peso) semejantes, cuya respuesta a la aplicacion de la
vacuna sera evaluada en forma independiente y comparada emghtie

En desarrolio del trabajo propuesto se estudiaran las siguienteablas:
a- Variables dependientes :

¢ Inmunogenicidad (seroconversion y seroproteccion).

e Cinética de produccién de anticuerpos 1gG anti-antigeno de superficie del
VHB

Serocomversitn sera definida como la aparician, inducida por la aplicacion de la
vacuna, de anticuerpos IgG anti-antigeno de superficie [concentracion > 1 Ui/
en individuoseronegativos (12).

Seroproteccion sera definida como la produccion, inducida por la vacuna, de
anticuerpos IgG anti-antigeno de superficie con una concentracion = 10 UI/L
(4).

UIL =mUimi

Las categorias descritas en Tabla 1, definidas con base en la concentracién de
anticuerpos anti-HBs y adoptadas por e Ministerio de Salud y la Secretaria
Distrital de Salud de Santa Fé de Bogota (Programa Ampliado de Imunizacio-
nes), seran utilizadas para evaluar la respuesta a la vacuna. Bn forma adiconal

se consideraran las categorias respondedor bajo (10-100 UI/L) y respondedor
alto (> 100UINL).

Tabla 1

Categoria Concentracion de anti-HBs
No respondedor 0 UIL
Hiporrespondedor < 10 UIL

Hiperrespondedor =100 UIL
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b- Variable independiente:
p

¢ Dosis aplicada de la vacuna.

5.1.1. Grupos de Estudio

Se estudiaran 100 individuos adultos sanos (edad > 16 afios) sin evidencia cli-
nica o bioquimica de enfermedad hepatica y sin evidencia serolGgica de con-
tacto previo con el VHB. Los indiiduos seran incluidos en el estudio después
de realizar una evaluacion previa consistente en : a- Deteccion de HBsAg, anti-
cuerpos anti-HBc y anticuerpos anti-HBs y b- Cuartificacion de alanino-amino
transferasa yaspartato-amindransferasa.

Salo seran incluidos en el estudio los individuos con resultados negativos en las
pruebas de deteccién de marcadores de seroldgicos del VHB (HBsAg, anti-
cuerpos anti-HBc y anticuerpos anti-HBs) y con valores normales de amino-
transferasas. Los individuos incluidos en el estudio, después de satisfacer el
criterio de seleccién aplicado, seran divididos al azar en dos grupos de 50 indi-
viduos cada uno, los cuales seran homogenizados por sexo y en orden ascen-
dente de edad:

Grupo 1: Los individuos pertenecientes a este grupo seran vacunados con la
vacuna recombinante anti-hepatitis B utilizando el esquema 0,1,6 meses y una
dosis de 1Qug.

Grupo 2: Los individuos pertenecientes a este grupo seran vacunados con la
vacuna recombinante anti-hepatitis B utilizando el esquema 0,1,6 meses y una
dosis de 2Qug.

Se realizara el seguimiento de cada uno de los grupos estudiados de la si-
guiente manera:

a- Para todos los individuos en cada grupo se determinaran los efectos secun-
darios de la vacuna dentro de las 72 horas que siguen a la aplicacidn de cada
dosis, empleando un formato disefiado para estaifiadi

b- Después de realizar la vacunacién se cbtendran muestras de sangre venosa
con el fin de realizar la deteccién y cuantificacion de anticuerpos 1gG anti-
antigeno de superficie del VHB, de acuerdo con el siguiente plaratiejo:

e Se obtendran 5 muestras de cada paciente (250 muestras para cada grupo
y 500 muestras en total).

* La obtencién de las muestras se distribuira a lo largo de un periodo de 18
meses.
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e Se obtendra 1 muestra antes de aplicar cada dosis, 1 muestra 1 mes des-
pués de aplicar cada dosis y 1 muestra 1 afio después de aplicar la 3% do-
sis de la vacuna. Siguiendo este pratocolo para la obtencion de muestras, y
con base en el esquema de vacunacion (0,1,6 meses), las muestras se
obtendran enlos meses 0, 1, 2,6, 7y 18.

5.1.2. Vacuna

Cada uno de los indiMiduos en cada grupo sera vacunado con la vacuna recom-
binante anti-hepatitis B HEPRECOMB Berna®. Se empleara un esquema de
vacunacion 0,1,6 meses con intervalos de 1 mes (19 - 2%) y 5 meses (22 - 3%)
entre dosis. Se aplicaran 3 dosis de 10 ug (0.5 ml) a los individuocs incluidos en
el grupo 1 y 3 dosis de 20 pg (1.0 mi) a los indiMduos incluidos en el grupo 2.
Cada dosis de la vacuna se aplicara por via intramuscular en la region deltoi-
dea.

5.1.3. Deteccion de marcadores serologicos de infeccion por el VHB

A todos los individuos seleccionados para su posible inclusion en el estudio se
les realizaran las pruebas de:

a- Deteccion deHBsAg.
b- Deteccion de anticuerpos anti-HBc.
C- Deteccion de anticuerpos anti-HBs.

Estas pruebas seran realizadas inmediatamente antes de la aplicacién de la 12
dosis de la vacuna y solo seran incluidos en el estudio los individuos con resul-
tados negativos.

Después de realizar la seleccion y una vez conformados los grupos e iniciada la
vacunacion, se obtendran 5 muestras de cada uno de los individuos incluidos en
el estudio durante los 18 meses que siguen a la aplicacion de la 1* dosis de la
vacuna. Uilizando estas muestras se realizara la deteccién y cuantificacion de
anficuerpos anti-HB#gG.

Para la realizacion de las pruebas incluidas en el estudio pre-vacunal y las
pruebas de deteccion y cuantificacion de anticuerpos anti-antigeno de superfi-
cie, se obtendran muestras de sangre periférica en tubos de extraccién de 10
mi, la muestra obtenida se centrifugara a 3000 r.p.m. durante 10 minutcs y el
suero sera depositado en dos tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y conservado
a - 20°C hasta cuando los ensayos sean realizados.

Las pruebas de deteccién de HBsAg, deteccion de anticuerpos anti-HBc y de-
teccion y cuantificacion de anticuerpos anti-HBs seran realizadas empleando
estuches de reactivos comerciales, de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante y utilizando el equipMX ABBOT TLaboratories).
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Las siguientes técnicas y estuches de reactivos seran utilizados:

Deteccion de HBsAg.
Técnicainmunoensaydcnzimatico.
ReferenciaAUSZYMEABBOT TLaboratories Diagnosticdivsion)

Descripcion: Inmunoensayo enzimético cualitativo de tercera generacion para la
deteccion de HBsAg en suero o plasma. Auszyme €s un inmunoensayo enziméa-
tico en fase sdlida tipo “sandwich” que hace uso de un anticuerpo monocional
murino anti-HBsAg adherido a la fase sdlida del ensayo y un anticuerpo mono-
clonal murino anti-HBsAg conjugado con peraxidasa de rabano picante utilizado
para la deteccion final deiBsAg (47).

Deteccién de anticuerpos anti-HBc.

Técnicainmunoensaydenzimatico.

ReferenciaCORZYME ABBOT TLaboratories -Diagnosticdivision)
Descripcion: Inmunoensayo enzimético para la determinacion cualitativa de an-
ticuerpos totales para HBcAg en suero ¢ plasma. Corzyme es un inmunoensa-
yo enzdiméatico competitivo realizado mediante el empleo de HBc recombinante
unido a la fase sdlida del ensayo y un anticuerpo pdiicional humano anti-HBc
conjugado coperoxidasa de rabanoigante (48).

Deteccion y cuantificacion de anticuerpos IgG anti-HBs.

a- Deteccién:

Técnica:inmunoensaydnzimatico.

Referencia:

1- AUSABABBOT TLaboratories-Diagnostid3ivision)

Descripcion: Inmuncensayo enzimético para la determinacion cualitativa de an-
ticuerpos anti-HBsAg en suero o plasma. AUSAP es un inmunocensayo enzima-
tico en fase sdlida tipo “sandwich” realizado mediante el empleo de HBsAg ad-
herido a la fase sdlida del ensayo, HBsAg unido a bictina y un anticuerpo pali-
clonal de conejo anti-bictina conjugado con peraxidasa de rabano picante utili-
Zado para la deteccion final de anterposanti-HBsAg (49).
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b- Deteccién y cuantificacion:

Técnicaiinmunoensaydenzimatico.

Referencia:

1. AUSABABBOT TLaboratories-Diagnostidaivision)

2. AUSAB Panel de CuantificacigkBBOT TLaboratories-Diagnostidsivsion)

2- AUSAB Panel de Cuantificacién

Descripcion: Panel de 5 sueros estandar con actividad anti-HBsAg
(concentracion 0, 15, 40, 75 y 150 mUl/ml) empleado para la determinacion
cuantitativa de la concentraciéon de anticuermodi-HbsAg.

Ltilizando estos sueros estandar de referencia la concentracion de anticuerpos
anti-HBsAg, expresada en mUl/ml, es determinada por comparacién con una
curva estandar generada a partir de la medicion de los estandares empleados
en duplicado en dhmunoensayo en fase solidAUSAB (50).

Para el analisis final de resultados, los titulos de anticuerpos 1gG anti-HBsAg
son expresados emiliunidades internacionales por mililitnal{lmi).

5.1.4. Analisis Estadistico de Resultados

La comparacion de los valores cbtenidos para cada uno de los grupos estudia-
dos, sera realizada empleando la media geométrica de los titulos de anticuer-
pos anti-antigeno de superficie, expresados en mUl/ml, como medida de dis-
persion. Los resuitados obtenidos seran analizados utilizando la prueba t de
Student para muestras pareadas y la pruebhi cuadrado.

5.2. MATERIALES Y EQUIPOS

Tubos de extraccion de Wl
Soportes para tubos de extraccion (camisas)

Tubos demicrocentrifuga (1.9nl)
PipetasPasteur

Micropipetas automaticas (10-100y 50-200ul)
Centrifuga

Congelador (-20C)
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6. CRONOGRAMA

<1 0CT 1997

Abri-Mayo/1997 - Revision Bibliografica
- Preparacion del Proyecto

Mayo-Junio/1997 - Revision Bibliografica
- Preparacion del Proyecto

Agosto/1997 - Preseleccién de Pacientes
- Estudioprevacunal
- Vacunacion (1° dosis)

Septiembre/1997 - Obtencion 12 muestra
- Procesamiento 1® muestra
- Vacunacion (2° dosis)
- Anadlisis Preliminar de Resultados

Octubre/1997 - Obtencion 2® muestra
- Procesamiento 2° muestra
- Andlisis Preliminar de Resultados

Febrero/1998 - Obtencion 3®* muestra
- Procesamiento 3% muestra
- Vacunacion (3® dosis)
- Analisis Preliminar de Resultados

Marzo/1998 - Obtencion 4® muestra
- Procesamiento 4®* muestra
- Analisis Peliminar de Resultados

Abril-Junio/1998 - Andlisis de Resultados
- Preparacion Informe

- Presentacion Informe




\ESUPUESTO

REACTIVOS
lificacién de enzimas hepéticas
Enzima Alanino-amino transferasa

Enzima Asparatato-amino transferasa

&Cion Pre-vacunal
Deteccién de HBsAg
Deteccion de anticuerpos anti-HBcAg

Deteccién de anticuerpos anti-HBsAg

tién Post-vacunal

Deteccién/cuantificacién de anticuerpos anti-HBsAg

MATERIALES

e Extraccion

TIEMPO INVESTIGADORES
esa Herrera Mendoza Y\
T Cobs Lépez LS r
Baquero Robles

b8 Saavedra

COSTO TOTAL

$ 310.00

$ 310.00

$ 12480

$ 12480

$ 5,750.00
$ 5,750.00
$ 5,750.00

$ 5,750.00

$ 62,000.00 <
$ 31,000.00

$ 31,000.00

$ 2,800,000.00

$ 5,472,000.00
$  219,680.00
$ 99,840.00

$ 99,840.00

$ =
$ .

$ 10,000.00
$ 10,000.00

$ 11,845,000.00
$ 5,520,000.00
$ 5,520,000.00
$  230,000.00

$ 575,000.00

$ 20,398,680.00

’
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ARTICULO TERCERO . B presente acuerdo rige a partir de la fecha de su expe-

dicion .
COMUNIQUESE Y CUMPLASE
Dado en Santafé de Bogota, D.C., a los 21 0CT 1997
LA PRESIDENTA,
du/c: uov?o E
LA SECRETARIA,

u&ﬂ%ﬁh\%ﬁu‘%\s}n}ﬁ?}V
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