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RESUMEN

Nos propusimos cuantificar la intensidad de la respuesta inmune a la vacuna
Heberbiovac-HB en crias de ratas normales y con CIUR, se usaron dos esquemas de
tratamiento, un grupo en los dias 0-5-10 y otro en los dias 0-11-22. Siete dias
después de la dltima dosis se realizé una extraccion de sangre y se cuantifico el
titulo de anticuerpos en cada cria. Los resultados muestran que el 100 % de las
crias vacunadas con el esquema 0-11-22 seroconvirtieron contra el 87.5 % en el
esquema 0-5-10, ademas se demostrd que el grupo control del esquema 0-11-22
obtuvo un porciento mayor de animales en la categoria de hiperrespondedores. Se
concluye que la respuesta inmune en ambos grupos tiene intensidad suficiente para
levantar titulos de anticuerpos y que las crias donde se aplica el esquema 0-11-22
responden con mas intensidad que las del esquema 0-5-10.
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SUMMARY

We proposed to quantify the intensity of the immune response to the Heberbiovac-
HB vaccine in offsprings of normal rats and with IUGR. Two treatment schemes
were used, a group at 0-5-10 days, and another at 0-11-22 days. Seven days after
the last dose, blood was extracted and the antibody titer was quantified in each
offspring. The results showed that 100 % of the offsprings vaccinated with the



scheme 0-11-22 seroconversed compared with 87.5 % in the scheme 0-5-10. It
was also proved that that the control group of the scheme 0-11-22 attained a
higher percent of animals in the category of hyperresponders. It was concluded that
the immune response in both groups have sufficient intensity to rise antibody titers,
and that the offsprings under the scheme 0-11-22 respond with more intensity than
those of the scheme 0-5-10.

Key words: Immune response, Heberbiovac-HB vaccine, intrauterine growth
retardation, low birth weight.

INTRODUCCION

El Crecimiento Intrauterino Retardado (CIUR) constituye un problema de salud con
un gran impacto en la morbi-mortalidad durante los primeros afios de la vida, ain
cuando se hacen grandes esfuerzos por disminuir su incidencia. Aproximadamente
la cuarta parte de los nifios con bajo peso al nacer son portadores de un retardo en
el crecimiento intrauterino, lo que los expone a dafios a corto, mediano y largo
plazo en el crecimiento, el desarrollo y en su adaptacion a la vida social. *' 2

El peso al nacer es una expresion del crecimiento y desarrollo durante la vida
prenatal y ademas se relaciona con el alcance de una madurez organica y funcional
que garantiza una adaptacion a las condiciones de la vida extrauterina,
integrandose de forma morfofuncional el sistema inmune con otros sistemas como
el nervioso, el endocrino y el digestivo. *

El retardo del crecimiento intrauterino provoca un aumento de la morbilidad
perinatal por asfixia intraparto, acidosis metabdlica y aspiracién de meconio y de la
morbilidad neonatal por hipoglicemia, hipocalcemia, hipotermia y policitemia. * La
adaptacion fisioldgica postnatal y la maduracion de los nifios con CIUR es menor
gue la de los infantes normales;® en los que tienen retardo en el crecimiento existe
riesgo de dafio intelectual, neurolégico y mayor frecuencia de paralisis cerebral, ©
asi como riesgo de muerte subita en el lactante.’

La desnutricién intrauterina constituye un factor de riesgo significativo para el
desarrollo en la vida adulta de enfermedades crénicas no transmisible como
hipertension arterial, diabetes, accidentes vasculares encefalicos y muerte por
enfermedad coronaria, 2% ademéas aumenta la susceptibilidad para padecer
enfermedades transmisibles sobre todo virales. Evidencias recientes han
demostrado que la funciéon inmunoldgica de los recién nacidos con CIUR puede
estar disminuida en forma similar a la observada en nifios mayores con desnutricién
postnatal. %12

En la evaluacion de la respuesta inmune en la vacuna cubana Heberbiovac HB se
han realizado estudios en biomodelos de ratas Sprague Dawley ** y Ratones BALB-
C, ™ utilizando siempre animales adultos o en etapas posteriores al destete y sin
alteraciones conocidas, esto ha permitido entre otras cosas establecer esquemas de
vacunacion apropiados. Sin embargo, no se ha encontrado en la literatura estudios
en edades tempranas de la vida postnatal o en animales que sean portadores de
algun tipo de dificultad en su desarrollo.

Los recién nacidos con retardo del crecimiento intrauterino presentan una
disminucién del nUmero de células T circulantes y disminuciéon de la respuesta
linfocitaria. *>'° Esta deficiencia de la inmunidad celular podria estar relacionada
con la mayor susceptibilidad a las infecciones virales observadas en estos nifios en
la vida postnatal inmediata y tardia. La capacidad de responder a antigenos
extrafios se adquiere antes del nacimiento. Las células B y T estan presentes en el



feto desde la semana 14 de la gestacion. ' La alta incidencia de infecciones en el
recién nacido y mucho més en el prematuro refleja la inmadurez de su sistema
inmunoldgico. *’

Hoy en dia los nifios prematuros deben vacunarse a los 2 meses del nacimiento,
independientemente del peso y de su edad gestacional y deben seguir el mismo
calendario de los nifios a término. En general, estos nifios responden a las
diferentes inmunizaciones con una baja reactogenicidad y con titulos mas bajos
frente a los diferentes antigenos que los nifios a término, aunque las tasas de
seroproteccion superen el 90%. '’ Los grandes prematuros (extremadamente
prematuros) responden a las inmunizaciones de forma adecuada, influyendo en
esto sus condiciones clinicas particulares. En la respuesta a la formacion de
anticuerpos (Acs) frente a la vacuna de la Hepatitis B probablemente influya mas la
edad postnatal que el peso. *’

El Sistema de Salud en Cuba brinda una especial atencién al cuidado y preservacion
de la salud infantil, para ello desarrolla un grupo de programas dirigidos
fundamentalmente a la prevenciéon de algunas enfermedades. El programa de
vacunacion comienza en el hospital antes de las 24 horas del nacimiento y se
extiende hasta la atencién primaria de salud donde las organizaciones de masas
desempefian un rol fundamental en su cumplimiento.

Objetivos

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar la intensidad de la respuesta inmune
a la vacuna cubana Heberbiovac-HB en crias de ratas con CIUR y normales, usando
dos esquemas de tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6é un estudio en ratas de la linea Sprague Dawley, se utilizaron 30 ratas
adultas jovenes y virgenes, con una edad promedio de 12 semanas de nacidas,
cuyo peso aproximado oscilé entre 180 y 200 gr., procedentes del Centro Nacional
de Producciéon de Animales de Laboratorio (CENPALAB) y 12 machos adultos, con
un peso de 200 a 270 gr. de la misma linea y procedencia.

Las hembras y machos fueron mantenidos en condiciones convencionales, teniendo
libre acceso al agua y al alimento, manteniendo ciclos de luz y oscuridad de 12
horas cada uno. El apareamiento se realiza en horas de la tarde a razén de una
hembra por macho, se comprobd la copula mediante lavado vaginal con suero
fisiolégico, tomandose la presencia de espermatozoides en la lamina como dia cero
de la gestacion.

Las hembras gestadas fueron pesadas y distribuidas al azar en dos grupos:
Experimental (Grupo I) de 20 ratas y Control (Grupo Il), conformado por 10
madres, todas fueron colocadas en cajas individuales. Se realizé esta distribucion
teniendo en cuenta que las madres del Grupo Control debian aportar mayor
cantidad de crias al estudio que las del Grupo Experimental.

A las madres del Grupo | se les practicoé una intervenciéon quirdrgica el dia 16 de la
gestacion previa anestesia con éter y en condiciones asépticas; se realizo la
ligadura de la arteria uterina, siguiendo el modelo descrito por Alfonso y
colaboradores. '® Las madres del Grupo Il no fueron intervenidas y se mantuvieron
bajo las mismas condiciones que las del Grupo |I. En ambos grupos las ratas fueron
pesadas en dias alternos durante la gestacion. El parto se produjo de forma
fisiolégica en todas las gestantes. En el Grupo Control se le dejoé a cada madre, 8
crias seleccionadas al azar con vistas a garantizar la nutriciéon postnatal de acuerdo
con lo establecido internacionalmente para esta etapa de la vida; mientras que en
el Grupo Experimental cada madre crié a su camada completa, que fue siempre



menor a 8.
Las crias de ambos grupos, control (C) y experimental (E) fueron subdivididas en
dos subgrupos y todas recibieron el inmunégeno Heberbiovac HB.

- SUB-GRUPO ""C1"": Grupo de ratas recién nacidas normales (n=40), que se les
aplicé un esquema de vacunacion en el primero, quinto y décimo dia después del
nacimiento, a razén de 0,2 ml, equivalente a 4 pg, de la vacuna cubana
Heberbiovac HB por via intraperitoneal.

- SUB-GRUPO ""E1"": Grupo de ratas recién nacidas con CIUR (n=40), que se les
aplicé un esquema de vacunacioén en el primero, quinto y décimo dia después del
nacimiento, a razon de 0,2 ml, equivalente a 4 g, de la vacuna cubana
Heberbiovac HB por via intraperitoneal.

- SUB-GRUPO ""C2"": Grupo de ratas recién nacidas normales (n=40), que se les
aplicé un esquema de vacunaciéon en el primero, décimoprimero y vigésimosegundo
dia después del nacimiento, a razéon de 0,2 ml, equivalente a 4 ug, de la vacuna
cubana Heberbiovac HB por via intraperitoneal.

- SUB-GRUPO ""E2": Grupo de ratas recién nacidas con CIUR (n=40), que se les
aplicé un esquema de vacunaciéon en el primero, décimoprimero y vigésimosegundo
dia después del nacimiento, a razéon de 0,2 ml, equivalente a 4 ug, de la vacuna
cubana Heberbiovac HB por via intraperitoneal.

Siete dias después de la ultima dosis a todas las crias se les realizé una extracciéon
de sangre por el seno retroorbitario con un capilar heparinizado, depositandose en
un vial de 3 ml. Posteriormente se practicé eutanasia de las crias y madres por el
método indirecto.

La sangre obtenida se incub6 a 37°C durante una hora, hasta su coagulacién y una
vez retraido el coagulo, se centrifugé durante tres minutos a 9000 rpm (750
gravedades) y se decant6 el suero. Los sueros se conservaron a -20° C hasta su
estudio.

Para cuantificar la intensidad de la respuesta inmune, se determinaron las
concentraciones de anti-AgsHB mediante un método inmunoenzimatico
heterogéneo basado en el principio sandwich de doble antigeno. La bivalencia de los
Acs presentes en las muestras permitié que estos se fijaran al antigeno de fase
sélida y los marcados con la enzima, lo que produjo una reaccion coloreada de
amarillo al adicionar un substrato especifico cuya intensidad es proporcional a la
concentracion de anti-AgsHB presentes en las muestras. El limite de deteccién
exigido para este ensayo, fue de 4 UI/L.

La respuesta anti-AgsHB se midié por la presencia en el suero de Acs dirigidos
contra la proteina principal de la cubierta externa del virus de la Hepatitis B. Esta
respuesta se clasifica teniendo en cuenta las concentraciones de Acs en las
siguientes categorias:

- Seroconversion: Presencia de Acss por encima del limite de deteccion del ensayo.
- Seroprotecciéon: Entre 10-100 UI/L.
- Hiper-respuesta: Mayor de 100 UI/L.

- Hipo-respuesta: Menor de 10 UI/L

Se calcularon intervalos de confianza para la diferencia de medias entre grupos



independientes (CIUR y controles), con respecto a la variable inmunoldgica en los
dos esquemas utilizados.

RESULTADOS

El analisis cuantitativo de la respuesta inmune a la vacuna Heberbiovac HB se
muestra en la tabla 1, donde se observa que todos los animales inmunizados con el
esquema 0-11-22 seroconvierten mientras con el otro esquema 10 animales no lo
logran.

El andlisis cualitativo de la respuesta inmune segun las categorias estudiadas, al
usarse el esquema 0-5-10 se muestra en la tabla 2, mientras en la tabla 3 se
recogen estos resultados cuando se usa el esquema 0-11-22. Con el esquema 0-5-
10 no todas las crias fueron capaces de levantar una respuesta adecuada, mientras
con el esquema 0-11-22 todos los animales respondieron a la vacuna con
seroproteccion o hiperrespuesta.

DISCUSION

El éxito de una vacunacion en lo que respecta a proteccion es que la respuesta sea
intensa y duradera. De forma general a los individuos, y en este caso los animales,
vacunados se les considera mejor protegidos, mientras mas elevados sean los
valores de Acs por encima del limite aceptado como protector. *°

La edad bioldgica es directamente proporcional a la intensidad de la respuesta
inmune,*® hecho que puede explicar porque cuando se utiliza el esquema 0-5-10 no
todos los animales muestran niveles de seroconversion, mientras que los que son
vacunados con el esquema 0-11-22 al tener una mayor edad tienen un mayor
porciento de animales que seroconvierten.

Cuando se analiza la respuesta encontrada en cada grupo con ambos esquemas se
observa que las mejores respuestas se obtienen con el esquema de 0-11-22, lo que
indica que los animales respondieron mejor cuando el intervalo entre las dosis es
mayor. Mientras mas edad tienen las crias, mejor y mayor respuesta son capaces
de levantar, debido a que al nacimiento el sistema inmune es inmaduro, por lo que
la respuesta inmune se caracteriza por una lenta cinética de induccion, baja
magnitud e intensidad, corta persistencia y baja avidez; por lo cual es en esta
etapa de la vida que los infantes son mas susceptibles a muchas enfermedades
virales y bacterianas.?®??

El hecho que no se hayan observado diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos hace pensar que la calidad de la respuesta inmune esta
relacionada mas con la edad gestacional que con el peso, factor que se invoca como
condicién en la maduracion inmunolégica.

AUN cuando la calidad de la respuesta del Grupo Control es moderadamente
superior a la del Grupo Experimental es valido reconocer que éste Ultimo también
mostré una buena respuesta en ambos esquemas, pues la casi totalidad de las crias
levantaron titulos de Acs adecuadamente, lo que indica que a pesar de tener un
retardo en el crecimiento intrauterino pudieron responder acertadamente a la
vacuna. Estudios realizados en humanos reportan que la mayoria de los nifios
pretérminos responden bien a la vacuna de la Hepatitis B y desarrollan niveles de
Acs protectores.?

No encontramos estudios experimentales en animales con bajo peso al nacer lo cual
seria de mucha utilidad para confrontar nuestros resultados, ni siquiera estudios
realizados en las primeras semanas de vida, los estudios experimentales que se
reportan son en roedores con edades superiores a los 21 dias, pero ninguno en



periodos anteriores al destete, entre otras causas por lo dificil que resulta el
manejo de los animales en este periodo y las dificultades para realizar las
extracciones de sangre debido fundamentalmente al volumen total de sangre de
estos animales en esa etapa.

El hecho que el recién nacido humano es inmunodeficiente y que los diversos
mecanismos defensivos del huésped funcionan en forma subdptima es ineludible, la
polémica radica en que algunos autores plantean que esta inmunodeficiencia sea en
nifios con CIUR o bajo peso por pretérmino y otros afirman que indistintamente de
ese factor de riesgo asociado, la inmunodeficiencia del recién nacido tenga la
misma severidad.

CONCLUSIONES

- La respuesta inmune en ambos grupos estudiados, tiene intensidad suficiente
para levantar titulos de Acs capaces de protegerlos contra la Hepatitis B.

- Las crias donde se aplica un esquema largo (0-11-22) responden con mas
intensidad que las del esquema corto (0-5-10).
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Tabla 1. Seroconversion por grupos segun esquema de vacunacion.

Grupos 0-5-10 0-11-22
Control 33 (82.5 %) 40 (100%)
Experimental 37 (92.5 %) 40 (100%)

Chi=46.09 p=0.000 n= 40

Tabla 2. Analisis cualitativo de |a respuesta inmune, cuando se utiliza el

esquema 0-5-10.

Grupo Hiporespuesta | Seroproteccion | Hiperrespuesta
Control 16 (40%) 17 (42.5%) -
Experimental 7 (17.5%) 28 (70.0%) 2 (5.0%)

Chi=10.75 p=0.114 n= 40

Tabla 3. Analisis cualitativo de la respuesta inmune, cuando se utiliza el

esquema 0-11-22.

Grupo Hiporespuesta | Seroproteccion @ Hiperrespuesta
Control - 27 (67.5%) 13 (32.5%)
Experimental | - 33 (82.5%) 7 (17.5%)

Chi=2.429 p=0.119 n=40



